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OZET
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IN VITRO SARTLARDA YETISTIRILEN NOHUT (Cicer arietinum L.) VE
MURDUMUK (Lathyrus sp.) TURLERI iLE YAPILAN PROTOPLAST
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Nohut (Cicer arietinum L.) tariminda 6nemli ekonomik zarara neden olan antraknoz (Ascoryhyta
rabiei Labr.) hastaligi iilkemizde ozellikle bdlgemiz olan I¢ Anadolu bélgesinde yaygin olarak
goriilmektedir. Yapilan kaynak arastirmalar1 sonucu, miirdimiik (Latyhrus sp.) tiirlerinin bu hastaliga
kars1 degerli bir tolerans kaynagi oldugu ifade edilmektedir. Bu iki tiiriin dogal melezlemeleri sonugsuz
kaldigindan, bu caligmada protoplast kiiltiirii ile bitkilerin hiicresel melezleme yonteminin basarisi
belirlenmesi amaglanmaktadir. In vitro kosullarinda 4 farkli nohut cesidi (Azkan, Aksu, Goktiirk ve
Bahadir) ve ti¢ farkli Lathyrus sp. genotipin ¢imlendirilmistir. Bu arastirmada, bu iki cinsin Radikula,
plumula ve Radikula + plumula seklinde farkli eksplant kaynaklarindaki protoplast verimleri
gozlemlenerek metodun uygunlugu incelenmistir.

Yapilan gozlemler sonucunda en iyi protoplast verimi melezlerde L. cicera X Goktiirk nohut
cesidinde 25 x 10° protoplast g* bulunurken, en az protoplast verimi L. sativus (S) X Aksu nohut
cesidinde 2,5 x 10° protoplast g™ sayim1 gerceklestirilmistir. Eksplant tiiriine gore yapilan gézlemlerde, en
iyi protoplast verimi Lathyrus sp. ve Cicer sp. cinslerinin her ikisi i¢inde eksplant kaynagi olarak ise
Radikula+ Plumula olarak kullanilan materyallerde 23,8 10° protoplast g, en diisiik verim her iki cins
icinde Radikula kullanilan materyallerde 2,5 x 10° protoplast g* tespit edilmistir. Bu degerlere gore genel
bir ifadeyle eksplant kaynagi olarak Radikula+ Plumula kullanimi, protoplast verimini artirmasi ile
olusacak yapilarda istenilen Ozelliklerdeki heterekaryonlarin elde edilebilme ihtimalini yiikseltecegi
ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cicer arietinum, In vitro, Lathyrus sp., Protoplast Kiiltiirii



ABSTRACT

MS THESIS

THE DETERMINATION OF PROTOPLAST CULTURE’S EFFICIENCY WITH
CHICKPEA (Cicer arietinum L.) AND GRASS PEA (Lathyrus sp.) SPECIES
GROWN IN IN VITRO CONDITIONS
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Anthracnose (Ascoryhyta rabiei Labr.) disease, which causes significant economic damage in
chickpea (Cicer arietinum L.) agriculture, is common in our country, especially in our region, Central
Anatolia. As a result of the literature research, it has been seen that Lathyrus sp. is a valuable source of
tolerance against this disease. Since the natural hybridization of plants is inconclusive, this study it is
aimed to determine the success of the cellular hybridization method of plants with protoplast culture. Four
different chickpea varieties (Azkan, Aksu, Goktiirk, and Bahadir) germinated in vitro, and three different
Lathyrus sp. The method's suitability was investigated by observing the variety and protoplast yields of
these two genera in various explant sources: the radicula, plumule, and radicula + plumule.

As a result of the observations, the best protoplast yield was found in L. cicera X Goktiirk
chickpea cultivar with 25 x 10° protoplast g-*counts. In comparison, the lowest protoplast yield was 2.5 x
10° protoplast gcounts in L. sativus (black genotype) X Aksu chickpea cultivar. In the observations
made according to the explant type, the best protoplast yield was determined as 23.8 x 10° protoplast gtin
the materials used as radicle + plumule, and the lowest yield was 2.5 x 10° protoplast gin the materials
used as radicle in both Lathyrus sp. and Cicer sp. genera. According to these values, in general terms, it is
predicted that the use of Radicle+ Plumula as an explant source will increase the protoplast yield and
increase the probability of obtaining heterokaryons with the desired properties in the structures to be
formed.

