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OZET

Yapilan bu calismada farkli Beta varyeteleri arasinda protoplast flizyonu
gerceklestirerek 1slah c¢alismalari i¢in farkli genetik varyasyonlar elde etmek ve
protoplast izolasyonu, yaparak protoplast flizyonunu agisindan Beta tiirlerinde
uygulanabilir pratik bir protokol olusturmak hedeflenmistir. Bu calismada in vivo
kosullarda yetistirilmis seker pancar1 (Beta vulgaris Var. sacchariferia), hayvan pancari
(Beta vulgaris Var. rapacea) ve pazi (Beta vulgaris Var. ruba) yapraklarindan
protoplast izolasyonu ve fiizyonu gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyon denemeleri
sonucunda, yaprak eksplantlarinda % 0.1 HgCl, sterilizasyon yontemiyle, % 100
oraninda sterilizasyon basaris1 saglanmistir. Seker pancari eksplantlarinda en yiiksek
canli protoplast sayist 16 saatlik enzim inkiibasyonundan elde edilmistir. Hayvan
pancart ve pazida ise 12 saat’lik inkiibasyon sonucunda elde edilmistir. Elde edilen
protoplastlar ile flizyon c¢aligmasi yapabilmek icin PEG6000’nin ii¢ farkli
konsantrasyonu kullanilmistir. Seker pancart x pazi ve seker pancart x hayvan pancari
arasinda en yiiksek ikili fiizyon (59 adet ve 62 adet ile) elde edilen uygulama 20 dk %
20 PEG6000 uygulamasidir. Elde edilen fiizyon iiriinleri mikrokallus olusumu i¢in
farkli bliylime diizenleticiler igeren Murashige ve Skoog (MS) silispansiyon ortamina
aktarilmistir. Arastirma sonucunda da en iyi mikrokallus olusumu 2 mg/L NAA, 0.5

mg/L BAP ve 0.2 mg/L 2,4 D igeren siispansiyon ortamindan elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Seker pancar1 (Beta vulgaris saccariferia), Hayvan Pancari
(Beta vulgaris rapacea), Paz1 (Beta vulgaris cicla), protoplast

izolasyonu, PEG (Polietilen glikol), protoplast fiizyonu
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SOMATIC HYBRIDIZATION AND PROTOPLAST CULTURE
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to create genetic variations by protoplast fusion between
different Beta varieties for breeding studies and to establish a practical protoplast
isolation and fusion protocol. In this study protoplast isolation and fusion were
performed from leaves of Beta vulgaris Var. sacchariferia, Beta vulgaris Var. rapacea
and Beta vulgaris Var. ruba grown in vivo conditions. As a result of surface sterilization
experiments, 100% sterilization success was achieved in leaf explants by STR1
sterilization method. The highest live protoplast number for sugar beet explants was
obtained from 16 hours of enzyme incubation. The highest live protoplast number for
fodder beet and explants was obtained from 16 hours of enzyme incubation. To obtain
protoplast fusion three different concentrations of PEG6000 were used. The highest
double fusion between sugar beet and chard (59 double fusion) and between sugar beet
and fodder beet (62 double fusion) were obtained with 20% PEG6000 20 min
application. Micro callus formation was obtained by taking the fusion products in MS
suspension culture. The best micro callus formation was obtained from 2 mg/L NAA,
0.5 mg/L BAP and 0.2 mg/L 2,4 D application.

Key words: Beta vulgaris saccariferia, Beta balgaris rapacea, Beta vulgaris cicla,
Protoplast isolation, PEG (polyethylene glycol), protoplast fusion
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GIRIS

Beta vulgaris Var. saccharifera, Beta vulgaris Var. rapacea ve Beta vulgaris Var. cicla,
Amaranthaceae (Ispanakgiller) familyasinin sahip oldugu 2400 tiir igerisinde ticari
Ooneme sahip olan {i¢ alt tiirdiir. Beta genusu 8 tiire sahiptir ve Beta vulgaris Var.
saccharifera, Beta vulgaris Var. rapacea, Beta vulgaris Var. cicla Beta vulgaris subsp.

vulgaris tiirli igerisinde yer almaktadir[1].

Beta vulgaris subsp. vulgaris tiirii sekiz alt tiire sahipdir. Bunlarin igerisinde diinya
genelinde ckonomik Onemi olan alt tiirleri Beta vulgaris Var. saccharifera, Beta
vulgaris Var. rapacea ve Beta vulgaris Var. cicla’dir. Bati akdeniz kiyilar1 ve
Macaronesian adalar1 Beta vulgaris Subsp. vulgaris tiiriiniin dogal akrabaglarinin
bulundugu bolgeler arasinda avrupadaki en yaygm biyogesitlilige sahip olan

noktalardandir[2].

Sekerpancari, depo kokiinden seker iiretilen, 1spanakgiller familyasina ait 2 yillik
endiistriyel bir bitkidir. Birinci y1l vejetatif organlari, sonraki yil ise generatif organlari
gelisir. Tohumlari monogerm veya poligerm halde bulunur. Bitki boyu yetistigi toprak
kosullarina, iklime ve tiiriine gére 85-180 cm arasinda degigsmektedir. Seker pancarinin
yapist %4-5 hiicre dokusu, %4-5 kimyasal bagli su, %90-95 6z suyu'ndan olugsmaktadir.
Pancar 0z suyunun bilesimi ise %12-21 seker (sakkaroz), %1.0-1.6 diger seker dis1

organik maddeler, %0.8 anorganik tuzlardan olugsmaktadir[3].

Diinyada seker iiretiminin %30'u seker pancarindan elde edilir. Diinyada en c¢ok seker
pancar yetistiren ilk ii¢ bolge Avrupa Birligi, ABD ve Rusya’dir. Avrupada en ¢ok
seker pancar iiretimi iklimin seker pancar1 gelisimine uygun oldugu avrupanin kuzey
yarisinda yapilmaktadir. En ¢ok iiretim yapan alanlar Fransa, Almanya, Birlesik Krallik

ve Polonya’dir.



Tiirkiyede ise seker pancari liretiminde en ¢ok rol oynayan iller i¢ anadolu bdlgesinde
yer almaktadir. Bu kadar onemli bir gelir kaynagi olan bir iirliniin tohum iiretimi
iilkemizde yapilmamaktadir. Bunun nedeni ise genellikle seker pancari i1slahinin zor

olmasi ve 1slahgilarin ellerinde yeterli genetik popiilasyonun olmadigi dngoriilmektedir.

Tablo 1.1. Tiirkiye’de il bazinda seker pancari iirerimi TUIK 2016

Il Uretim(ton) | Verim(kg/da)
Konya 5.614.078 6.957
Yozgat 1.789.001 5.962
Eskisehir 1.238.296 5.825
Aksaray 1.122.669 6.879
Kayseri 1.011.666 5.327
Afyon 824.812 6.282
Karaman 721.788 6.841
Sivas 645.855 5.271
Tokat 636.075 5.812
Kahramanmaras |566.000 7.145

Beta vulgaris, Trifolium pratense, T. repens. Prunus avium, Parthenium argentatum ve
Brassica sp. gibi tiirleri kapsayan ¢ok 6nemli kiiltiir bitkileri iyi bilinen bir uyusmazlik
sistemine sahiptir. Beta vulgaris tiiriinde gametofitik bir uyusmazlik vardir. Gametofitik
uyusmazlikta poelenin délleme konusunda gosterecegi tepki mayoz boliinmeden sonra
ortaya cikar. Gametofitik kisirligin yapisinda bir ¢ok lokus yer alir. Bu kisirliktan
sorumlu genin sayist ikiden fazladir, 6rnegin bazi ¢alismalarda lahanda bu sorumlu
genin 50-70 adet allelinin oldugu kabul edilir. Gametofitik durumda polen disicik
tepesinde ¢imlenebilir fakat polen borusunun olugmasi kimyasal tepkiler nedeniyle

yavaglatilir ve polen borusu oviildeki yumurta hiicrelerine ulasamaz[4].

Klasik 1slah ¢aligmalari kullanilarak yeni genotipik karakterlere sahip bitkilerin daha az
maliyetli ve daha kisa zamanda gelistirilme olasihig1 yiiksektir[5]. Bu dururmu goz
oniinde buldurularak Beta vulgaris tiirlinde; intraspesifik (tiir i¢i) hibridizasyon

kullanarak yeni genotiplerin bulunmasi miimkiinken, interspesifik (tiirler arasi) ve



intergenerik (cinsler arasi) hibridizasyonda heniiz kullanilabilir bir durumda olan

yontem barsarili bir sekilde gergeklestirilememistir[6].

Seker pancari 1slahi calismalarinda en dnemli sorunlardan birisi ise kendine uyusmazlik
olmasidir. Seker pancarindaki kendine uyusmazlik mekanizmasi istenilen genlerin bir
araya getirilerek istenilen ¢esidin olusturulmasi saglanamamaktadir. Ancak bitki
biyoteknolojisindeki yeni gelismeler, Beta wvulgaris tiirlerinin genotiplerinin yeni
tekniklerle gelistirilmesini olagan duruma getirmektedir. Bu yeni uygulamalar arasindan
somatik hibridizasyon ve genetik transformasyon on plana g¢ikmaktadir. Fakat bu

uygulamalar igin verimli bir protoplast kiiltiirii ve transformasyonu gerekmektedir[7].

Bitki protoplastlari, farkli bir ifadeyle “ciplak hiicreler”, modern biyoteknolojiye tek
hiicreli sistemlere dayali farkli yaklagimlar sunmaktadirlar. Genomiks, proteomiks ve
metabolomikslerdeki gelismeler; ozmotik 6zellige sahip, kirllgan ve ¢epersiz hiicrelerin

Onemini ortaya ¢ikartarak bu hiicrelere olan ilgiyi arttirmistir[8].

Protoplastlar, somatik hiicrelerin fiizyonu ile olusturulan somatik hibrit ¢aligmalarindan
gen transformasyonu c¢alismalarina kadar pek cok yaygin calisma alania sahip bir
kullanim alanina sahiptirler[9]. Protoplast kiiltlirlerinin 6ncelikli uygulama alanlari;
temel arastirmalar (histolojik, sitolojik, morfolojik, fizyolojik, metabolik, genetik,
molekiiler vb. ) protoplast fiizyonu kullanilarak somatik melezleme sonucu somatik
hibritlerin ve sibritlerin elde edilmesi; c¢ekirdek, organel, kromozom ve DNA
pargalarinin aktarimi; totipotensi ozelliginden kullanarak protoplastlardan tam bitkinin
elde edilmesi; protoplastlar kullanilarak olusturulan hiicre siispansiyon kiiltiirleri veya
kallus kiltiirleri yardimiyla organ veya embriyo rejenerasyonlarinin olusturulmast,
asimetrik hibrit bitkilerinin elde edilmesi; somaklonal varyabilitenin olusturulmasi; gen
aktarim teknikleri kullanilarak genetigi degistirilmis bitkilerin elde edilmesi; klasik 1slah
yontemleri ile tiirler aras1 ve cinsler aras1 melezlemelerde meydana gelen sorunlarin
astlmast; tek hiicre klonlarmin elde edilmesi; in vitro seleksiyon tekniginin
uygulanmasi; mutajen ajanlar kullanilarak elde edilen mutant hiicrelerin belirlenmesi;
bitki patolojisi ile ilgili ¢aligmalara uygulanmasi; agar iizerinde sivi kiiltiir, agaroz
bloklar1 kiiltiiri, ince aljinat tabaka kiiltiirii ve immobilize kiiltiirler gibi c¢esitli

protoplast kiiltiir tekniklerinin olusturulmasi olarak sayilabilir[10].



Protoplast fiizyonu tiireme hiicreleri birlesmeksizin iki hiicre arasinda flizyon
gercekleserek poligenik 6zelliklerin bulundugu yeni organizma olusturabilmemizi
saglamaktadir. Bu yontem ile sadece c¢ekirdekteki genleri degil protoplast igerisindeki
bulunan diger genetik materyalleri de aktarmis oluruz. Protoplast fiizyonu ve bu yolla
elde edilen rejenerasyonlarin genomik DNA’lar1 disinda mitekondriyal ve kloroplast
DNA’larmin transferine imkan saglamaktadir. Bu nedenle protoplast fiizyonu bitki
1slah1 ve gelistirilmesi i¢in biiyiilk 6neme sahip bir methotdur[11]. Protoplast fiizyonu
yeni yetenekler kazandirilmis birlestirilen hiicrelerin konvensiyonel 1slahta veya
geleneksel 1slah methodlarinda daha hizli bir alternatif saglamasiyla ilgilidir. Farkli
Beta tiirleri olan Beta vulgaris Var. saccharifera, Beta vulgaris Var. rapacea ve Beta
vulgaris Var. cicla arasinda somatik hibridizasyon ve protoplast kiiltiirii adli bu tezimde
seker pancari 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecek yeni genetik varyantlar elde etmektir.
Beta tiirleri arasindaki uyusmazIligi somatik hibridizasyon yontemi kullanarak asmak ve
yeni genetik varyantlar elde edilmesini saglamaktir. Somatik hibridizasyon yontemi gen
transformasyon yontemlerine alternatif bir yontem olarak gosterilmektedir ve gen
transformasyon yontemlerinin son zamanlardaki dezavantajlar1 g6z Oniinde

bulunduruldugunda somatik hibridizasyon yonteminin énemi daha iyi anlasilmaktadir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Protoplast Fiizyonu ve Somatik Hibridizasyon

Belirli uygun kosullar saglandiginda iki degisik kaynaktan alinan protoplastlarin ve
cekirdeklerin uygun yontemler ile birlestirilmesi sonucunda (fiizyon) elde edilen
hiicreye somatik hibrit hiicre ad1 verilir. Somatik hibrit ibaresi, eseyli bir sekilde ¢ogalan
hiicreler (sper, yumurta) yerine somatik (vejetatif) hiicrelerin birleserek olugsmasi sonucu

hibrit hiicre meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir[12].
Somatik hibrit hiicreleri elde edebilmede kullanilan birden fazla yontem vardir.
1.1.1. Mekanik Fiizyon

Bu prosediirde protoplastlarin fiizyonu icin rastgele bir kaynastirict ajana gerek duyulur,

protoplastlar mekanik bir etkilesim ile iki hiicre fiizyon olarak birlesmesi saglanir[13].
1.1.2. Spontan Fiizyon

Bu tiir hiicre birlestirme prosediirlerinde genellikle farkl tiirlere ait protoplastlarin aym
enzim karisimi icerisinde izole ederken karsilasilir. Enzim soliisyonu i¢inde bulunan
farkl tlirlerdeki hiicreler, 6zellikle gend yapraklardan alinan hiicreler kolay bir sekilde

birlesebilirler[13].