Keywords: Protoplast Culture, Cicer arietinum, Lathyrus sp., In vitro



ONSOZ

Ulkemizde nohut tarimimi olumsuz etkileyen antraknoz hastaligi, cevre faktorii
ile olusma riski artmakta olup hastalik etmenine kars1 alinan klasik tedbirler ile klasik
1islah calismalar1 yetersiz kalmaktadir. Caligmamizda hastalik etmenine karsi toleransl
varyasyon kaynaklarmi olusturmak amaciyla biyoteknolojik yontemlerin ilk defa
kullanilmast ¢calismamiz1 6zgiin kilmakta ve tez ¢aligmamiz ilerideki ¢alismalara temel
olusturmasi hedeflenmistir.
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bilirim.
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1. GIRIS

Diinya’da degisen iklim sartlar1 ile her gecen giin tarimda verimi kisitlayan stres
faktorlerin etkisi artmaktadir. Tarimsal {iretimi kisitlayan bu faktorlerin etkisi altinda,
artan diinya niifusunun beslenme ihtiyacinin karsilanmasi her gecen giin zorlagsmakta
olup insanlarin dengeli ve saglikli beslenmesini olumsuz yonde etkilemektedir. Insan
beslenmesinde saglikli bir diyet i¢in giinde toplam 70 g proteine ihtiya¢ duymakta olup
bunun 40 g’1 bitkisel kokenli olmas1 gerekir (Akgin, 1988). Yemeklik tane baklagiller
bitkisel kokenli protein kaynaklar1 arasinda esansiyel amino asitleri diger bitkilere gore
daha dengeli icermesi nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir.

Yemeklik tane baklagiller icerisinde yer alan nohut (Cicer arietinum L.) %19
protein orani ile bakimindan diger yemeklik tane baklagillere goére diisiik proteine
icerigine sahip olmasma ragmen tanelerinin sahip oldugu lysine ve methionine gibi
esansiyel amino asitleri agisindan ise yliksek degerlere sahiptir. Ayrica nohut vitamin,
mineral degerleri ile dengeli ve besleyici bir gida olma 6zelligi tasimaktadir (Peksen ve
Artik, 2005).

Nohudun agronomik &zellikleri incelendiginde ise gerek kok yapisinin gelismis
olmasi gerek de koklerindeki Rizobium bakterileri ile simbiyotik yasami nedeniyle, kuru
tarim sisteminde ¢ok 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Ayrica kendinden sonra temiz bir
tarla birakmasi, kuraga ve tuzluluga karsi toleransli olmasi ile goéstermesi son
zamanlarda goriilen tarimsal sorunlarin ¢6ziimiinde 6nemi gittik¢e artmaktadir.

Diinya’da 2020 yilinda Nohut ekilen alan 14.8 milyon ha (14 841 940 ha) olup,
bu alandan yaklasik 15 milyon ton (15 083 871 ton) iiriin elde edilmistir (FAO, 2022).
Ayni y1l Tirkiye’de 511 560 ha alanda nohut ekimi yapilmis, bu alandan 630 bin ton
iiriin elde edilmistir. Ulkemizin nohut verimi 123 kg da* olup diinya veriminin (101.6
kg da?) iizerinde bir degere sahip oldugu ifade edilebilir (TUIK, 2022). Ancak 2021
yilinda tilkemizdeki nohut ekim alan1 487 885 ha’a kadar gerilemis olup bu azalmaya
nohutta ekonomik zarara neden olan iklim degisikliginin neden oldugu cevre baskisi ile
artan hastalik ve zararlilar olarak yorumlanabilir.

Ulkemizde nohut yetistiriciligini kisitlayan en &nemli hastalik Antraknoz
(Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.) olarak ifade edilebilir. Hastalik nohutta %90’ lara varan
verim kayiplarina neden olmakta olup, iilkemizde 6zellikle de I¢ Anadolu bdlgesinde
bazi yillarda hi¢ nohut hasat edilemeyen bdlgelere neden olabilmektedir. Kiiltiirel

yontemlerle yapilan miicadeleler yeterli seviyede olmadigi i¢in antraknoz hastaligina



karsi toleransli ¢esit ile siirdiiriilebilir nohut tarimi gergeklestirilebilir (Toker ve
Cagirgan, 1996; Azkan ve ark., 1999; Akdag, 2001).

Tiirkiye’nin Cicer cinsinin gen merkezinden olmasi nedeniyle Tiirkiye
Florasinda dogal olarak 10 farkl tiir ve ¢ok sayida alt tiiriin bulundugu ifade edilebilir
(TUBIVES, 2022). Ancak iilkemizde farkli tiplerinin olmasma ragmen bu tiirlerde
antraknoz hastaligina kars1 toleransa sahip olduklari bildirilmemistir.

Antraknoz (Ascochyta sp.) hastaligi sadece nohutta degil diger yemeklik tane
baklagilleri i¢in de verimde azalmaya ve bitkilerin kaybmma neden olmaktadir.
Bezelyede antraknoza karsi tolerans ¢alisan McCutchan (2001), Latyhrus cinsinin
antraknoz (Ascochyta sp.) hastaligina karsi degerli bir tolerans kaynagi oldugunu
vurgulamigtir. Bununla beraber, klasik 1slah yontemlerinden melezleme ile nohut
bitkisine bu toleransi saglayan genlerin aktarilmasi zor olmakta ve bazen hi¢ miimkiin
olmamaktadir. Ayrica klasik islah ¢alismalari, uzun yillar almakta ve kazandirilan bu
tolerans ¢ok cabuk kaybolmaktadir. Bitki 1slahinda klasik 1slah yOnteminin
tamamlayicisi olarak kullanilan biyoteknolojik yontemler ile nohutta (Cicer arietinum)
Antraknoza (Ascochyta rabiei (Pass.) Labr.) toleransin kazandirilmasi igin protoplast
kiiltiirintin kullanilmasi siirecin kisalmasina ve daha etkili sonucun alinmasi agisindan
son derece dnemli oldugu ifade edilebilir. ilk kez yapilan bu calisma ile bdlgemizde
yetisen nohut genotipleri ve Lathyrus sp. tiirlerinin protoplast kiiltiirii ile tilkemizde
nohutta antraknoz hastaligina karsi toleransl ¢esitlerin gelistirilmesinde kullanilabilecek
yontemin ve eksplant kaynaginin uygunlugunun denenmesi ile varyasyon kaynaklarinin

olusturulmasi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Protoplast kiltlirii, duvarlar1 farkli yontemlerle uzaklastirilmis hiicre zar
birakilarak islem yapilmis hiicrelerin kiiltiiriidiir. Hiicrenin ¢eperi yok edildiginde kalan
yapiya protoplast denir. Protoplastlar uygun ortamlarda canliligmni devam ettirirken,
yeniden g¢eper olusturup, mitozla boliinmeye devam edebilir, yeni kalluslar, dokular ve

sonra yeni bitkicikler olusturabilirler (Babaoglu ve Ozcan, 2002; Bozdogan ve ark.,

2013).Asagida verilen Sekil 2.1’de protoplast kiiltiirii asamalar1  verilmistir
(Anonymous, 2022).

e

Cells incubated /
in enzyme solution :

/
Ceil debris

sucrose washing medium

Sekil 2.1. Protplast kiiltiiriinda yapilan islemlerin sematik goriintiisii (Anonymous, 2022).

Babaoglu (2000), protoplast kaynagi olarak olgun eksize embriyolar,
olgunlasmamis kotiledonlar, fide kotiledonlari, hipokotiller, epikotiller ve fide kok
uclarimin kullanilabilecegini ifade etmis ve ¢alismasinda Lupinus mutabilis bitkisinden
protoplast izolasyonunda optimum eksplant kaynagini belirlemeyi hedeflemistir.

Calismasinda eksplant kaynaklar1 arasinda siirgiin ucu protoplast kaynag: yas agirlikta



4,81 x10° protoplast g™ile en yiiksek protoplast verimi elde edilen kaynak oldugu ifade
edilmistir.

Protoplast izolasyonunda kaynak materyali olarak embriyo, kok, polen gibi
farkli organlarindan faydalanildigi belirten Géomez-Maldonado ve ark. (2001), yaptigi
calismasinda Pinus pinaster bitkisi i¢in ilk defa fide gévdesini eksplant kaynagi olarak
kullanmistir. Caligmasinda protoplast canliligint  %80-90 olarak belirlemis ve
gelistirdigi metodunda santrifiij isleminin protoplastlari bozdugunu ifade etmistir.

McCutchan (2001), bezelye ve miirdiimiigiin dogal melezlemelerinde basari
saglanamadigi i¢in biyoteknolojik yoOntemlerle bu bitkilerin somatik hibridizasyon
yontemi kullanilarak antraknoz hastaligina karsi toleransl bitki {iretilmeye ¢alisilmistir.
Bu ¢alismada, Pisum sp. ve Latyhrus sp. tiirlerinden segilen genotipler igin uygun mikro
cogaltim ve protoplast yontemleri gelistirilmistir. Calismada, ardindan organogenez ve
somatik embriyogenez protokolleri bu bitkiler i¢in yenilenmistir. Pisum sp. ve Latyhrus
sp. protoplastlar1 elektro-fiizyon yontemi ile asimetrik somatik melez elde edilmis ve
bezelyede molekiiler markorler kullanarak antraknoz hastaligina karsi dayanikli olan
tipler belirlenmistir.

Yan ve ark. (2004), celtik icin yeni bakteriyel yaniklik direng¢ genleri, bir
japonica geltik ¢esidine (Oryza sativa cv. 8411), direng genlerinin dondrii olarak yabani
piring O. meyeriana kullanilarak somatik hibridizasyon yoluyla aktarildig: ifade
edilmektedir. Somatik olarak melezlenmis bitkilerinden yirmi dokuz projeni elde edildi.
Yedi somatik melezlestirilmis bitki ve ebeveynleri, 8 primer ¢ifti kullanilarak AFLP
molekiiler markorti kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar, bu bitkilerin her iki
ebeveynin karakteristik bantlarini iceren somatik melezler oldugunu dogrulamistir.
Morfolojisi rejenere geltik hem O. sativa hem de O. meyeriana karakterlerini gostermis
ve iki somatik melez en yiiksek bakteriyal yaniklik gostermistir. Bakteriyel yaniklik
direncinin iyilestirilmesi igin geltik yetistirme programinda 8 bitki orta diizeyde direng
gostermistir.