1.1.3. Uyarilms Fiizyon



Yapay deniz suyu, lizozim, polietilen glikol (PEG), yiiksek pH/Ca™", polivinil alkol
dektran, elektriksel akim ve dekstran siilfat kullanilarak protoplastlarin uyarilmasi ile

flizyona ugratilmasini saglayan methodtur[13].
1.1.4. Elektrofiizyon

Kullanilan bu methodta protoplast 6rnekleri degisik akimlardaki elektriksel yiike maruz
birakilarak flizyonu saglanmaktadir[14]. Bu yontemin avantaji diger yontemlere gore
daha secici bir flizyon olusturmasidir. Bunun yani sira kullanilan diger yontemlerdeki

uyaricilar olusturabilecegi sitotoksik etkiler goriilmemektedir[13].
1.1.5. Polietilen Glikol (PEG) ile Fiizyon

Polietilen glikol kullanilarak yapilan fiizyon methodu elektrofiizyon methoduna gore
daha yaygin olarak kullanilmaktadir[13]. Bu kullanilan methotda uygun iyon
kombinasyonunda ve konsantrasyonunda (P*, Ca™ vb.) ve PEG soliisyonunun
icerisinde protoplastlarin adhezyonlarin1 yiikselterek birirleri arasinda kaynasmasi ve
flizyonunu gergeklestirir[14]. Fiizyon soliisyonundaki PEG konsantrasyonu oldukca
onemlidir. Diisiik oranda PEG’nin etkisi fiizyon basarisini, yliksek oranda ise hiicrelerin

canlilik ve rejenerasyon miktarini negatif yonde etkilemektedir.
1.2.  Yapilan Calismalar

Kao vd. farkli cinslerin fiizyonu ve gelisimi adli calismalarinda; kimyasal yontem olan
PEG kullanmislardir. Bu ¢alismada PEG1500 ve PEG 4000 olarak iki farkli yogunlukta
PEG oranlari denenmislerdir. Maksimum heterokaryotik sekillenme V. hajastana
Grossh-soya fasulyesi (Glycine max L.) ve arpa (Hordeum vulgare L.)-soya fasulyesi %
23, bezelye (Pisum sativum L.)-soya fasulyesi % 35, bezelye-V. hajastana % 20, misir
(Zea mays L.)-soya fasulyesi %14 ve V. villosa -V. Hajastana % 10 olarak tespit
etmiglerdir. ~ Arpa-soya  fasulyesi, musir-soya  fasulyessi ve  bezelye-soya
heterokaryonlarmin % 40’1 en az bir kez béliindiigiinii tespit etmislerdir. Iki haftada 100
hiicreye kadar kiimelenmelerin olustugu ve pek ¢ok kez boliindiigiini
gozlemlemislerdir. V. hajastana-soya fasulyesi, pea-soya fasulyesi, misir-soya fasulyesi
ve arpa-soya fasulyesi kendi aralarinda mitoz béliinme ile olusan heterokaryonlari

cekirdek boyama islemi kullanarak tespit etmislerdir. Cekirdek flizyonu ve dogrudan



hibrit formasyonu genellikle protoplast fiizyonundan sonra ilk mitotik boliinme boyunca
ortaya ciktigimi gozlemlemislerdir. Arpa-soya fasulyesi arasindaki hibrit olusumunu
ticlincii boliinmede ortaya ¢iktigini belirlemislerdir. Cekirdek fiizyonunda gézlemlenen
heterokaryonlarin  sikligin1  belirleyememislerdir. Ayni1 zamanda ¢ok kutuplu

sekillenmeler ve kimerik hiicrelerin oldugunu belirlemislerdir[15].

Dudits vd. protoplast fiizyonu ile Daucus carota ve D. Capillifolius arasinda somatik
hibridizasyon calismasi gergeklestirmislerdir. Albino havug (Daucus carota) ve yesil D.
eapillifvlius bitkileri kullanarak elde ettikleri hiicre kiiltiiriinden izole yaparak, elde
ettikleri protoplastlar1 polietlien glikol ile fiizyonunu gergeklestirmislerdir. Somatik
hibrit bitkilerin segilimini hibritlerde fotosentetik fonksiyonlarin restorasyonunu temel
alarak yapmislardir. Embriyo kiiltlirlinden segtikleri yesil kiiclik bitkileri yaprak
morfolojisi ile tespit etmislerdir. Tiirler aras1 protoplast flizyonunun ebeveynler arasinda
yakinligin oldugu yapraklar ile yesil bitki olusarak sonug¢landigini gézlemlemislerdir.
Turuncu koklii havug varyetesi ve uzun beyaz koklii D. Eapillifolius arasindaki somatik
embriyolarin uzun, beyaz ve etli kokler irettigini belirlemislerdir. Paraseksiiel
hibiritlerin sitolojik analizinde 34 ve 54 kromozom sayilar1 arasinda degistigini
belirlemiglerdir. Kromozom sayilarinin ise ¢ogunlukla 2n=36 oldugunu belirlemislerdir.
Hibritlerin aynt zamanda bazilarinda 34 ve 35 kromozoma sahip oldugunu da
belirlemislerdir. Yaptiklar1 c¢aligmalarda somatik hibritlerin ayni1 yaprak peroksidaz

enzimi 6rnegi tagidigini belirlemislerdir[16].

Fowke vd. protoplast fiizyonuyla havug hiicresi igerisine Alga Chlamydomonas
reinhardii ( Yesil alg) organallerinin transferi ¢aligmalarinda; hiicre duvari olmayan
mutant bir yesil algi, polietilen glikol kullanarak fiizyon ¢aligmas1 yapmislar ve fiizyon
tirtinlerini kiiltiire almiglardir. Flizyonda yesil alg ve havu¢ membranlar1 birlesmesinin
saglamislar ve havug sitoplazmasinin igerisine yesil algin organellerini géndermislerdir.
Yesil alglerin bazal organallerin fiizyon iirlinlerinde var oldugunu belirlemislerdir.
Kiiltiire alinan fiizyon tirlinlerinin hiicre duvarlarini rejenere ettigini gézlemlemislerdir
ve cogu yesil alg organalleri kiiltiir siirecinde dejenere oldugunu belirlemislerdir. Fakat
havug kloroplastt 10 giin sonra hala tanimlanabilir halde oldugunu goézlemlemislerdir

[17].



Wetter vd. Nicotiana glauca ile Glycine max-Nicotiana glauca hibrit hiicrelerinin
protoplast fiizyonundan e¢lde edilen heterokaryonlarini kromozom ve izoenzim
calismasinda; Glycine max (L)Merr.- Nicotiana glauca Grah. Somatik hibritleri N.
glauca kromozomlarinin 6ncelikli bir kaybini belirlemiglerdir. Bu tiir hibrit hiicrelerden
elde edilen protoplastlar N. Glauca protoplastlarina iki defa geri fiizyon yapildigi
zaman, N. Glauca kromozomlarinda kayda deger bir artis gézlemlemislerdir. Yaptiklar
aspartat aminotransferaz jel elektroforez calismalarinda bu enzimlerden sorumlu
kromozomlarin hibrit hiicre hatlarinda geri fiizyon g¢alismasinda stabilize edildigini
gostermislerdir. Elde edilen bilgide somatik hibrit stabilizasyonunun hedeflendigi bu

calismada geri flizyon ¢alismalarini tanimladigimi gostermislerdir[18].

Gleba vd. Atropa belladonna (X) Nicotiana chinensis bitkilerinden elde edilen
protoplastlarla yapilan flizyon sonucu elde edilen somatik hibrit hiicre hatlar
caligmasinda; mekanik izolasyon ile Atropa belladonna’da yaprak mezofillerinden ve
Nicotiana chinensis’de kallustan protoplast izolasyonu yapildiktan sonra fiizyona
ugratildiginda, heteroplazmik hibrit iiriinleri elde etmisler ve 13 adet hiicre kolonisi
gbzlemlemislerdir. Hibrit hiicre hatlarinda kromozom ve izoenzim sekilleri ¢aligmasi
hibridizasyondan alt1 ay sonra kromozom eliminasyonunun bir belirtisi olmaksizin her
iki ornek bitki genomlarmin var oldugunu ortaya cikarmiglardir. Tomurcuklanma ve
kiigiik bitki olusumu dort adet hiicre kolonisinde organogenesis ortaminda elde
etmiglerdir. Elde ettikleri bilgiyi seksiiel melezleme yapilamayan tiir i¢i ve tiirler arasi
tretim icin seksiiel hibridizasyon olmadan miimkiin oldugunun yeni bir kanit1 olarak
yorumlamislardir. Bu ¢alisma sonucunda Atropa (X) Nicotiana genetik uyusmaz

bitkilerde melezlemede model bir galisma igin kullanilabilecegini gostermislerdir [19].

Oghwara vd. Citrus sinensis ve Poncirus trifoliata arasinda protoplast flizyonuyla
somatik hibrit bitki elde etme ¢aligmalarinda; C. Sinensis’in embriyonik hiicrelerinden
P. trifoliata’nin ise yaprak mezofil hiicrelerinden protoplast elde etmislerdir ve yiiksek
seker konsantrasyonunda fiizyon iriinleri i¢in hibrit {irlinleri se¢gmede temel gereklilik
oldugunu belirmislerdir. Yesil globiiler embriyolarm P. trifoliata’dan elde ettikleri
protoplastlardan olusan rejenerasyonla meydana geldigini belirlemislerdir. Bu bitkilerin
diger morfolojik karakterlerinin her iki bitki arasinda esit oldugunu belirlemislerdir.

Hibrit bitkilerin birinde, kromozom sayist Citrus sinensis (2n=18) ve Poncirus



trifoliata(2n=18) olan iki bitkin toplami olarak 36 adet kromozom tespit etmislerdir.
rDNA’dan yaptiklart EcoRI restriksiyon analizinde de hibrit bitkilerin ebeveyn
bitkilerdeki DNA’lar1 tagidirklarini géstermislerdir[20].

Kanchanapoo vd. protoplast fiizyonunu gozlemlemek igin yeni bir method g¢aligsmasi
yapmislardir. Iki adet floresan bileseni, skolpoletin maddesi ve karboksifloroskin yaprak
mezofil hiicreleri ve protoplastlar1 etiketlemek icin kullanmiglardir. Bilesenin vakuole
yerlesmesi yaklagik 15 saat siirdiiglinii belirlemislerdir. Hiicre duvar1 pargalanmasi
asamasinda vakuole tutundu ve floroskenik maddenin protoplastlar serbest kaldiktan
birka¢ saat sonra gozlemlenebilir oldugunu belirlediler. Floroskenik maddeye bir giin
boyunca maruz kalan protoplastlarin ve hiicrelerin gelisiminde hicbir zararinin
olmadigin1 gozlemlediler. Morfolojik olarak ayirt edilemeyen protoplastlar etiketlenip
muamele ediligi zaman, renklendirici floroskenik madde gozlemlenebilir hale
getirdigini belirlemiglerdir. Bu floroskenik bilesigin biitiin bitki hiicrelerinde ve

protoplast ¢alismalarinda kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir[21].

Bates Nikotiana’da protoplastlarin elektrofiizyon yOntemini kullanarak kiiltlirde
heterokaryonlarin sekillerini maksimize etmek i¢in ¢alisma yiiriitmiistiir. Nicotiana
tabacum L. mezofil protoplastlar1 ve N. plumbaginifolia Viviani hiicre siispansiiyonu
protoplastlarinin heterokaryonlarini canli materyalin yani sira uygun ve boyanmis
olarak tespit etmis ve bdylece kantitatif bir flizyon indeksi gelistirmistir. Cesitli
elektriksel alanlar ve fiizyon ¢emberinin degiskenligini bu indeks ile belirlemistir. En
uygun fiizyonun 150 V/cm alternatif akim dalgas1 ve 1000 V/ecm dalga alani dogru
akimi ile elde ettigini belirmistir. Yeni bir genis skala flizyon c¢emberinin 5.10°
protoplastin (0.5 ml’de 10° hiicre) % 40 etkinlik ile 5-7 dk icerisinde fiizyona
ugratabildigini tanimlamistir. Flizyon {irlinlerinin yarisinin heterokaryonlar oldugunu
gostermis ve bdylece fiizyonun rastgele oldugunu da belirmistir. Fiizyon {riinlerinin %
60’1 iki ¢ekirdekli veya ti¢ ¢ekirdekli ¢ikmistir. Bu prosediir ile rejenere edilen canli

somatik hibritler kesfetmislerdir[22].

Adams vd. Lycopersicon Peruvianum ve L. Pennellh arasindaki somatik hibridizasyon
ile elde ettikleri somatik hibritlerin seleksiyon sistemi olarak rejenerasyon yeneteklerini
ve antinbiyotige karsi dayanikliliklarini test etmislerdir. Lycopersicon peruvianum’un

yaprak protoplastlar1 ve L. Pennellii’nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen
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proplastlar1 polietilen glikol ile flizyona ugratmislardir. Fiizyon iirlinleri igin iki farkl
seleksiyon semast kullanilmistir. Bunlardan ilki Lycopersicon peruvianum’un
rejenerasyon yetenegini temel alan ikincisi ise L. Pennellii’nin hiicrelerinin G418 (2-
deoxystreptamine) antibiyoteigine karsi dayaniklilig: temel alinmustir. Iki L. pennellii
protoplasti ve bir adet L. peruvianum protoplastinin fiizyona ugramasiyla hekzaploid
hibritler ortaya ¢ikabilecegini dngoérmiislerdir. Hibritleri izoenzimler (lokus Prx-1, Prx-
2, Prx-4, Prx-6, Prx-7, Pgi-1 ve Mdh-1 ), yaprak, ¢icek morfolojisi ve epidermal tiiyler
temel alinarak belirlemislerdir. Hibritlerdeki antibiyotige dayaniklilik ve rejenerasyon
yeteneklerin ifadesinin bunlarin dominant veya kodominant o6zellikler oldugunu
gostererek  belirlemiglerdir.  Sonuglanan  hibritlerin ~ siterilitesi ve  canlilig1
Lycopersicon’da yararli bir 1slah yaklagimi olarak somatik hibridizasyon degerinin

stipheli bir durumda oldugunu géstermislerdir[23].