Protoplast kiiltiirii farkli bitki tiirlerinde sadece hastaliklara dayanim/ tolerans
icin degil, bitkilerde verimin artirilmasi amaciyla da kullanilmaktadir. Ekmekg¢i ve
Sozen (2005), daha fazla kekik yag: iiretebilecegimiz yeni bir kekik tiirii elde etmek i¢in
Origanum onites (bilyali kekik) ve O. majorana (beyaz kekik) tiirleri arasinda
protoplast fiizyonu yapilmistir. Sonug, protoplast flizyonu sonrasinda olusan sibritlerin

hibrit oldugunu kanitlamaktadir.



Protoplast verimi bitki tiirlerine ve yontemlere gore degiskenlik gosterdigini
ifade eden Zhou ve ark. (2019), Platycladus orientalis bitkisinde geng¢ yapraklardan elde
dokularla farkli yontemler kullanilarak yaptiklari protoplast izolasyonu galismasinda
yas agilikta 1 x 10 * ile 8.2 x 10* protoplast g arasinda protoplast verimine
ulagsmiglardir. Ayn1 ¢alismada yapilan yontemle segilen bitki tiirlerinin uyum gosterdigi

ifade edilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tohum

Bu calismada, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesinden temin edinilen 4 adet
tescilli (Cicer arietinum L. cv. Goktiirk, Azkan, Bahadir, Aksu) nohut gesitleri ile nohut
mirdiimiigii (Lathyrus cicera Hauman) popiilasyonu ve miirdiimiige (L. sativus L.) ait
siyah [L. sativus (S)] ve beyaz [L. sativus (B)] tohum kabugu rengine sahip 2 farkli
mirdiimiik genotipi, toplamda 3 farkli Lathyrus sp. c¢alismada materyal olarak

kullanilmustir.

3.1.2. Laboratuvar arac-geregcleri ve kimyasallar

Calisma Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvarinda
yiiriitiilmiis olup, ¢calismada eppendorf tiipleri, mikropipetler ve uglari, otoklav, laminar
kabin, pens, bistiiri, alev lambasi, cam petri, magenta, kavanoz, steril eldiven, fayans,
maske, gozliik, mikroskop ve sterilizasyon i¢in kullanilan hipoklorik asit fakiiltemiz alt

yapisindan temin edilerek kullanilmistir.

Steril bitkiler elde edilmesi asamasinda ve diger asamalarda kullanilan MS besin

ortami, agar, sukroz ve diger kimyasallar BAP projesi kapsaminda temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. In vitro ¢cimlendirme icin yapilan 6n hazirhklar

3.2.1.1. Alet ve ekipman sterilizasyonu

Calismamizda, alet ve ekipman sterilizasyonu 0.22 pum porozitede hepa filtreye
sahip yatay hava akisli (laminar air flow) kabin iginde gergeklestirilmistir. Steril
calinmalara baslamadan dnce laminar kabinin i¢i % 96’lik etil alkolle temizlenmis ve
kabin i¢i 20 dk siireyle agik birakilan ultraviyole (UV-C) lamba ile sterilize edilmistir.
Calismalarda kullanilacak aletler (bisturi, pens vb.) dncelikle %70’lik ticari alkol ile

muamele edilip alev lambasinda yakilarak steril edilmistir.



Eksplantlarin kesimi, aliiminyum folyo i¢ine sarilarak otoklav edilmis 10x15 cm
boyutlarindaki fayanslar {izerinde yapilmistir. Denemelerde kullanilan Magenta GA7,
cam kavanozlar, cam petriler, eppendorf tiipler, mikro pipet uglar ise, otoklavda 1.02

atm basing altinda, 121°C’de 20 dk siireyle sterilize edilmislerdir.

3.2.1.2. Besin ortamlarinin hazirlanmasi

Cimlendirme besin yeri i¢in %2 MS hazirlanmistir. Tlim ¢alismalarda hazir MS
besin ortami kullanilmistir. Besin ortamlarina, karbon kaynagi olarak %3 (a/h) sakkaroz
ilave edilmis, tamamen ¢ozilindiikten sonra ortamin pH‘s1 0.1-1 N KOH ya da 0.1-1 N
HCI ile pH 5.8‘e ayarlanip saf su ile istenilen hacme tamamlanmistir. %0.8 (a/h) agar
iceren otoklav sisesine bosaltilip, otoklavda 1.02 atm basingta 121°C*de sterilizasyona

tabi tutulmustur. Daha sonra her magentaya 25 ml ortam aktarilmistir.

3.2.1.3. Tohumlarn yiizey sterilizasyonu ve ¢cimlendirilmesi

Calismamizda kullandigimiz tohumlar 6n sterilizasyon amaciyla 5 dakika akan
¢esme suyunda On sterilizasyona tabi tutulmustur. Ardindan %70’lik etil alkolde 1
dakika ve %20’lik ticari sodyum hipoklorik ¢ozeltisinde 3 dakika bekletildikten sonra
her biri beser dakika olmak tizere 3 kez steril saf su ile durulanarak yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar, daha once hazirlanmig
olan MS besin ortami igeren kiiltiir kaplarina ekimi yapilmistir.Kiiltiir kaplarina ekilen
tohumlar 24 £2°C sicaklik, %65 nem, 5 LS 151k siddeti, 16/8 saat aydinlik fotoperiyot
siiresi olacak sekilde kontrollii sartlar altinda tutulan iklim odasinda bekletilmistir.

(Sekil 3.1).




Sekil 3.1. Tklim odasinda tohumlarmn yetistirilmesi

3.2.2. Protoplast kiiltiirii

In vitro kosullarda yetistirilen (2-3 haftalik) fidelerin Radikula ve Plumula
organlarinin ii¢ farkli kombinasyonu (Radikula, Plumula ve Radikula+ Plumula)
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir (Sekil 3.2). Bu organlarin meristematik
dokularindaki mitoz boliinme hizlar1 ve taze hiicrelerden elde edilecek protoplastlarin
flizyon mekanizmasinin ¢alismasini kolaylastirilacagi planlanarak calismaya yon
verilmigtir. Calismamizda Ekmek¢i ve Soézen (2005), tarafindan gelistirilen metot

diizenlenerek kullanilmstir.

Sekil 3.2. In vitro sartlarda yetistirilen fidelerin goriintiisi

Cizelge 3.1. CPW Besin Ortami igerigi

Makro Elementler mg/l Mikro Elementler mg/l Enzim Karisim %
CaCl, 2H,0 1480 CuS0,4 5H0 0.025 Pektinaz 0.5
KH2PO4 27 KI 0.16 Seliilaz 2
KNOs 1012 pH 5.8 Driselaz 0.1
MgS02 7H,0 246

Calismada ilk olarak Cizelge 3.1°de verilen CPW ¢ozeltisi, Cizelge 3.2°te
verilen Mprot Besin ortam1 ve Cizelge 3.3’te verilen MS besin ortami hazirlanmis ve
otoklavda 1.5 atm basingta 121°C‘de sterilizasyona tabi tutulmustur. Daha sonra, her iki
tiirlin farkli organlarindan alinan eksplantlar1 1 cm?’lik pargalara ayrilmistir (Sekil 3.3).
Steril kosullarda 100 ml CPW karisim1 + % 9 Mannitol + % 10 sukroz olan ayr1 ayr1 15
ml’lik steril falkon tiiplerine pargalar yerlestirilmistir (Sekil 3.4) (Reinert ve Yeoman,
2012). Ardindan, 16 saat, 20- 22 °C karanlik i¢inde inkiibe edilmis ve 200 rpm de 2-3
dakika calkalama yapilip 1 saatin sonunda protoplastlar tiipiin altinda dibe ¢okmiistiir.
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Sekil 3.4. Kesilen pargalarin falkon tiiplere yerlestirilmesi

Tiirleri iceren enzim-protoplast karigimlari mikropipet kullanilarak 1,5 ml’ lik
eppendorf tiiptiniin her birine 750 pl konulmus, tizerine 100 ml CPW karigimi + % 9
Mannitol + %10 sukroz karisimindan da tiiplere 750 pl konulmus, 10 dk 1000 rpm’de 3

defa santrifiij edilmistir. Sonra her iki tiir i¢in protoplast izolasyonu yapilmistir.