Grosser vd. somatik hibridizasyonda kullanilmas: i¢in  Citrus, Poncirus,
Citrus xPoncirus hibridi ve Severinia bitkilerinden aseptik yaprak protoplast izolasyonu
caligmas1 ylirtitmislerdir. Citrus ve citrus’un yakin akrabaglarindan aseptik yaprak
protoplast izolasyonunu basarili bir sekilde gerceklestirmislerdir. Kalic1 ve yiiksek
verilmli yaprak protoplastlari (2-6x10" protoplast/g taze yaprak dokusundan) bir gelisim
cemberinde siirdiirebilir etkili bir sekilde gelisen bitkilerden alinan yeni yapraklardan
izole etmiglerdir. Protoplast izolasyonunda yaprak dekontaminasyonu, enzim igeriginin
diizenlenmesi, filtrasyonda kullanilan ekipmanlar, inkiibasyon ve temiz bir ortam gibi
farkli parametreler ile etkilendigini belirlemislerdir. Embriyonik kalluslardan izole
edilen protoplastlar ile yaprak protoplastlarinin fiizyona ugratilmasi heterokaryonlarin
gozlemlenmesi igin gerekli ortami sagladigini ve somatik hibridizasyon seleksiyonunda
fizyolojik parametrelerin kullanimini miimkiin kildigin1 gostermislerdir. Dahasi citrus
fiizyon caligmalarinda kullanilabilen ¢ok sayida genotipin biiyiik oranda artirildigini bu

caligma ile gostermislerdir[24].

Vasil vd. bugdaygillerde somatik hibridizasyon ¢alismasi yapmislardir. Somatik hibrit
kallus hatlarin1 S-2-amino- etil-L-syntaz’a (AEC) dayanikli Pennisetum americanum’un
embiriyonik bir kiiltiiriiniin inaktive edilmis protoplastlar1 iodo asetik asit ile Triticum
monococcum’un embiriyonik olmayan siispansiyon kiiltiiriinden protoplast fiizyonunu

takiben ortaya ¢ikarmislardir. AEC igerenseleksiyon ortaminda 100 hiicre kolonisinden
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cok daha fazlasinin gelistigini gbzlemlemislerdir. Bu hatlarin ikisinide 6-fosfoglikonat
dehidrojeaz dimerik enzimi ve ribozomal DNA probunda kullanilan restiksiyon uzunluk

polimorfizmi kullimiyla somatik hibrit olarak belirlemislerdir[25].

Kobayashi vd. satsuma mandalini (Citrus unshiu) ve washington portakali (Citrus
sinensis) arasinda protoplast fiizyonuyla somatik hibrit bitki elde etmislerdir. Portakalda
cekirdek kallusundan elde ettikleri protoplastlar ve mandalinde yapraklarindan elde
ettileri protoplastlarint PEG methodunu kullanarak fiizyona ugratmislardir. Fiizyon
tirtinlerini 0.6 M sukroz iceren Murashige & Tucker ortaminda kiiltiire almislardir. Bu
ortamda bazi kolonileri embryogenesis yoluyla biitiin bitkilere doniistiirmislerdir.
Rejenere olan bitkilerden birini ribozomal DNA’nin restriksiyon endoniikleaz analizi
methodunu kullanarak ispatlanan bir hibrit olduklarin1 belirlemislerdir.her iKi
ebeveyninde 2n=18 kromozomu varken hibrit hiicrelerde 2n=36 kromozom oldugunu

tespit etmislerdir[26].

Sacristan vd.  Brassica nigra’da higromisine dayanakliligin aktarilmasi ve bu
dayaniklihigin Brassica napus’a asimetrik protolast fiizyonu yoluyla transferi
caligmasini yapmuslardir. Brassica nigra ve Brassica napus arasinda asimetrik somatik
hibritler i¢in bir seleksiyon sistemi gelistirme diisiincesi ile marker gen higromisine
dayaniklilik Agrobacterium tumefaciens’in C58 pGV 3850 HPT hattinda zararsiz hale
getirilmesi ile protoplast transformasyonu yontemi kullanarak en son tiirlerde ortaya
koymuslardir. Transformasyon igin kullanilan B. nigra hatlarin1 iki 6nemli kolza
patojenine (Phoma lingam, Plasmodiophora brassicae) dayaniklilik i¢in Oncelikli
olarak se¢mislerdir. Asimetrik somatik hibritlerini fiizyon {riinleri i¢in seleksiyon
marker1 olarak higromisin dayanikliligini kullanarak B. napus’un bozulmamis
protoplastlari ile donor olarak transforme edilen hatlardan B. nigra protoplastlar1 X-ray
isinlanyla  flizyona ugratilarak elde etmislerdir. Elde ettikleri somatik hibritler
higromisin fosfotransferaz ve nopalin sentaz genlerinin her ikisinide ifade ettigini
gostermislerdir. Bu ¢alisma ile iiretilen hibritlerin asimetrik protoplast fiizyonu yoluyla
cesitli agronomik karakterleri transfer etmek igin olanak sunan degerli bir materyal

oldugunu gostermislerdir[27].

Sikdar vd. Eruca sativa Lam. ve Brassica juncea (L.) Czern. Arasinda protoplast

flizyonu yoluyla intergenik fertil somatik hibrit “Erussica” elde etmek i¢in bir ¢alisma
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yapmiglardir. Temel bir yaglik tohumu olan Brassica juncea (2n=36)’nin iki ¢esidinin
hipokotil kaynakli kallus protoplastlar1 Eruca sativa (2n=22)’nin y-isin1 ile muamele
edilmis mezofil protoplastlar1 ile flizyonunu gerceklestirmislerdir. Eruca flizyon
partnerinin 1ginlanmasi kaplama yetenegini artigin1 gézlemlemisler ve ek olarak normal
fiizyon tizerinde fiizyon iiriinlerinin morfolojik potansiyelini artirdiin1 gostermislerdir.
Boylesi flizyon iiriinlerinden fertil bitkilerin rejenere edilebilecegini gostermislerdir.
Analiz ettikleri 181 renjenere bitkiden 63’i 11 somatik hibridin (2n=58) ve 10 adet
kismi somatik hibridin (kromozom sayilar1 50 ila 56 arasinda degisen) elde edildigini
belirlemiglerdir. Hibritlerin polen canliligi (% 0 - % 82.9) ve tohum olusturmasit ( % 0 -

% 50) gelecekteki ¢alismalar i¢in yararli olacagi sonucunu ¢ikarmislardir[28].

Sakai vd. sitoplazma-protoplast fiizyonu yoluyla Raphanus sativus (cms hatti) ve
Brassica napus arasinda sitoplazmik erkek kisirliginin intergenik transferi iizerine
calismalarinda; asamali mannitol kullanimiyla ultra santrifiijleme yontemiyle Raphanus
sativus cv Kosena (cms hatt)’un hipokotil protolastlarindan izole edilen sitoplazmalar
iodoacetamide (IOA) uygulayarak Brassica napus cv Westar’in protoplastlar1 ile
flizyona ugratmiglardir. On yedi rast gele segilen rejenere olmus bitki morfoloji ve
kromozom sayisi tespit etmek i¢in karakterize etmislerdir. Rejenere olan bitkilerin hepsi
B. napus’un diploid kromozom sayisina sahip olduklarimi ve B. napus’a morfolojik
benzerlige sahip oldugunu belirlemislerdir. Geriye kalan bitkiler kimerik veya andploid
kromozom sayisina sahip oldugunu goérmiiglerdir. B. napus’un diploid kromozom
sayisina sahip olan on flizyon iiriniinde mitokondriyal genomu Souther hibridizasyon
analizi kullanarak incelemislerdir. On bitkinin dordiiniin mitokondiyal DNA igerdigini
belirlemiglerdir. Bu dort bitkinin biri erkek kisir ve tigli fertil bitkiler oldugunu

gozlemlemislerdir[29].

Serraf vd. diploid bir patates gesidi olan BF15 ve onun yumru koklii bir dogal akrabasi
olan Solanum berthaultii arasindaki somatik hibrit bitkilerinin patates hatlarindaki
bitkilerde olusan tiiylerle iliskilendirilen bocek direncinin aktarilmasinin belirginligi ile
protoplast elektrofiizyonu sonrasinda ortaya koymuslardir. Tahmini hibritlerin ilk
sec¢iliminde parental davranislar1 ve hibrit kalluslarini temel almiglardir. Ayni1 zamanda,
bu secilimde morfolojik markerlardan da yararlanmiglardir. Toplam 25 somatik hibrit

bitkiyi secilen 70 kallustan rejenere etmislerdir. Rejenere edilen bitkilerde giiclii melez
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canliligin1 gézlemlemislerdir ve bu bitkilerin her iki ebeveyn bitkinin yasam alanlarda
bazi morfolojik orta diizey 6zelliklere sahip olduklarini belirlemislerdir. Flow sitometri
yonteminde hibrit bitkilerin DNA’larim1 kullanarak bun hibrit bitkilerin 14’iinden 1
tanesi anoploid, 8 tanesi hekzaploid ve 2 tanesi miksaploid hatlar oldugunu ortaya
cikarmiglardir. 25 bitkinin hibrit olduklarini esteraz ve peroksidaz izoenzimlerinin
sekillerini inceleyerek belirlemislerdir. Agronomik 6zelliklerin 6n degerlendirmesini
yapmak i¢in, 6zellikle dort loblu glandiiler tiiylerden kahverengilesmeyi saglayan enzim
aktivitesinin analizi yoluyla bocek direncinin ve yumru kok 6zelliklerinin belirlenmesi
icin, on bes tane somatik hibrit bitkiyi bir plastik viol igerisinde topragin altina
aktarmiglardir. Sec¢ilen somatik melezleri kararma miktarinin artisina gore dort gruba
ayirmiglardir. Hekzaploid olan birinci grup somatik melezler BFIS ile karsilastirilabilir
bir kararma aktivitesi gergeksestirdigini gozlemlemislerdir. Bu birinci grubun fenotipi
ve yumru Ozellikleri BFIS patatesine ¢ok yakin oldugunu belirlemislerdir. {igiincii ve
dordiincii gruplarin biitiin somatik hibritlerinin arasinda yalnizca bir tanesi tetraploid
cikmigtir. Bu guruplar dogal tiirlerden daha yiiksek seviyede kararma aktivesi
gostermislerdir. Bu melezlerin bazilarinin ¢ok ytiksek verimli oldugu ortaya ¢ikmistir ve
Solanum  berthaultii’'nin ~ 6zelliklerine ¢ok  yakin  &zellikler oladigimi  da
gozlemlemislerdir. Somatik hibritlerdeki bu 06zellikler bitki morfolojisi ve yumru
ozellikleri de dahil olmak {izere kiiltlire alinan patates ¢esidinin fenotipik ve ekpresyon
ifadelerinin iligkilendirmelerini yapmislardir. Calismada yapilan ¢ogu somatik melez

bitkilerdeb canli ve fertil tohumlar elde etmislerdir[30].

Christey vd. sitoplazmik erkek kisir Brassica oleracea ve atrazine dayanikli Brassica
campestris arasinda protoplast flizyonu yoluyla sitoplazmik erkek kisir atrazine
dayanikli brokoli elde etmislerdir. Sitoplazmik kisir B. nigra petali ile brokoliden
yaprak protoplastlar1 atrazine dayanikli olan B. campestris Var. oleifera’nin hipokotil
protoplastlar: ile fiizyona ugratmislardir. Rejenere edilen 19 adet hiicre kolonisinden
olusan bitkilerdeki fenotipik tiiy 6zelliklerinin brokoliye benzedigini belirlemisleridir.
Bir kolonide rejenere edilen 4 adet tomurcuga 25 uM atarizin verildiginde bulugu
ortamda hala yasamini stirdiirdiigiinii gézlemlemislerdir. Ayni1 zamanda yapraklarindan
almman bitki parcalar1 ile bu bitkilerin atarizine dayanikli oldugunu gostermislerdir.
Molekiiler analizler sonucunda olusan somatik hibrit bitkilerin B. campestris ebevyninin

Kloroplastini ve B. nigra ebeveyninin mitokondrisini tasidigi sonucunu ortaya
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koymuslardir. Flizyon iiriinlerindeki mitokontriyal DNA’larin hi¢bir rekombinasyon

yada yeniden diizenlenmesinin yapilmadigini tespit etmislerdir[31].

Schlangstedt vd. seker pancar1 (Beta vulgaris L.) protoplastlarindan basarili bir kiiltiir
icin gerekli sartlar1 aragtirmiglardir. Mezofil kaynakli protoplastlar1 aljinata (Sigma,
diisiik viskozite %1) ekledikleri zaman boliinmenin oldugunu gézlemlemislerdir. Ve bu
ortamda hiicre duvarlar1 olusmustur. Daha sonra seker pancari hiicre siispansiyonunun
eklendigi 1.5 mg/L 2.4-dichlorophenoxyacetic asit, 0.3 mg/L 6-benzylaminopiirin, 0.1
mg/L 1-naphthalinasetik acid ve 0.4 M glikoz olan modifiye edilmis Schenk ve
Hildebrandt (SH) ortaminda kiiltiire alinmuslardir. Protoplastlar 8 C*de 20 dk tuz
solisyonunda birakildigt zaman protoplastlarin  kaplanmasinda % 3.7 artis
gozlemlemislerdir. Mezofil protoplastlarindan olusan hiicre kolonileri 1-naftelinasetik
asit, 6-benzilaminopiirin veya tri-iodobenzoik acit igeren ortamlarda kok organogenesisi

sagladiklarini belirlemislerdir[32].