Cizelge 3. 2. Mprot Besin Ortanu Igerigi

Makro mg/l Mikro mgl C?rg:fmik ma/l C?rngmik mg/|
Elementler Elementler Bilesikler Bilesikler
NH4NOs 1650 H3BO3 6.2 Sukroz 30000 Driselaz 1
KNO; 1800 MnSO44H20 22.3 Glycine 2 Pektinaz 1
CaCl; 2H0 440 ZnS0O44H20 8.6 Inositol 100 1AA 1
MgSO47H.O 370 Kl 0.86  Nikotinik Asit 0.5 2-4,D 1
KH2PO4 170  Na2MoO42H20 0.25  Pridoksin-HCI 0.5 Zeatin 1
NazEdta 375 CuS0O47H20 0.025  Thiamin-HCI 0.1 IBA 1
FeSO47H.0 27.8 CoCI26H20 0.025 Sellillaz 1 NAA 1
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Iki tiiriin fiizyonunu yapmak igin 600 pl ilk tiiriin enzim protoplast karigtmindan
alinip bos kapakli santrifiij tiipiine konulmustur. Uzerine 600 ul ikinci tiiriin enzim
protoplast karisimindan konulmustur. Bunlarin iizerine 600 pl %20 seliilaz, %30
driselaz, %15 pektinaz, %10 PEG konulmustur (Cizelge 3. 2). 10 dk 1000 rpm’de 3
defa santrifiij edilmistir (Dods ve Roberts, 1993; Dixon ve Gonzales, 1994).

EOAARSON
% OO

Sekil 3.5.Solda: Minispin’de santrifiij iglemi, Sagda: 1,5’luk eppendorf tiipiinde enzim protoplast
karigiminin goriintiisii

Cizelge 3. 3. MS Besin Ortami Icerigi

Makro Mikro Organik Organik

Elementler mg/l Elementler mgl Bilesikler g Bilesikler mg/l
NH4NO3 1650 H3BO3 6.2 Sukroz 30000 Kinetin 1
KNO; 1800 MnS044H20 22.3 Agar 10000 NAA 0.5
CaCl;2H,;0 440 ZnS044H,0 8.6 Glycine 2 2-4,D 0.5
MgSO47H0 370 Kl 0.86 Inositol 100 I1AA 0.5
KH2PO4 170 NazMo0042H,0 0.25 Nikotinik Asit 0.5
Na;EDTA 375 CuS047H20 0.025  Pridoksin-HCI 0.5
FeSO47H0 27.8 CoCl,6H:0 0.025  Thiamin-HCI 0.1

Belirli siire 6nce hazirlanmig katt MS (Murashige ve Skoog, 1962) + (IAA+ Kin
+ 2,4 D + NAA) mediumlar (Cizelge 3.3.) {izerine fiizyonu yapilmis olan (protoplast +
enzim karigimi) sividan her petriye 5 ml dokiilmiistiir. 24 saat karanlikta, sonra 2 giin
boyunca 500 lix’likk, sonrasinda ise daha fazla aydinlatma ile iklim dolabinda

geligsmeleri izlenmistir (Dods ve Roberts, 1993; Dixon ve Gonzales, 1994).

Kat1 besi yerine aktarilmis protoplast+enzim karisimlarinin goriintiileri Sekil
3.6’da, aktarildiktan 60 giin sonra olugmaya baglayan kallus goriintiileri ise Sekil 3.7°de

verilmisgtir.
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Sekil 3.7. Aktarimdan 60 giin sonra olusmaya baslayan kallus gortntiileri (sol iist: L. cicera x Aksu
melezi, sol alt: L. cicera x Bahadir melezi, sag tist: L. sativus (S) x Bahadir melezi, sag alt: L. sativus (B)

x Azkan melezi)

3.2.2.1. Protoplast verimi ve istatistiki analizler

Arastirmada olusan protoplast ve flizyon mekanizmalar1 mikroskop (Novex
Microscopy, Holland) altinda gozlemlenerek, protoplast verimlerini farkli eksplant
kaynag1 ve kullanilan tiirlerin ¢esitlerine gore incelenmistir. Protoplastlarin mikroskopta
gozlemlenebilmesi icin tripan mavisi ile boyama yapilmis ve hemisitometre yontemi ile

protoplast verimi incelenmistir.
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Protoplast verimi; 1 g taze bitki numunesinden ne kadar protoplast elde
edildigini ifade etmekte olup asagidaki formiille hesaplanmaktadir. Bu c¢aligmada

toplam protoplast verimi hesaplanmistir (Ekmek¢i ve S6zen 2005).

Protoplast / ml = kare basina ortalama protoplast sayisi x sulandirma faktorii x 10

Toplam verim ise=protoplast/ml x orijinal hacim

Elde edilen veriler iizerinde JMP 7 paket programi kullanilarak tanitici
istatistikleri yapilmistir. Ayrica mikroskop goriintiileri CellProfiler 4.2.5 paket programi
ile “Image processing” islemlerine tabi tutularak goriintii kalitesi artirilmistir (Stirling
ve ark., 2021).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Mikroskop Goriintiilerinin incelenmesi
Miirdiimiik ve nohut lizerinde gergeklestirilen in vitro kosullarda protoplast

kiiltiiriinde elde edilen mikroskop goriintiileri Sekil 4.1 verilmis olup caligmada elde
edilen hiicreler, 40 um ile 110 um arasinda degistigi saptanmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Protoplast fiizyonuna ait 151k miktoskopu altinda goriintiisii (solda x400; sagda x1000)

Sekil 4.2. Protplast fiizyonuna ait 191k mikroskopu altinda goriintiisii (solda x400; sagda x1000)
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Sekil 4.3. Isik mikroskopunda (x1000) elde edilen orijinal goriintii (solda) ve CellProfiler 4.2.5.
programinda elde edilen “threshold” goriintiisii
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Sekil 4.4. Isik mikroskopunda (x1000) elde edilen orijinal goriintiiniin CellProfiler 4.2.5. programinda
elde edilen “resize” goriintiisii ve bilyiitilmis ¢oklu flizyon gériintiisii

Resize

Original image

Sekil 4.5. Isik mikroskopunda (x1000) elde edilen orijinal goriintiiniin CellProfiler 4.2.5. programinda

elde edilen “resize” goriintiisii ve bilyiitilmis fiizyon goriintiisii

Arastirma sonucunda, tiim somatik melez gruplarinda hiicresel birlesme
goriilmiis olup, bu birlesmeler iki hiicre birlesmesi oldugu gibi ¢oklu birlesmelere de

rastlanilmistir (Sekil 4.4-5).
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4.2. Protoplast Verimi

Calismamizda ayrica kullandigimiz protoplast kiiltiiri yonteminin, Lathyrus sp.
ve Cicer sp. tiirleri i¢in uyumlulugunu belirlemek amaciyla inceledigimiz protoplast
verimleri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 de verilmistir. Yapilan gézlemler sonucunda en iyi
protoplast verimi melezlerde L. cicera X Goktiirk nohut ¢esidinde yas agirlikta 25 x 10°
protoplast g* bulunurken, en az protoplast verimi L. sativus (siyah genotipi) X Aksu

nohut ¢esidinde yas agirlikta 2,5 X 10° protoplast g% sayimi gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan tiirlere gore protoplast verimi (protplast g%)

Lathyrus sp. Nohut Cesidi V;ri?rt]?rg(alsé5)
Bahadir 7,5
L i Goktiirk 25,0
Azkan 22,5
Aksu 17,5
Bahadir 15,0
L. sativus (B) G 200
Azkan 17,5
Aksu 7,5
Bahadir 11,25
L. sativus (S) Goktiirk 12,5
Azkan 7,5
Aksu 2,5
Standart Sapma 6,9
Genel Ortalama 13,9

Cizelge 4.2. Kullanilan eksplant kaynaklarina gore protoplast verimi (x10° protplast g2)

Lathyrus sp. Donér Cicer sp. Donor Materyali Ortalama
Materyali Radikula Plumula Radikula+ Plumula
Radikula 2,5 113 10,0 7.9
Plumula 75 15,0 18,8 13,8
Radikula+ Plumula 17,5 75 23,8 16,3
Standart Sapma 7,6 3,8 7,0 43
9,2 11,3 17,5 12,6

Ortalama
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Eksplant tiiriine gore yapilan gézlemlerde Lathyrus sp. ve Cicer sp. cinslerinin
her ikisinde ise en iyi protoplast verimi Radikula + Plumula olarak kullanilan
materyallerde yas agirlikta 23,8 x 10° protoplast g?, en diisiik verim Radikula olarak

kullanilan materyallerde yas agirlikta 2,5 x 10° protoplast g tespit edilmistir.

4.3. Tartisma

Protoplast, hiicre duvarlar1 farkli yontemlerle uzaklastirilmis yapilar olup, iki
farkli protoplast uygun sartlar altinda hatta yeni bitkiler meydana getirebilmektedir.
Somatik melezleme giiniimiizde bitki 1slahinda verim, kalite veya hastaliklara
dayaniklilik gibi farkli 1slah amaglarini konu alan gesitli arastirmalar (Bozdogan ve ark.,
2013). Yan ve ark. (2004) celtikte bakteriyal yaniklik hastaligina kars1 toleransh bitki
gelistirmede, McCutchan (2001) bezelyede antraknoz hastaligina tolerans i¢in, Ekmekgi
ve Sozen (2005) kekikte kalite artisi igin bu somatik melezleme ile bitki elde
etmislerdir.

In vitro sartlarda yetistirilen aksenik siirglin kiiltiirleri, yiizey sterilizasyonu
sirasinda eksplantin zarar gormesi engellemesi veya bazi maddelerin kalintisi maruz
kalmamas1 nedeniyle protoplast kiiltiirtinde iyi bir baglangic materyali olarak
tanimlanmaktadir (Babaoglu ve Ozcan 2002).