Rambaud vd. hindiba ( Cichorium intybus L. Var. Magdebourg) yapraklarindan elde
ettikleri protplastlar1 fiizyona ugratarak geleneksel kolgisin ile katlama teknigine
karsilastirma olarak tetraploid bitkilerin ¢ok daha yiiksek sayida elde edildigini ortaya
koymuslardir. Fiizyon teknigi ¢alismasinda PEG karisimi, DMSO ve CaCl2 (pH 10.5)
kullanarak elde ettikleri bitkilerin % 25’1 2n=36 kromozomlu karahindiba tetraploit
bitkiler oldugunu gézlemlemislerdir. 167 rejenere bitki arasinda sadece bir adet 2n=33

kromozomlu anéploid bitki belirlemislerdir[33].

Gavrilenko vd. Etuberosa’nin Lycopersicon esculentum ve tuberosus olmayan Solanum
tiirleri arasinda somatik hibridizasyon ¢alismasi gerceklestirmislerdir. Intergenik olan
somatik melez bitkiler, iki ebeveynden elde edilen mezofil protoplastlar arasinda
flizyona ugratarak elde etmislerdir. Solanum cinsi Etuberosa’nin iki alt cinsi (S.
etuberosum ve S. Brevidens x S. etuberosum) domates (PI- alb 1) ebeveynlerinden
flizyon i¢in mezofil protoplast izolasyonu gergeklestirmislerdir. Hibritlerin secilim
semasinda hibrit kalluslar ve hibrit rejeneratlarin morfolojik karakterlerine ve ebeveyn
kalluslar ile karsilagtirlmasindan temel almiglardir. Hiicrelerin flizyona ugramasini
morfolojik ve sitolojik karakterler olan esteraz ve peroksidaz izoenzimleri ile
dogrulamiglardir. Somatik hibritleri ayn1 zamanda, domatesteki 5,3 kb miotik geninin

probu kullanilarak southern hibridizasyonu ile karakterize etmislerdir. Kendileme
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sonrast meyveleri olusan atmis hibridin on ikisi kisir tohumlara sahip oldugunu
belirlemislerdir. Intergenik somatik embriyolarin kendilenmesinden sonra embriyo

kiiltiirtinde ti¢ adet fertil bitki elde etmislerdir[34].

Creemers-Molenaar vd. Lolium perenne’de sibrit bitkiler iiretmek igin bir calisma
yapmiglardir. Gama 1s1n1 muamelesi ile sitoplazmik erkek kisir hale getirilmis 1slah
hatt1 olan Ryegrass (B200) yembitkisini fertil 1slah hatt1 olan Jon 401’in protoplastlar
iodoasetamid-triat kullanilarak fiizyona ugratmislardir. Daha sonra yirmi bes adet sibrit
oldugu kabul edilen kallus mitokondriyal ve ¢ekirdek genomlarini belirlemek ig¢in
karakterize etmislerdir. Fosfoglukoizomeraz izoenzim profili analizi ve flow sitometri
ploidi seviyesini belirleme yontemleri ile test edilen kalluslarin esas olarak fertil hatlarin
cekirdegini icerdigini belirlemislerdir. bununla birlikte sitoplazmik kisir hattan gelen
cekirdek DNA’sin1 uzaklagtiramamislardir. Ebeveyn hatlarin ve sibrit oldugu varsayilan
hatlarin total DNA’sindan coxl ve atp6 probunu kullanarak yapilan southern bloot
analizinde kallus mitokondrisinin 5 adet fertil kallus, 5 adet sitoplazmik kisir kallus ve

her iki ebeveyninde oldugu 15 kallus ortaya ¢iktigini belirlemislerdir[35].

Pedersen vd. Beta vulgaris ve B. maritima protoplastlari izolasyonlari igin eksplant
kaynagr olarak petiolleri kullandiklar1  ¢alismalarinda; petiollerden pancar
protoplastlarinin  izolasyonu ve kiltlirii i¢cin methodlar1 belirlemislerdir. Petiol
protoplastlarinin yayilmasi yaprak protoplastlar ile karsilastirildiginda 14 kat daha fazla
oldugunu gozlemlemislerdir. Ek olarak hiicre bdliinmesi, protoplast ortamina uygun
sartlar saglanarak % 25 daha fazla olmasinin saglanabilecegini belirtmislerdir. Bu
sartlarin saglanmasi protoplast yogunlugunu (15.6 x 103) pozitif yonde etkilemistir ve
bu sartlarin saglanmadig kiiltiir ortamlarina goére on dokuz kat daha fazla protoplast
elde ettiklerini gostermislerdir. Ayn1 zamanda protoplast elde edilen donér bitkinin
gelisim sartlart protoplast yogunlugunu etkiledigini kanmitlamiglardir. Bitkilerin gaz
salgilamalariyla daha az nemli sarlar altinda yetistirildigi zaman daha hizli daha yesil
yapraklar olusturduklarmi ve daha uzun petioller elde ettiklerini belirmislerdir. Bu
bitkilerden elde edilen protoplastlarin kontrol grubuna gore iki kar daha yliksek
yogunlukta oldugunu tespit etmislerdir. Yaprak proplastlar1 en optimal sartlarda bile
kiiltiire alinsa da protoplast yogunlugunun degeri yalnizca % 0.5 olurken bu deger petiol

protoplastlarinda %12-15’lere kadar ytikseldigini kanitlamiglardir. Bu eksplant se¢imin
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tek dezavantaji siirglin rejenerasyonunun yapilamadigi periol organindan izole
edilmesidir. Petiolden elde edilen protoplastlardan kaliteli bir kallus verimi elde
edilsede sadece Beta vulgaris’in yaprak protoplastlarindan bitki elde edilebildigini
belirlemiglerdir[36].

Cardi vd. dona dayanikli Solanum commersonii ve Solanum tuberosum arasinda
somatik hibdizasyon c¢alismasi yapmuglardir. Dona danaikli olan Solanum
commersonii’nin mezofil protoplastini hem diploid hemde tetraploid S. tuberosum ile
flizyona ugramiglardir. Protoplastlarin fiizyonunu alternatif akim, polietilen glikol ve
direkt akim kullanarak gergeklestirmislerdir. Polietilen gilkol ve dogru akim
uygulamarinin  heterofiizyon sikligt ve canlilk miktarimin  diisik  oldugunu
belirlemislerdir. diger yandan alternatif akim ve dogrudan akim uygulamalar1 protoplast
yogunlugunun artigina yonelik olarak optimize etmislerdir ve bu uygulamada alternatif
akim ve dogrudan akim ile birlikte CaCly‘de eklemislerdir. Yogunlugu ml™ 4.8x10°
protoplastlar 0.2 mM Ca'”, alternatif akim/direkt akim uygulamalarini iceren ortamda
flizyona ugratildigi zaman protoplastlar yaklasik %3-10 c¢ogalma etkinligi ve
heterofiizyon frekansi gosterdigini saptamiglardir. Daha sonra flizyona ugratilan
heterokaryonlar1 rejenerasyon ortamina aktarmiglardir. Heterokaryonlarin ebeveynleri
ile  karsilagtirildiklarinda  onlar kadar saglikli  olduklarim1  belirlemislerdir.
Heterokaryonlarm hibrit olup olmadiklarini belirlemek i¢in ise izoenzim analizi temelli

bir yontem uygulamislardir[37].

Schlangstedt vd. seker pancarin’da (Beta vulgaris L.) protoplast kaynagi olarak petioliin
onemi gosterdigi bir ¢alisma yiiriitmiistiir. In vitro siirgiinlerin petiollerini seker pancari
protoplast izolasyonu i¢in potansiyel kaynak olarak denemiglerdir. Kullanilan genotipin
ne olursa olsun, petiol protoplastlarinin Kao ve Michayluk (K8p) ortamina ek olarak
Schenk ve Hildebrandt (SH) igerigininde bulundugu ayni kiiltiir sartlarinda mezofil
protoplastlarina gore ¢ok daha yiiksek ¢cogalma gosterdigini gozlemlemislerdir. Ayrica
DNA histogramlarinda petiol protoplast popiilasyonlarinin hiicre dongiiniin G2/M
evresinde yliksek oranda DNA katlanmasi miktarmsa sahip oldugunu calismalarinda

belirmislerdir[38].

Narasimhulu vd. Brassica carinata ve Camelina sativa farkli cinsler arasindaki

protoplast flizyonu ¢alismasini yiiriitmiislerdir. Camellina sativa’nin daha onceki
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yapilan ¢aligmalarda Alternaria fungusuna dayanikli oldugunu incelemislerdir. Brassica
carinata’nin petiol ve hipkotillerinden, Camellina sativan’nin ise yaprak mezofil
hiicrelerinden elde edilen protoplastlar1 polietilen glikol kullanarak fiizyona
ugratmislardir. Ortalama % 6.8 heterokaryon elde etmislerdir. Tek bir hibrit kallus
olusumundan {i¢ adet meristem elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu meristemlerden
koklenmede basarisiz olmuslardir. Bu fiizyon sonucunda elde edilen meristemlerin
hibrit olduklarini belirlemek i¢in hem olusan in vitro yapraklarda kromozom sayimi
yapilmis hemde rDNA probu kullanarak da restiriksiyon fragment polimorfizmi
yontemini de kullanmislardir. Organel yapisini incelemek i¢in yapilan RFLPs hibritlerin
kloroplastlarin1 dogal formundaki bitkiden aldiklarin1 ve mitokondrilerini ise kiiltiire

alinan normal Brassica tiirlerinden aldigin1 gézlemleyerek belirlemislerdir[39].

Milliam vd. patates 1slah1 i¢in materyal kaynagi olarak protoplast flizyonunun geligimi
ve problemleri hakkinda bir inceleme yapmislardir. Bu incelemelerine patatesin genetik
ve agronomik gelisimine protoplast flizyonun etkilerini aragtirmislardir. Solanum
tuberosum’da yapilan protoplast fiizyonu calismalarin1 dogal akrabalari ile yapilan
flizyonlar, diploid fiizyonlar ve asimetrik stratejiler olmak iizere ii¢ kategoride
toplamiglardir. Somatik materyal oldugu kabul edilen somatik hibritlerin seleksiyonu ve
karakterizasyonu bu siirecte kritik bir asama olarak belirlendigi ve bu teknolojinin
belirli spesifik durumlarinin oldugunu belirlemislerdir. 1slah programlari i¢in bu
teknigin daha iyi anlamak i¢in ve tamamlanmasi i¢in gelecek beklentilerinin ayni

zamanda tartigmali ibr durumda oldugunu goz 6niine sermislerdir[40].

Jarl vd. kavun ve hiyar arasinda protoplast fiizyonu ve rejenerasyonu caligmasi
gerceklestirmislerdir. Bu g¢alismada kavun hiyar islahi c¢aligmalari i¢in uygun bir
protokol gelismeyi amacglamiglardir. Ticari kavun hatlariin flizyona ugramamis
protoplastlarindan bitki rejenerasyonu i¢in etkili methodu belirlemisler ve bunu
yayinlamislardir. Protoplastlardan rejenere edilen bitlilerin ploidi seviyelerini analiz
etmislerdir. Kavun protoplastlar1 1iginlanmig hiyar protoplastlart ve 1isimnlanmamais hiyar
protoplastlar1 ile elektro fiizyon kullanilarak fiizyona ugratmislardir. Baslangicta
protoplast yayilmasi yliksek olmasina ragmen, gelimin birkag¢ boliinme sonra durdugunu
gozlemlemislerdir. Kontrol uygulamalarindaki meristemleri yliksek derecede rejenere

etmislerdir. Sadece iki adet fiizyon 6rneginin gelisine devam edip kallus olusturdugunu
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gozlemlemislerdir, fakat bundan fazla bir gelisim gozlenememistir. Belirli primerler
kullanilarak PCR ile analiz edildigi zaman, bu calluslarin DNA’s1 kavun ile ayni
cikmistir. Fakat bunun disindaki yaptiklar1 bazi incelemelerde bu kalluslarda sadece
hiyara ait olan spesifik bantlar gézlemlemislerdir. Baz1 seksiiel uyusmazliklardan dolay:
kavun ve hiyar arasinda tozlanma ger¢eklesememektedir fakat bu ¢alismada
gozlemlenen sonuglara gore protoplast fiizyonu ile bu engel ortadan kaldirilabilecegini

belirlemislerdir[41].

Akagi vd. asimetrik protoplast fiizyonu yontemiyle sitoplazmik kisir olarak bilinen
Ozelligin aktarilmasi1 ve bitkinin kalitsal olarak 1slahta kullanilabilir hale getirilmesi
hakkinda ¢alisma yiiriitmiiglerdir. Dondr-alici protoplast flizyonu yontemini sitoplazmik
kisir olan MTC-5A ve MTC-9A’dan bir Japon ¢esidi fertil celtige transfer etmek ve
sibrit bitkiler liretmek icin ¢alisma yliriitmiislerdir. Sitoplazmik kisirlik sibrit bitkilerde
eksprese edilir ve bagka bir bitkiden toz aldiklarinda bu 6zellik aynen bir sonraki ddle
aktarilir. Calismada ozellikle mitokondriyal DNA’lar olan sitoplazmik kisir hatlarin
sadece sitoplazmalar1 fertil celtik hatlar1 hiicrelerinin igine aktarilmistir. Bunun
neticesinde % 80’den fazla sibrit bitki tohumunun kendine tozlanmasinda tohum
vermediklerini gozlemlemislerdir. Kisir sibrit bitkilerin sadece fertil bitkiler ile
tozlandiginda tohum olusturduklarin1 gozlemlemislerdir. Bu olusan tohumlarda da
sitoplazmik kisirligin devam ettigini belirlemislerdir. Sibrit bitkilerin sitoplazmik
kisirlik 6zelliginin fertiliteyi diizenleyen tekli dominant Rf-1 genine sahip olan MTC-
I0R ile caprazlanarak tamamen diizenlenebilecegini belirtmislerdir. Bu sonuglarin
protoplast fiizyonu yontemiyle mitokondriyal DNA’nin uyarilmasiyla ortaya c¢iktigini
rapor etmislerdir. Bu uyarilmis sitoplazmik kisirlik en az sekiz nesil boyunca devam
ettigini belirmislerdir. Bu ¢alismada ¢ikardiklar1 sonug ile ¢eltikteki 1slah ¢calismalarinda
sitoplazmik kisir bitkilerin elde edilmesi i¢in bu methodun kullanilabilir oldugunu

gostermislerdir[42].

Zhao vd. polietilen glikol ve elektrofiizyon yontemi kullanarak Coprinus cinereus ve
Schizophyllum commune arasinda interspesifik protoplast fiizyon ¢alismasi
yiriitmiislerdir. Yapilan bu calismada iki farkli mantar cinsi arasinda elde edilen
interspesifik fiizyon {riinlerini belirlemek icin indoasetamid ve dietilprokarbonat

kullanmislardir. indoasetamid hiicrelere daha az zarar verdigi icin en uygun fiizyon
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tiriini tespit etme indikator oldugunu belirlemislerdir. Polietilen glikol ve elektro fiizyon
yontemi ile yaptiklar1 flizyon ¢aligmasindaki karsilastirmada polietilen glikoliin % 16.7-
50.0 arasinda oldugunu ve elektro fiizyon ile yapilan yontemde ise % 6.9-8.4 arasinda
degistigini tespit etmislerdir. Calismadaki biiyiin flizyon iriinlerinin heterokaryon
(dikaryonlar) oldugunu ve birbirleri ile baglantili oldugunu gostermislerdir. Eslesme ile
olusturulan heterokaryonlarin ve flizyon soyunda morfolojik ve tohum olusturmasinda

hi¢bir farklilik olmadigini belirlemislerdir[43].

Guangmin vd. Triticum aestivum L. Ve Leymus chinensis arasinda intergenik somatik
hibridizasyondan bitki rejenerasyonu g¢alismasi gerceklestirmislerdir. Jinan 177 isimli
bugdayn protoplastlarini ieren siispansiyonu Legmus chinensis’in ®°Co gama 1sin1 ile
1sinlanmis protoplastlari ile flizyona ugratmak i¢in bir alici olarak kullanmislardir. Isin
uygulanan ve uygulanmayan kalluslardan elde edilen protoplastlarin her ikisi de bu
uygulamanin sartlart altinda ¢ogalma gosterememisler. Fakat bu fiizyon {irlinleri yinede
gelisim siirecini devam ettirmisler ve skromozom, izoenzim ve morfolojik olarak
yapilan analizlere goére hibrit rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu belirlenen biitiin
bitkilere doniismiislerdir. Her iki ebeveyninde kaybolan rejenerasyon kapasitesinin

somatik hibridizasyon yoluyla diizenlenebilecegini belirmislerdir[44].

Heath vd. protoplast flizyonuyla diisiik linoleik asite sahip kanola (Brassica napus L.)
sentezi ¢alismast yiiriitmiislerdir. Tohumlarinda diisiik indol asetik asit (18:3) igeren
Brassica napus somatik hibritleri disiik linoleik asit igerigine sahip 18:3 olarak aranan
flizyon ebeveynlerini kullanarak iiretmislerdir. Bir adet somatik hibrit ebeveynlerin
ortalamasinin altindaki bir seviyede olan 18:3 yag igerigine sahip % 3.5’inin i¢erdigini
belirlemiglerdir. R; generasyonunda diisiik yag icerigine sahip olduklarini
gostermiglerdir. En diisiin yag icerigi seleksiyonu 18:3 Rp generasyonunda % 29.3
ortalamadan bir adet R; hattinda %36’ya arttigin1 rapor etmislerdir. R;’in arazi

popiilasyonu ayni1 zamanda kirilmaya daha dayanikli oldugunu gézlemlemislerdir[45].

Guangmin vd. genel bugday ve ultraviole 1smima tabi tutulmus Haynaldia villosa
arasinda asimetrik somatik hibridizasyon calismasi gergeklestirmislerdir. Haynaldia
villosa‘nin kalluslarindan elde edilen gen¢ embriyolardan UV 1siina maruz birakilmis
protoplastlar1 polietilen glikol ile Triticum aestivum cv. 24-2 kalluslarindan elde edilen

anterlerden elde edilmis protoplastlar ile fiizyona ugratmislardir. ilk asadam sekillenen
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hiicre klonlar1 bunlarin ¢ekirdek hibriti olup olmadiklarini belirlemek i¢in onlarin hibrit
dogasi, kromozom hesaplamasi ve izoenzim analizi ile incelenerek gostermislerdir.
Bunlarin yan1 sira hibrit yapist fiizyon iirlinlerinde hibrit dogasimnin belirlenmesini
saglayan in sitii hibridizasyon (ISH) ve RAPD analizi teknikleri kullanarak hibrit
hiicrelerin varligin1 kesin olarak gostermiglerdir. Bulduklari sonuglarda UV’nin
asitmetrik hibridizasyon yoluyla alic1 hiicre ig¢erisine yabanci kromotinlerin yerlesmesini
garantiledigini ve dondér kromozomlarin kirilmasinda 6nemli bir rol oynadigini
belirlemislerdir. Basarisiz somatik hibrit bitki rejenerasyonun sebeplerinin daha fazla

arastirilmasi gerektigini 6ngdrmislerdir[46].

Rasmussen vd. iternspesifik dihaploid protoplast fiizyonuyla yaprak ve yumruda
sonradan ¢ikan kif hastaligima dayanikliligin kombinasyonunun olusturulmasina
yonelik bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Yaprakta ve yumruda patates kiif hastaligina
(Phytophthora infestans) poligenik ve atasal olarak dayanikliligin farkli seviyelerini
bulunduran bes adet dihaploid Solanum tuberosum genotipini doért farkli protoplast
flizyonu kombinasyonunda kullanmislardir. Elektrofiizyondan doért hafta sonra tahmin
edilen somatik hibridizasyonlarin se¢ini yapmuglardir. Saglam bitkilerin segilen
kalluslarin % 6’sindan rejenere oldugunu saptamislardir. Hibridizasyonun dogrulugu
rejenere olan bitkilerin % 53’liniin dogru somatik hibrit olmasin1 gosteren RAPD
analizinin kullanimiyla belirlemiglerdir. Farkli fiizyon kombinasyonlarinda dogru
somatik hibritlerin skoru % 100-21 arasinda degistigini gdzlemlemislerdir. Daha sonra
bir arazi denemesine somatik hibrit bitkileri yumru ve yaprak i¢in dayanikliligi saglanan
kiif hastaligina karsi denemesini yapmislardir. Somatik hibritler arasinda yaprak ve
yumru kiif hastaligina kars1 dayanikliligin farkli seviyelerde oldugunu goérmiislerdir.
Bazi hibritlerinde yumru ve yaprak kiif hastaligma kars1 yiiksek derecede dayanikli
oldugunu gozlemlemislerdir. Fakat baz1 hibritlerde ise ebeveynlerle kiyaslandiginda

dayanikliligini kaybettigini belirlemislerdir[47].

Bordas vd. mutant albino bir Cucumis melo L. ve Cucumis mtiocarpus Naud. Arasinda
somatik hibridizasyon ¢alismasi yiiriitmiislerdir. Albino Cucumis melo L. nun kotiledon
kaynakli protoplastlar1 Cucumis mtiocarpus Naud.’un protoplastlari ile elektrofiizyona
ugratmislardir. Tahmini somatik hibritleri albino 6zelligi gosterilmesi ve kiiltiir

ortaminin kesin bir dizisinde ebeveyn tiirlerin protoplast kaynakli hiicrelerin farkli



21

davraniglar1 temel alinarak belirlemislerdir. Somatik hibritleri molekiiler seviyede
karakteriz etmislerdir ve flizyonun interspesifik hibritleri olduktan sonra yesil
kalluslarin bulundugunu gézlemlemislerdir. Mutant albino C. melo ve C. myriocarpus
genomlarini belirleyen RFLP desenlerinin Sau3A endoniikleazi ile 18S-25S ribozomal
DNA kesim bolgesi igeren PCR temelli DNA fragmentlerini igermesinin
parcalanmasiyla elde edilebilecegini belirlemislerdir. Bu prosediir Sau3A restr,iksiyon
enzimini biiylin ilk somatik hibritlere uygulamislar ve i¢lerinden sadece bir tanesi hem
C. melo hem de C. Myriocarpus’un RFLP desenlerini gosterdigini tespit etmislerdir.
Segilen kalluslarin hibrit oldugunu belirlemek icin spesifik bir MYR2 oligoniikleotidi C.
melo ve C. myriocarpus internal transkript bosluk(ITS) bdlgesini i¢eren yaygin dizisine
gore tasarlamiglardir. 1TS1 ve MYR2 primerleri C.myriocarpus’dan 457 bp rDNA
bolgesinde kullanmislardir. Bu kalluslarda yapilan RFLP desenlerinin sonuglarina gore
elde ettikleri hibritlerin  her iki ebeveyninde kombinasyonunu igerdigini
belirlemiglerdir[48].

Kito vd. Monostroma nitidum ve Porphyra yezoensis arasinda yaptiklar1 protoplast
fiizyonunda hibrit bitkilerin gelisimini incelemislerdir. Monostroma nitidum ve
Porphyra yezoensis’den elde ettikleri protoplastlari polietilen glikol kullanarak fiizyona
ugratmiglardir. Heterokaryonlar1 hibrit hiicrelerin renklerindeki farkliligini kullanarak
kolay bir sekilde ayirabilmislerdir. Farkli protoplastlar arasindaki fiizyon frekansiin %
1.4 oldugunu belirlemislerdir. Heterokaryonlari ES ortami igerisine transfer etmislerdir.
Otuz giin sonrasinda heterokaryonlarin hayatta kalma oranimi %2-7 arasinda oldugunu
tespit etmislerdir. Iki adet bitkinin ebeveynlerinden karsilastirma yapabilmek icin
belirledikleri DNA fragmentleri ile uyustugunu belirlemisleridir. Bunun yani sira
bitkilerin birinde de hem Monostroma nitidum hemde Porphyra yezoensis’de farkli olan
karakteristik yag asitlerinin her ikisini de icerdigini belirlemislerdir. Yaptiklar
calismadan ¢ikardiklar1 sonugta bu iki genus arasinda genetik rekombinasyonun
miimkiin oldugunu 6n gormiislerdir. Bu sekilde elde ettikleri bitkiler ile yapilan 1slahta

genetik kaynak olarak faydalanilabilecegini gostermislerdir[49].

Wei vd. Aeleuropus littorulis sinensis’den bugdaya (Triticum aestivum L.) asimetrik
somatik hibridizasyon yolu ile tuzluluk tolerans karakterinin aktarilma g¢alismasini

gerceklestirmiglerdir. Jinan 177 bugday ¢esidinin protoplastlarini tuzlu ortama toleransh
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olan Aeleuropus littorulis’in ultra viole 11 uygulanmis protoplastlart ile polietilen
glikol kullanarak fiizyona ugratmislardir. Ilk elde ettikleri rejenere klonlar1 kromozom,
izoenzim ve RAPD analizi yontemleriyle belirlemislerdir. Elde ettikleri rejenere
klonlarin tuzluluk tolerans karakterini Na'/K" ve prolin stresi uygulayarak ebeveynleri
ile karsilagtirmiglardir. Bunun sonucunda elde edilen hibritlerin bugdaya gore tuza ¢ok
daha toleransli oldugunu gozlemlemislerdir. Buradan da fiizyon sirasinda bazi tuza
tolerans genlerinin melezlere gectigini belirmislerdir. Fakat hibrit bitkilerin sadece

albino bitkilere doniisebildiklerini gbzlemlemislerdir[50].

Fengning vd. yaygin bugday (Triticum aestivum L.) ve Avena sativa L. arasinda somatik
hibridizasyonda ultrviole 1sin dozajinin etkisini arastirmislardir. 30 s, 1 dk, 2 dk, 3 dk ve
5dk siirelerinde ve 300 mW/cm2 dalga boyundaki ultraviole 1511 uyguladiklart Avena
sativa L. protoplastlarint kiiltiirel olarak kullanilan Jinan 177 ve Hesheng 3 bugday
cesitleri ile proetilen glikol kullanarak fiizyona ugratmislardir. Jinan 177°den protoplast
izole etmek icin iki farkli materyal kaynagi kullanmislardir. Birinci tip materyal (T1)’i
jinan 177’nin siispansiyon ortaminda rejenere olmamus hiicreleri kullanmislardir. ikinci
tip materyalde (T2) ise rejenerasyon kapasitesine sahip embriyonik kalluslari
kullanmislardir. Diger bir ¢esit Hesheng 3’1in ise yiiksek oranda rejenerasyona sahip bir
cesit oldugunu belirtmislerdir. Biitlin fiizyon kombinasyonlarindan rejenere klonlar elde
ettiklerini belirtmislerdir fakat sadece 1 dk ve 2 dk uygulamalarindaki rejenere klonlar
albinoya doniismiiglerdir. Elde ettikleri klonlarin sitolojik, izoenzim, RAPD ve 5S
rDNA sekans analizi yontemleri ile incelendiklerinde hepsinin hibrit oldugunu

gostermislerdir[51].

Xu vd. somatik hibridizasyon yoluyla bugday genomunun igerisine misirin ¢ekirdek ve
mitokondriyal DNA’sim1 aktarmak icin g¢alisma gergeklestirmislerdir. Bugday ve
orneklerinden protoplastlart  izole ederek polietilen glikol 1ile flizyonunu
gerceklestirmislerdir. Isina maruz birakilan misir protoplastlarindan elde edilen
kalluslarin ve yesil bitkilerin rejenere olduklarini belirlemislerdir. Fiizyon sonucunda
elde edilen heterokaryonlarin morfolojik, izoenzim ve g¢esitli genetik markerlar
kullanarak bunlarin melez protoplast oldugunu ortaya koymuslardir. Misirin genetik
materyalini tasiyan rejenerantlarin genomik in sitii hibridizasyonunda bugday genomu

icerisinde bazi misir kromotinlerinin ortaya ¢iktigini gostermislerdir. Rejeneratlarda
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yaptiklart RFLP ve SSR uygulamalari ile bugday icerisinde misirin hem ¢ekirdek hem
de mitokondriyal DNA’sinin oldugunu gostermislerdir. Buradan yola ¢ikarak bugdayda
her iki ebeveynin mitokondrisinin oldugunu yada rekombinant bir mitokondrinin ortaya
ciktigini ongdrmiislerdir. Kloroplast genomu ile ilgili olarak da, misirdan herhangi bir

intresyon varligina dair bir belirti gozlemlememislerdir[52].