Babaoglu (2000), protoplast kaynagi olarak olgun eksize embriyolar,
olgunlasmamis kotiledonlar, fide kotiledonlar1, hipokotiller, epikotiller ve fide kok
uclarimin kullanilabilecegini ifade etmis ve ¢alismasinda Lupinus mutabilis bitkisinden
protoplast izolasyonunda optimum eksplant kaynagimi belirlemeyi hedeflemistir.
Calismasinda eksplant kaynaklar1 arasinda siirgiin ucu protoplast kaynag: yas agirlikta
4,81 x10° protoplast gtile en yiiksek protoplast verimi elde edilen kaynak oldugu ifade
edilmistir.  Babaoglu (2000)’in 6nerdigi protoplast kaynagina ek olarak, protoplast
izolasyonunda kaynak materyali olarak embriyo, kok, polen gibi farkli organlarindan
faydalanildig1 belirten Gomez- Maldonado ve ark. (2001), yaptig1 ¢aligmasinda Pinus
pinaster bitkisi i¢in ilk defa fide govdesini eksplant kaynagi olarak kullanmustir.
Gelistirdigi metodunda santrifiij isleminin protoplastlar1 bozdugunu ifade etmistir.
Bununla birlikte, Jia ve ark. (2016), farkli hizlarda yapilan santrifiijlerin bugdayin
yaprak mezofil hiicrelerinden elde edilen protoplast verimlerine etkisini incelemislerdir.
Arastirma sonucunda, 0.4 M Manntiol igeren enzim soliisyonlarinda ve 1000 rpm

santrifiij hizinda yas agirhikta 7,31 x10° protoplast g ile en yiiksek protoplast verimi
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elde edildigi ifade edilmistir. Gomez-Maldonado (2001)’in aksine Jia ve ark. (2016)
santrifiij hizindaki artisin protoplast verimi ve canlilig1 iizerine olumlu etkisi oldugunu
bildirmistir.

Arastirmamizda yontem kullandigimiz  Ekmek¢i ve Soézen (2005)’in
caligmasinda da santrifiij islemleri yer almakta olup farkli kekik tiirlerinde yaptiklar
calismada protoplast verimini yas agirlikta 2,8 x10° protoplast g olarak tespit etmis ve
calismada ozellikle flizyon asamasinda santrifiijiin yeri vurgulanmaktadir. Farkli bir
flizyon metodu ile arastirmasini yiiriiten McCutchan (2001), yaptigi calismada bezelye
ve mirdiimiik arasinda elektrofiizyon yoOntemiyle protoplast kiiltiiriinde protoplast
verimini yas agirlikta 2.0 x 10° protoplast g olarak bulmustur.

Protoplast verimi bitki tiirlerine ve yontemlere gore degiskenlik gosterdigini
ifade eden (Zhou ve ark., 2019), Platycladus orientalis bitkisinde gen¢ yapraklardan
elde dokularla farkli yontemler kullanilarak yaptiklar1 protoplast izolasyonu
calismasinda, optimum sartlarda en yiiksek yas agirlikta 4,8 x 10° protoplast g
protoplast verimine ulasmislardir. Yapilan kaynak arastirmalari ile bizim sonuglarimiz
arasindaki farkliliklar kullanilan bitki tiirleri, fiizyon mekanizmalari, kullanilan enzim
sollisyonlar1, diger bir ifade ile kullanilan yontemler arasindaki farkliliklardan

kaynaklanabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada nohut ve miirdiimiik bitkileri arasinda protoplast kiiltiirti
flizyon yontemi denenerek tiirlerin arasinda melezleme yapilmistir. Fiizyon ile hiicresel
melezleme tekniginin tiirlere uyumu ve flizyon basarisi gozlemlenmistir.

Kullanilan tiirlere gére protoplast verimi ortalamasi yas agirlikta 13,9 x10°
protoplast g olarak tespit edilirken, Kullanilan eksplant kaynaklarina gére protoplast
verimi ortalamas1 yas agirhikta 12,6 x10° protoplast g* seklinde tespit edilmistir. Bu
degerlere gore genel bir ifadeyle eksplant kaynagi olarak Radikula+ Plumula kullanimi
ile protoplast veriminin artirmasiyla olusacak yapilarda istenilen Ozelliklerdeki
heterekaryonlarin elde edilebilme ihtimalini yiikseltecegi dngoriilmektedir.

Elde edilen veriler dogrultusunda tiirlerin arasinda hiicresel melezlemenin
basaril1 bir sekilde yapilabildigi goriilmiistiir. Mikroskobik incelemelerde flizyon takibi
ve protoplast verimleri incelenmis olup, olusan yapilart mediumlarda gelisimi takip
edilmek tizere calisma tamamlanmustir.

Farkli tiirler arasinda yapilacak olan protoplast kiiltlirii calismalar1 tarimsal
anlamda birgok hastalik etmenine kars1 tolerans ve ¢evre sartlarina dayanim konusunda
onemli etkileri s6z konusudur. Bu ag¢idan incelerken yabani tiirlerin barindirdig: tolerans
ve dayanim mekanizmalar1 ayni tiirden olmayan diger bitkilere de aktarilmasinda katki

saglayacaktir.
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