Sun vd. protoplast fiizyonu yontemiyle Gossypium hirsutum + G. bickii ve G. hirsutum
+ G. stockii via bitkileri aralarinda fertil somatik hibrit elde edilmesi ve iiretimi
hakkinda bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Fertil somatik hibritleri tetraploid pamuk (G.
hirsutum cv. Coker 201,AD genomu) , diploid dogal pamuk G. bickii (G genomu) ve G.
stockii (E genomu) bitkilerinin hibridizayonu ile elde etmislerdir. Somatik hibritlerin
incelemesini morfolojik, flow sitometri analizi, kromozom hesaplamasi ve RAPD
yontemleriyle yapmuslardir. Rejenerantlarin Sitolojik arastirmasini yaparken metafaz
sathasinda 78 adet kromozomunun oldugunu goézlemlemislerdir. Flow sitometri
analizinde rejenerantlarin toplam DNA’sinin ebeveyn DNA’lar1 ile yakinlik gdsterdigini
belirlemislerdir. RAPD analizinde hibritlerin her iki ebeveyne 6zel bantlara da sahip
olduklarii tespit etmislerdir. Morfolojik gézlem de ise hibritlerin her iki ebeveyne de
esit benzedigini ortaya koymuslardir. Hibrit bitkileri topraga aktardiklarinda, bitkilerin
cigek actiklarin1 ve tohum olusturduklarinin sonucuna varmislardir. Yapilan protoplast
fiizyonunun Elit G. Hirsutum genotipleri ile geri ¢aprazlama yontemiyle pamuk 1slahina
katkida bulunacagini belirtmislerdir[53].

Wu vd. ¢ekirdeksiz triploid Citrus’dan protoplast fiizyonu yaprak allotetraploid bitkiler
iretebilmek i¢in ¢alisma yirlitmiislerdir. Protoplast flizyonunu bu c¢aligmada
cekirdeksiz, kabugu kolay soyulan triploid 1slah hatlar1 tiretmek i¢in diploid hatlar1 ile
caprazlanmasinda ebeveyn olarak kullanilmasi i¢in yeni nesil allotroploid hibritleri
tiretmek i¢in kullanmiglardir. Her bir dondr ebeveyn protoplastlarinin embriyonik
kallustan izole edilen mandalina (Encore) X tatli portakal (Valencia) ve mandalina
(Encore) X (Caffin) klementin protoplastlar1 aralarinda flizyona ugratilarak 43 adet
bitki elde etmislerdir. Bu 43 bitkinin 40 tanesini flow sitometri ve sitolojik yontemler
kullanarak tetraploid olduklarini tespit etmislerdir. Rejenerantlarin % 10’undan daha
azinin hibridize olmayan bitkiler olduklarini belirlemislerdir. DNA markor yontemlerini

kullanarak hibrit bitkileri test ettiklerinde her iki ebeveynden de genleri tasidiklarim
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belirlemisler ve bu bitkilerin allotetraploid olduklar1 kanisina varmislardir.
Allotetraploid hibritleri diploid “Encore” madalin hatlar1 ile ¢caprazlama kullanacaklarini
belirmislerdir. Allotetraploid hibritleri ayni zamanda “Clementine” hatlar1 ile
caprazlayarakta kabugu kolay soyulan, ¢ekirdeksiz triploid hatlar elde etmeyi
planlamiglardir[54].

Sun vd. protoplast flizyonu yoluyla Gossypium hirsutum L. (4x) ve G. davidsonii Kellog
(2x) arasinda somatik hibrit bitki iiretmek i¢in ¢alisma olusturmuslardir. Tetraploid
Gossypium hirsutum L. (4x) siispansiyon kiiltiirlerinden ve diploid G. davidsonii Kellog
(2x) embriyonik kalluslarindan elde ettikleri protoplastlari elektrofiizyona ugratarak
calismay1r gerceklestirmislerdir. Somatik hibritleri ilk asamada RAPD markorii
kullanarak belirlemislerdir. Daha sonrasinda kromozom sayimi, SSR ve morfolojik
yontemler ile somatik hibritleri kesin olarak belirlemislerdir. Hiicrelerin sitolojik
hesaplamasinda kromozom sayimin1 somatik hibritlerde 74 ve 84 arasinda tespit
etmislerdir. Bu sayilarinda arasinda istedikleri 76 kromozomluk somatik hibritlerin de
var oldugunu belirlemislerdir. SSR markor ile yaptiklar: inceleme de somatik hibritlerin
her iki ebeveynden de karakterler tagidiklarini gostermislerdir. Somatik hibrit bitkilerin
morfolojik yapisinin da her iki ebeveyne de esit miktarda benzedigini

gozlemlemisler[55].

Guan vd. kimyasal protoplast fiizyonu yontemiyle zencefilde somatik hibrit
rejenerantlar elde etmeye yonelik ¢alisma gergeklestirmislerdir. Zencefil (Zingiber
officinale Rosc.)’de somatik hibridizasyonu polietilen glikol kullanarak kimyasal
yontem ile yapmuslardir. Ug farkli zencefil c¢esidinde embriyonik siispansiyon
kiiltiirtinden protoplast izolasyonu gergeklestirerek bu protoplastlart da kendi aralarinda
flizyona ugratmislardir. En yiliksek fiizyon oranm1 % 13.5’lik bir oran1 Lushan Zhan-
gliang jiang + Chenggu Huang Jiang ¢esitleri arasinda PEG 6000’1 %30 oraninda
15dk’da elde etmislerdir. Kullandiklar1 diger {ii¢ farkli fiizyon oranlarinda da
mikrokoloniler olugturmuglardir fakat yalnizca Chenggu Huang Jiang + Sichuan Zhugen
Jiang arasinda rejenere bitkiler elde edebilmislerdir. Lushan Zhan- gliang jiang +
Chenggu Huang Jiang hatlar1 arasindaki rejenerasyondan biitiin bitki olusumunun

yaklasik 15 ay siirdiiglinii belirmislerdir. RAPD ve flow sitometri yontemleri ile
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yaptiklart analizlerde ii¢ adet melez bitkinin bulundugunun ve bunlarinda diploid

olduklarinin sonucuna varmislardir[56].

Tarwacka vd. Phytophthora infestans fungal hastaligina karsi dayanaklilik i¢in Solanum
villosum (+) S. tuberosum arasinda intersipsifik(tiirler arasi) somatik hibrit bitki
tiretebilmek igin ¢aligma yiriitmiislerdir. 4n kromozomlu S. villosum (+) 2n
kromozomlu S. tuberosum klonunun sitolojik ve molekiiler ¢alismalarini yaparak
kromozomlarint dogru tiirlere ait olup olmadigini saptamislardir. Flizyon sonucunda
elde ettikleri bitkilerin her iki ebeveyne de esit miktarda benzedigini saptamislardir.
Elde edilen rejenerantlardaki ploidi seviyesinin 6n kromozomlu olmasini beklemisler
fakat hibritlerin gercek ploidi seviyesini Oploid ve anndploid seviyeleri arasinda
degistigini gbzlemlemislerdir. Rejenerantlarin  hibrit olup olmadiklarini RAPD
molekiiler marker yontemiyle belirlemislerdir. Ploidideki tespit ettikleri degiskenlige
ragmen RAPD analizi ve genomik in sitii hibridizasyon yoOntemleri ile
gerceklestirdikleri analizlerde melezlerin her iki ebeveynden de esit miktarda
etkilendigini gostermislerdir. Elde ettikleri somatik hibrit bitkilerin Phytophthora
infestans fungal hastaligina karsi test ettiklerinde yiiksek oranda dayanikli ¢iktigini
gozlemlemislerdir[57].

Juan vd. Brassica napus ve Sinapis alba arasinda somatik hibridizasyon yontemini
kullanarak yeni bir sitoplazmik erkek kisir kolza tohumu elde etmeye calismislardir.
Somatik hibridizasyon yontemini sitoplazmik kisir bitki elde etmek i¢in dnemli bir
yontem oldugunu belirtmislerdir. Bu yontemde sitoplazmik kisirliga neden olan sebep
olan genlerin hem dondr ebeveynlerin fiizyonu sonucunda mitokondriyal genomda
kisirlik genlerinin aktarilmasindan hem de protoplast fiizyonu siirecinde biparent
durumundan kaynakli rekombinasyonlardaki yeni kisirlik genlerinin {iretimininden
kaynakli olabilecegini belirtmislerdir. Yaptiklari bu ¢alismada SaNa-1A isimli yeni bir
sitoplazmik kisir hat elde etmislerdir. SaNa-1B siirdiiriicii hattinin morfolojik normal
polen gelisimi ve SaNa-1A erken polen stireci fenotipik gozlem ve mikrotom boliimleri
karsilagtirarak belirlemislerdir. Kisir SaNa-1A hattinin ¢icek organlari kisalmis bir
filament ve u¢ kism1 diismiis anter ile kisir oldugunu morfolojik olarak belirlemislerdir.

Siteril anterlerde higbir polen olmadigini gézlemlemislerdir[58].
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Tomiczak vd. Gentiana kurroo R. ve G. cruciata L. tiirleri arasinda genetik
kompozisyon ve genetik stabilizenin somatik hibridizasyonuyla protoplast fiizyonunun
gerceklestirilmesini saglamislardir. Yapilan bu ¢alismada somatik hibritleri Gentiana
kurroo R.’nun hiicre siipansiyon kiiltiiriinden ve G. cruciata L.’nin yaprak mezofil
hiicrelerinden elde ettikleri protoplastlart elektro flizyona ugratarak hibridizasyonu
gerceklestirmislerdir. Yaptiklari flizyon sonucunda elde ettikleri rejenerantlarin somatik
hibrit olup olmadiklarini belirlemek igin ¢esitli molekiiler yontemler kullanmiglardir.
Kullandiklart AFLP ve ISSR yontemlerinde elde ettikleri rejenerantlarin yirmi birinin
hibrit oldugunu ve ii¢ adet kallus hattinin da G. Kurroo’dan daha ¢ok G. Cruciata’ya
daha c¢ok benzediklerini gozlemlemislerdir. CAPS markerlar1 ile yapilan kloroplast
DNA analizi yontemine gore elde ettikleri somatik hibritlerin kloroplastlarini, mezofil
hiicrelerinin kullanildig1 ebeveyn olan G. Cruciata’dan aldiklarini belirlemislerdir. Flow
sitometri analizine gore somatik hibritlerde poliploidlesmenin ortaya c¢iktigini
gostermislerdir ve bu olayin muhtemelen fiizyon sonrasi ilk asamada ortaya ¢iktigini
tahmin etmislerdir. Sonu¢ olarak da cekirdek DNA’sinin asamali eleminasyonu
miksoploidi ve yiiksek derecedeki genetik stabilizasyonlugunu ¢ogu hibritlerde
belirlemislerdir ve kallus asamasin sonraki dort yilda bekleme siiresinin arttigini

bildirmislerdir. [59].

Bruznican vd. Apium graveolens L.’de protoplast kaynakli hiicre siispansiyon kiiltiirii
rejenerasyonu gergeklestirmislerdir. Protoplast fiizyonu ve rejenerasyonuyla elde edilen
sitoplazmik kisirligin kereviz (Apium graveolens)’deki islah ¢alismalarinda ¢ok onemli
bir rol oynadigini bildirmislerdir. Bu nedenle de yaptiklari ¢alismada ilk olarak ti¢ farkli
ticari kereviz hatt1 i¢in etkili ve pratik proplast izolasyonu ve protoplast rejenerasyonu
protokolii gelistirmislerdir. Ag¢ik tozlanmis kiiltiir gesitleri ve bu kiiltiir ¢esidin yakin
akrabalarinin hiicre siispansiyonlarin1 protoplast kaynagi olarak kullanmislardir.
Karsilagtirmali olarak yaptiklar1 analizler sonucunda 0.3 mg L' 24D iceren modifiye
edilmis sivi Kao ve Michayluk ortaminda en basarili sonucu elde ettiklerini
bildirmislerdir. Sitokininlerin (TDZ veya zeatin) rejenerasyona higbir etkisinin
olmadigin1 gézlemlemisiler. Protoplast izolasyonundan sonra 15 giin ile 5 hafta arasinda
mikrokalluslar1 elde etmislerdir. Kiiltiir ortaminin degistirilmesi ile mikrokolonilerin
yapisinda % 25 degisim gdzlemlemislerdir. Iki ay sonra rejenerasyondan tam bitkileri

elde etmislerdir ve bunlarin diploid olduklarin1 ortaya ¢ikarmiglardir. Kiiltiir
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ortamindaki rejnerasyon temel olarak kiiltlir cesitlerindeki genetik yapiya bagh
oldugunu gozlemlemislerdir. Yakin akraba hatlarda rejenerasyon elde edememisler

fakat tozlanabilen normal kiiltiir hatlarindan rejenerasyonu gergeklestirebilmislerdir[60].



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitkisel Materyal

Materyal olarak Tirkiye’de yetistirilmekte olan KWS firmasina ait Valentina seker
pancari (Beta vulgaris Var. Saccharifera) ¢esidi kullanilmistir. Calismada kullanilan bu
bitki materyali Kayseri Seker Fabrikasi Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir.
Kullanilan bu seker pancari ¢esidine ait bazi ¢esit 6zellikleri, asagida verilmistir.

a) Dozer seker pancari ¢esiti Syngenta firmasi tarafindan gelistirilen bir gesittir.

b) Rhizoctonia (kok ciirtikligii), Erysiphe betae (kiilleme)

C) Seker orani - ¢ok yiiksek

d) Kok verimi — yiiksek

e) Makineli hasat i¢in uygun

Caligmada kullanilan bir diger bitki materyali hayvan pancari (Beta vulgaris Var.
rapacea). Kayseri bélgesinde yerel ¢iftgilerin hayvan yemi elde etmek i¢in kullanmakta
oldugu ve her yil kendi tohumlarini irettikleri c¢esittir. Bu hayvan pancarinin genel
ozellikleri;

a) Yiiksek oranda protein igerigi

b) Normal oranda seker igeri

¢) Hayvanlarin beslenmesinde etkili bir besi materyali

Calismada kullanilan diger bitki materyali de paz1 (Beta vulgaris Var. cicla). Calismada

arzuman tohum sirketinin pazi tohumlar1 kullanilmistir.
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a) Cogunlukla Akdeniz ve Ege bolgesinde ekilmektedir.

b) Soguk hava sartlarina kars1 diger pancarlara gore biraz daha dayanikli oldugu i¢in

ekimi Karadeniz bolgesinde de yapilmaktadir.

2.2. YONTEM

Yapilan bu c¢alismada tesadiif parselleri deneme deseni uygulanmistir. Denemede 3
farkli Beta tirii kullanilmistir. Ayrica izolasyon siiresi olarak farkli uygulamalar ve
flizyon ajani olarak PEG6000’nin farkli oranlar1 uygulanmistir. Calismada protoplast
kaynag1 olarak cesitlerdeki yaprak mezofil hiicreleri kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarin
neticesinde elde edilen protoplastlarin sayisi, flizyon ajaninin etki ettigi ikili ve ¢oklu
hiicre sayisina ait veriler SAS istatistik programi kullanilarak varyans analizi yapilmus,

uygulamalar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde LSD kullanilmistir.
2.2.1. Deneme Alam

Arastirma, Erciyes Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi (Gen-

Kok) Laboratuarinda ytiriitilmistiir.
2.2.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Tez kapsaminda, seker pancari1 (Beta vulgaris Var. saccariferia) Valentina, hayvan
pancar1 (Beta vulgaris Var. rapacea) ve pazi (Beta vulgaris Var. cicla) tiirlerine ait
tohumlar igleri torfla doldurulan 3 litrelik saksilara ekilerek 12000 liiks 151k siddetinde
16 saat giindiiz 8 saat gece fotoperyotta, 25 C° iklim odasinda gelistirilmistir (Sekil 2.1).
Her saksiya 3 adet tohum ekilmistir. Tohumlarin ¢imlenmesinden sonra her saksida bir
bitki olacak sekilde seyreltme yapilmistir. Saksilardaki bitkilerin ihtiya¢ durumlarina
gore sulama yapilmistir. Bitkiler 8-10 yaprakli donemde yapraklardan 6rnekler kesilerek

protoplast elde etmek amaci ile eksplant olarak kullanilmistir (Sekil 2.2).
2.2.3. Yaprak Yiizey Sterilizasyonu

Saksida yetistirilen pancar varyetelerinin genc¢ yapraklarindan kesilerek alinan
eksplantlar1 % 0.1, 0.2, 0.4 ve 0.8 civar klortir (HgCl,) icerisinde 20 dakika sterilize

ettikten sonra iki dakika siire ile {i¢ defa saf sudan gecirilerek durulanmistir. Daha
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sonrasinda her bir tiirden yaprak pargalar1 alinarak % 0.8 (w/v) agar, % 3 (w/v) sukroz

ve MS igeren ortamda canliliklar1 gozlenmistir.

Sekil 2.1. Sera ve biiyiime odasinda yetistirilen 4-6 haftalik seker pancari, hayvan
pancar ve pazi bitkileri

Sekil 2.2. Eksplant olarak kullanilan taze seker pancari yapraklari

Tablo 2.1. Calismada kullanilan eksplant 6reneklerinin yiizey sterilizasyonu i¢in HgCl,
orani denemesi.

Eksplant Kaynagi HgCl, (w/v)

% 0.1 % 0.2 % 0.4 % 0.8
Seker Pancari 20 dk 20 dk 20 dk 20 dk
Hayvan Pancari 20 dk 20 dk 20 dk 20 dk
Pazi 20 dk 20 dk 20 dk 20 dk
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2.2.4. Protoplast izolasyonu Oncesi On Islem

Saksilarda yetistirilen Beta varyetelerinden 2-3 haftalik asamaya gelmis yapraklar
kesilerek alinip ylizeysel sterilizasyonu gerceklestirildikten sonra bu yapraklardan 1
gram tartilip siteril 22 mm capindaki petri igerisine alinarak yapraklarin iist epidermisi
ve yaprak orta damari uzaklastirilmistir. Ust epidermis ve yaprak orta damari
uzaklastirilan yaprak pargalari bisturi ile yaklasik 1 mm kalinligindaki parcalara

ayrimistir.
2.2.5. Enzim Soliisyonunun Hazirlanmasi

On uygulama asamasinda protoplast izolasyonu i¢in enzim karisimi hazirlanmistir.
Enzim soliisyonu igerisinde; % 2 (w/v) Seliilaz (Sigma, from Aspergillus niger), % 1
(w/v) Pektinaz (Sigma, from Aspergillus niger), % 1 (w/v) hemiseliilaz (Sigma, from
Aspergillus niger) ve % 7 (w/v) (Sigma) mannitol igermektedir ve bu soliisyonun pH’s1

5.7 olacak sekilde ayarlanmuistir.

Tablo 2.2. Calismada kullanilan enzim soliisyonunun igerigi.

Enzim ve Kimyasal Cesitleri Miktar (W/V)
Seliilaz (Sigma) % 2
Pektinaz (Sigma) %1
Hemiseliilaz (Sigma) %1
Mannitol (Sigma) %7

Petri igerisinde hazirlanan yaprak eksplantlarinin iizerine enzim soliisyonu 0.2 pM
(Sartorius Stedim, Minisart® Hydrophilic Syringe Filter) por capli filtreden siringa
(Omnifix®) kullanilarak gecirerek 10 ml enzim soliisyonunu sterilize ettikten sonra
eklenmistir. Daha sonrasinda ise bu enzim soliisyonunda 12, 14 ve 16 saat oda
sicakliginda karanlik ortamda 50 rpm’de calkalayicida bekletilmistir. Bu siirecte
eksplant igerisindeki yaprak hiicrelerinin seliiloz igerikli hiicre duvari parcalanarak

protoplastlar a¢iga ¢ikmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3.  Yaprak eksplantlar1 bistirii ile kesilerek 1 mm kalinlikta yaprak parcalarinin
elde edilmesi ve 14 saat sonra yaprak pargalarinin enzim soliisyonunda
parg¢alanmasi.

12, 14 ve 16 saat enzim soliisyonu igerisinde bekletilen yaprak eksplantlart daha
sonrasinda 15 dk 121 C%de otoklavda siterilize edilen 15 m!’lik falkon tiiplerin igerisine
siteril 35 pM nylon mesh’den gecirilerek soliisyon igerisinde kalan yaprak parcalari

uzaklastirilmistir (Sekil2.4).

Sekil 2. 4. Enzim inkiibasyonu sonunda 35 um por ¢apli nylon mesh filtre ile
stiziilerek yaprak pargalarinin uzaklastirilmasi.
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2.2.6. Protoplast Saflastirma

pH’s1 5.7 olarak ayarlanip otoklavda sterilize edilmis %5 Mannitol (w/v) sollisyonu enzim
soliisyonu igeren eksplantlarin oldugu falkon 15 ml’ye tamamlanarak protoplast
stispansiyonu 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek, protoplastlarin falkon
tipliniin dibine ¢Okmeleri saglanmistir. Dibe c¢okerek pelet olusturan protoplastlarin
iizerindeki siv1 (siipernatant) pipet yardimiyla alinmis ve iizerine yikama soliisyonu olarak

adlandirilan CPW (Cell and Protoplast Washing) soliisyonu (Tablo 2.3) ilave edilmistir[61].

Tablo 2.3. CPW yikama soliisyonu igerigi.

CPW BILESIKLERI KONSANTRASYON (mg/L)
KNO3 101

CaCl,H,0 1.480

MgSO,H,0 2461

KH,PO, 27.2

KI 0.16

Mannitol 7000

CPW soliisyonu, falkon tiipiindeki peletin iizerine 15 ml’ye tamamlanacak sekilde
eklenerek 1000 rpm’de 10 dakika siiresince santriflij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra

protoplastlar falkonun dibine ¢okerek pellet olusturmustur (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Santrifiij sonrasi dibe ¢6ken protoplastlar.
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Pelleti sarsmadan ve hareket ettirmeden, supernatan siteril mikropipet (1000ul) yardimiyla
almmistir (Sekil 2.5). Daha sonrasinda %5°lik Mannitol (w/v) ile yikama islemi
gergeklestirilmistir. Yine 15 mL’ye tamamlayacak sekilde ilave edilen %5’lik Mannitol
(w/v), 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Mannitol ile yikama islemi {i¢

kez tekrarlanmuastir.
2.2.7. izole Edilen Protoplastlarin Sayim ve Canhliklarinin Belirlenmesi

Mannitol ile yapilan en son yikama sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve dipte
kalan pelet siispanse edildikten sonra 30 pL protoplast 6rnegi alinarak ependorf igerisine

koyulmustur.

Daha sonra bunun {izerine % 0.4 (w/v) trypan blue (sigma) boyasi eklenerek olii
protoplastlara boyanin niifuz edebilmesi i¢in on dakika beklenmistir. Bunun ardindan
hazirlanan 6rnek pipetle alimarak 0.1mm’lik Neubauer hemositometrisi altinda

incelenmistir.

«<<7— Olii Hiicre

Canhi Hiicre >

>~ b

Sekil 2.6. Hemositometri cami altinda trypan blue boyasi
kullanarak canli ve 6l protoplast sayimi

Bu inceleme neticesinde izole edilen protoplastlardan 1 ml’de toplam ne kadar canli ve 6lii

protoplast oldugunu hesaplanmistir(Sekil 2.6).
2.2.8. Hemositometri Camu ile Protoplast Sayimm

In vivo alinan yapraklarin streilizasyon isleminden sonra iizerlerine enzim siispansiyonu
eklenerek farkli siirelerde inkkiibasyona birakilmistir. Bu siirelerin sonunda elde edilen

protoplastlarin  izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolasyon sonrasinda elde edilen
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protoplastlarin dl¢limii traypan blue (sigma) boyast kullanilarak yapilmistir. Protoplast
orneginden alinan 30 pl protoplast Ornegin tiizerine %0.4’lik 30 pl traypan blue
eklenmistir. Sonrasinda boyanin 6lii protoplastlara daha iyi tutanabilmesi i¢in 10 dk oda
sicakliginda  bekletilmistir. Hazirlanan 6rnek hemositometri camina koyularak
hemositometri caminin {izerinde Sekil 3.4 gosterilen bes adet kare icerisinde kalan

protoplastlar sayilmstir.

]

—

—
4

Sekil 2.7. Hemositometri cami {izerindeki kareler

Hemsitometri caminda sayilan bu toplam bes karedeki protoplast sayisina toplam
protoplast sayis1 denilmektedir. Toplam protoplast sayisim1 kare sayisina boldiiglimiizde
ortalama protoplast sayis1 bulunur. Bunun ardindan sulandirma miktar1 hesaplanir. Buda
Trypan blue ile hazirlanan 6rnektir. Bizim ekledigimiz protoplast 6rnegi 30 ul’idi ve buna
30 ul Trypan blue eklendi toplam hacim 60 pl oldu. Toplam hacim koyulan 6rnegin
hacmine boliindiigiinde ise sulandirma miktar1 bulunur. En son genel olarak kullanilan
formiil yardimiyla 1 ml’de toplam ne kadar protoplast oldugu hesaplandi. Bu formiilde;
Ortalama Protoplast Sayist x Sulandirma miktar1 x 10*=1 ml’deki toplam protoplast

miktari.
2.2.9. Protoplast Fiizyonu

Protoplast saflastirmasi yapildiktan sonra yaprak mezofil hiicrelerinden elde edilen
protoplastlar fiizyona ugratilmadan once her iki ebeveyn hattan da 5x10° miktarinda
protoplast igeren silispansiyon olusturulmustur. Daha sonrasinda protoplast karisimlari

PEG (Polietilen Gilikol) 6000 kullanilarak kimyasal flizyona ugratilmistir. Her iki ¢esit
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denemesinde de 15 ml’lik falkon tiip igerisinde esit (5x10°) miktarda protoplast olacak
sekilde {zerlerine 8 ml hazirlanan PEG6000 soliisyonu eklenmistir. PEG6000
sollisyonunun etkin ¢aligma mekanizmasini bulabilmek farkl yiizde de (% 15, % 20 ve
%25) ve farkl1 siirlerde (10 dk ve 20 dk) PEG denemesi yapildi.

PEG6000’ye maruz birakilan siirenin sonunda protoplastlar fiizyona ugramislardir.
Siirenin sonunda 8 ml protoplast ve PEG6000 soliisyonu protoplast izolasyonunda
kullanilan CPW soliisyonu ile 15 ml’ye tamamlanmistir ve 1000 rpm’de 10 dk siireyle
santrifiij edilerek yikanmistir. Santriflij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilip
peletin {izerine 15 ml % 5’lik mannitol soliisyonu eklenmistir. Bu islemden sonra tekrar
1000 rpm’de 10 dk santrifij yapilmis ve falkonun dibinde kalan protoplastlarin
iizerindeki mannitol soliisyonu pipet ile uzaklastirilmistir. Elde ettigimiz peleti stispanse
ettikten sonra 50 pl 6rnek alarak bunun igerisinde ne kadar ikili ve ¢oklu fiizyon {irtiniin

oldugu sayilarak PEG etkin diizeyi belirlenmistir($ekil 2.7).
2.2.10. PEG 6000 Hazirlanmasi

%15, 20 ve 25 (w/v) PEG 6000 tartilmis 10 ml su igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve 66 mM
CaCl,.2H,0 (0.97 g) ve 0.3 M Glukoz (5.41 g) karisim1 eklenmistir. Bu karisim saf su
ile 100 mI’ye tamamlanmustir ve 15 dk 121 C®de otoklavlanmistir[62].

Sekil 2.8. Flizyon Sonrasi ikili ve ¢oklu flizyon {iriinlerinin sayilmast
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2.2.11. Mikrokallus Olusumu

In vivo kosullarda olusturulan seker pancari, hayvan pancari ve pazi yapraklarindan izole
edilen protoplastin mikrokalusunun tesvik edildigi ortamlar bitki biiylime diizenleyici
hormonlarla desteklenen MS siispansiyon ortamlar1 hazirlanmistir. Bu ortamlarin igerisine
fiizyonu gerceklestirilen mililitrede 5x10° sayida hiicre iceren ornekler eklenmistir.
Dordiincii hafta sonunda siispansiyon ortamlarinda bekletilen her bir petri igerisindeki
mikrokalluslar sayilmis ve tesadiif parselleri deneme desenine uygun olarak SAS istatistik

programinda siispansiyon ortamlarinin 6nem derecesi incelenmistir.

Tablo 2.4. Fiizyon firiinlerinin aktarildig: siispansiyon ortamlari.

Ortam | Temek Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L)

Kodu [Ortam [Sukroz |NAA BAP 2,4D Agar
ORT1 |MS 30g/L |0.8mg/lL  |05mg/lL |- -
ORT2 |MS 30g/L |0.8 mg/L - 0.2 mg/L -
ORT3 |MS 30g/L |1mg/L 0.5 mg/L 0.2 mg/L -

Tablo 2.5. Calismada kullanilan, MS ortami (Murashige ve Skoog, 1962) makro ve
mikro elementler ve miktarlar: [63].

Bilesik Konsantrasyon (mg/l)
Makro Elementler (MS, 1962)
MgS0O,.7H,0 370
KH2PO, 170
NHANO; 1900
KNO; 1650
CaCl,.2H,0 440

Mikro Elementler (MS, 1962)
H; BO3 6.2
MnS0O,.H20 15.6
ZnS0,.7H,0 8.6
Na,Mo04.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025

KI 0.8
FeS0O,.7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
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2.2.12. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma siiresince yapilan uygulamalar, tesadiif parselleri deneme deseni esas alinarak

SAS istatistik programinda analizi yapilmustir.



3. BOLUM

ARASTIRMA ve BULGULAR

3.1. Yaprak Yiizey Sterilizasyonu

Yaprak eksplantlart HgCly nin farkli dozlarinda tesadiif parselleri deneme desenine gore
bes tekerriirlii olarak test edildiginde dokularda 6lii olanlar ve canli kalanlar (Sekil 3.1)
tespit edilmistir. Calismada elde edilen sonuglar SAS istatistik programinda incelenerek

varyans analiz tablosu ve LSD tablosu olusturulmustur (Tablo 3.2, Tablo 3.3).

Tablo 3. 1. Farkli HgCl, uygulamalarinin canli doku oranina ait varyans analiz tablosu

Varyasyon S.D. | Hata Kareler Hata Kareler F Degeri
Ortam 3 37.80 12.60 63**
Hata 16 |32 0.2

Genel Toplam 19 |41

**: %0.01 diizeyinde 6nemli

Farkli HgCl, uygulamalarinin canli doku oranina ait varyans analiz tablosu incelendiginde
uygulamalar arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu goriilmektedir (Tablo 3.1.)
Varyans analiz sonuglarina gore HgCl,’lin eksplant canlili1 iizerine ¢ok 6nemli bir etkisi

oldugu ortaya ¢ikmistir.

Tablo 3.2. Farkli HgCl, uygulamalarinin canli doku orani iizerine etkisi (%)

HgCl, (%) Canh doku oram (%)
0.1 100 A
0.2 88 B
0.4 64 C
0.8 28 D

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan HgCl, eksplantlarin canlilig1 iizerine énemli etkide
bulunmustur. Farkli HgCl, dozlar1 ortalama canli doku orant iizerine etkileri

incelendiginde bir birinden 6nemli derecede dort farkli grup olustugu goriilmektedir (Tablo
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3.2.) Anilan karakter yoniinden en iyi sonuglar % 0.1 HgCl, oranindan elde edigi

gorilmektedir. Artan HgCl, dozlar eksplant canliligini 6nemli derecede azaltmstir.

Sekil 3.1. Farkli HgCl, uygulamalarinda canli ve 6lii dokular

3.2. In Vivo Kékenli Seker Pancari, Hayvan Pancari, Pazi Protoplast izolasyonu ve

Mikrokallus Olusumu
3.2.1. Protoplast izolasyonu

In vivo alinan yapraklar, protoplast izolasyonu i¢in 22m steril petrilere 1’er g olacak
sekilde gruplandirilmistir. Petrilere konulan yapraklar bistiiri ve pens yardimiyla ince
ince kiyilarak bir gram izolasyon dogrudan enzim sollisyonuna maruz birakilarak
inkiibasyon siireci baslatilmistir. Biitlin petrilere % 1 Pektinaz, %2 Hemiseliilaz %1
Seliilaz ve %7’lik Mannitol(w/v) igerikli enzim soliisyonundan ilave edilmistir. Enzim
inkiibasyon siireci i¢in 12, 14 ve 16 saatlik denemeler kurulmustur. Bu denemelerin

hepsi karanlik bir ortamda ve calkalayicida 50 rpm’de gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3. Seker pancari, hayvan pancar1 ve pazi bitkilerinde enzim inkiibasyon
stirelerine gore bir mililitredeki canli protoplast sayilar

Canl Protoplast Sayim | 12 Saat 14 Saat 16 Saat

Seker Pancari 9.4x10° | 8.86x10° | 15.68x10°

Hayvan Pancari 18.16x10° | 15.37x10° | 6.55x10°

Pan 12.29x10° | 10.57x10° | 2.09x10°
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Tablo 3.4. Seker pancari, Hayvan Pancar1 ve Pazi bitkilerinde enzim inkiibasyon
stirelerine gore in vivo kokenli izole edilen 6lii protoplastlarin 1ml’deki

sayilari
Olii Protoplast Sayim 12 Saat 14 Saat 16 Saat
Seker Pancari 5x10° 9.78x10° 9x10°
Hayvan Pancari 9.97x10° 10.32x10° | 8.92x10°
Pazi 1.6x10° 11.94x10° | 4.14x10°

In vivo’da diretilen seker pancarindan alinan yaprak eksplantlarindan en yiiksek
protoplast izolasyonu 16 saatlik enzim inkiibasyon siirecinin ardindan mililtrede
15,68x10° sayida protoplast olarak elde edilmistir(Tablo 3.3.). Hayvan pancarinda in
vivo alinan yaprak érneklerinde elde edilen en yiiksek 12 saat 18,16x10° sayida canli
protoplast elde edilmistir(Tablo 3.3). Pazida in vivo elde edilen yaprak orneklerinin
enzim inkiibasyonundan sonra en yiiksek 12 saat 12,29x10° sayida canli protoplast elde

edilmistir(Tablo 3.3.).

In vivo seker pancari, hayvan pancari ve pazi yapraklarinda en fazla olii protoplast
eldesi sirayla; 14 saat 9,78x10° 14 saat 10,32x10° ve 14 saat 11,94x10° olarak
belirlenmistir(Tablo 3.4.).

In vivo tiretilen seker pancari, hayvan pancari ve pazi yapraklarindan alinan eksplantlara
dogrudan enzim inkiibasyonu baglatildiginda, Sekilde 3.2°de gosterildigi lizere en
yiiksek izole edilmis protoplast sayisi sirasiyla 16, 12 ve 12 saatlik inkiibasyon siirecinin

ardindan elde edilmistir.
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20

18

16

14

12
m Seker Pancari
10

B Hayvan Pancari

M Pazi

12 Saat 14 Saat 16 Saat

Sekil 3.2. Seker pancari, Hayvan pancart ve Pazi’dan izole edilen canli protoplast
sayisi (10°).

In vivo iiretilen seker pancari, hayvan pancar1 ve pazi yapraklarindan alinan eksplantlara
dogrudan enzim inkiibasyonu baglatildiginda, Sekilde 3.3’de gosterildigi iizere en fazla
izole edilmis Olii protoplast sayist biitiin bitkilerde 14 saatlik inkiibasyon siirecinin

ardindan elde edilmistir.

14

12

10

H Seker Pancari

B Hayvan Pancari

W Pazi

12 Saat 14 Saat 16 Saat

Sekil 3.3. Sekser pancari, Hayvan pancar1 ve Pazi’dan izole edilen 6lii protoplast sayist
(10°).
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3.2.2. Elde Edilen Protoplastlarin Fiizyonu

Her tiirde mililitrede protoplast sayisi belirlendikten sonra, seker pancar1 X hayvan
pancari ve seker pancari X pazi arasinda her bir ebeveyn hattan ml’de 5x10° protoplast
olacak sekilde bir steril ependorfun igerisine alinmistir. Bunun ardindan daha énceden
hazirlanan % 15, 20 ve 25 lik polietilen glikol (sigma) igerisine birakilmis ve farkli
stirelerde (10 dk ve 20 dk) flizyonun gergeklesmesi beklenmistir.

Belirlenen siirelerde protoplastlar bekletildikten sonra mikroskop altinda 50 pl’de ne

kadar ikili ve ¢oklu fiizyon iirlinii oldugu belirlenmistir.

Calisma sonucunda seker pancar1 X pazi arasinda en iyi ikili fiizyon sayisi elde edilen
uygulama 59 adet ile (Tablo 3.5.) % 20 PEG6000 20 dakika uygulamasi belirlenmistir.

Seker pancar1 x hayvan pancarit arasinda en fazla ikili flizyon sayisi elde edilen

uygulama 62 adet ile yine % 20 PEG6000 20 dakika uygulamasi olmustur.

Tablo 3.5. Fiizyon sonrasi elde edilen ikili ve ¢oklu fiizyon sayisi

Protoplast PEG Oran |Siire Coklu Ikili
Kaynag % (dk) Fiizyon Fiizyon
10 42 37
S-P 15 20 51 55
10 40 41
S-H 15 20 53 52
10 72 43
S-P 20 20 80 59
10 75 40
S-H 20 20 83 62
10 102 45
S-P 25 20 203 35
10 112 47
S-H 25 20 198 32

(S: Seker pancari, H: Hayvan pancari, P: Paz1)
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3.2.3. Protoplast Fiizyon Uriinlerinden Mikrokallus Elde Edilmesi

Uygun protoplast fiizyonu yontemi belirlendikten sonra mililitrede 5x10° protoplast
olacak sekilde oOlciiliip 10 ml ortamlara eklenmistir. Bu asamada ii¢ farkli ortam
denenmistir. Ortamlarda MS bazal ortami kullanilmis ve buna ek olarak % 3 sukroz,

bitki biiyiime diizenleyicileri eklenmistir.

Protoplastlar kiiltiire alindiktan sonra 2. giinde hiicre duvarlarinin olustugu

gbzlemlenmistir

Besinci giinde Kkiiltiir ortamindaki protoplastlarin hiicre kolonileri olusturduklari

gozlemlenmistir(Sekil 3.4;3.5).

Sekil 3.4. Cevresinde hiicre duvari olusan protoplastlar.

Sekil 3.5. Olusan hiicrelerin ¢ogalarak hiicre kolonilerinin olugumu
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Yedinci giinde mikrokallus olusumlart mikroskop altinda gézlemlenebilir hale gelmistir
(Sekil 3.6.). Bu asamada protoplastlarin hiicre duvarlarinin olusmus, hiicre kolonilerini
tamamlamis ve artik bunlarin g¢ogalarak kallus yapisini olusturmaya basladiklar
gbzlemlenmistir. Bu yapilarin her giin kontrolii yapilarak degisim oranlari incelenmistir.
Yedinci giinlin sonunda petrilere iki mililitre taze ortamlar eklenmistir. Bu yapilan islem
ile ortamlarin igerisindeki sukroz, MS ve bitki biiylime diizenleyicilerinin yetersiz hale
gelmesinin ~ Oniine  gecilmistir. Bu asamada protoplastlarin  mikrokalluslara

doniisebilmesi i¢in bitki biiylime diizenleyicileri cok 6nemli bir rol tasimaktadir.

Sekil 3.6. 40x mikroskop altinda gozlemlenen mikrokalluslar

Kiiltir ortamindaki protoplastlardan 14 giin sonunda mikrokallus sayimmi
yapilmistir(Sekil 3.7). On dordiincii giiniin  sonunda mikrokalluslar ¢iplak gozle

gozlemlenebilir hale gelmislerdir.

Sekil 3.7. 4x mikroskop altinda on dort giinliik mikrokalluslar
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Yapilan c¢aligmada kullanilan ¢ farkli ortamda alti tekerriir uygulanip tesadif

parsellerine gore hesaplanmustir.

Tablo 3.6. Seker pancar1 x hayvan pancari fiizyonlarindan olusan mikrokallus
siispansiyon ortamlarinin varyans analiz tablosu

Varyasyon S.D. | Hata Kareler Hata Kareler F Degeri
Kaynagi Toplamm Ortalamasi

Ortam 2 2545.4 1272.72 374.33**
Hata 15 |51 34

Genel Toplam 17 | 2596.4

**:%0.01 diizeyinde 6nemli

Seker pancar1 x hayvan pancari flizyonlar1 arasinda olusan mikrokalluslarin sayist her
ortama gore farklilik gosterdigi belirlenmistir(Tablo 3.7.). SAS istatistik program ile
yapilan LSD ve varyans analizi incelemelerinde (Tablo 3.6.) Img/L NAA, 0.5 mg/L
BAP ve 0.2 mg/LL 2,4 D bitki biiyiime diizenleyicisi iceren ORT3 siispansiyon
ortaminda elde edilmistir(Tablo 3.7.).

Tablo 3.7.  Seker pancari x hayvan pancari fiizyon iiriinleri mikrokallus olusum orani

(%)
Ortam Mikrokallus orani (%)
ORT3 52.66 A
ORT1 41.83B
ORT2 23.83C

Seker pancar1 x pazi flizyonlar1 arasinda olusan mikrokalluslarin sayisi siispansiyon
ortamlar1 arasinda farklilik oldugunu gostermistir(Tablo 3.9.). SAS istatistik programi
ile yapilan LSD ve varyans analizi sonuglarina gore (Tablo 3.8.) Img/L NAA, 0.5 mg/L
BAP ve 0.2 mg/LL 2,4 D bitki biiyiime diizenleyicisi igeren ORT3 siispansiyon

ortaminda en iyi sonug elde edilmistir(Tablo 3.9.).
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Tablo 3.8. Seker pancar1 x pazi fiizyonlarindan olusan mikrokallus siispansiyon
ortamlarinin varyans analiz tablosu

Varyasyon S.D. | Hata Kareler Hata Kareler F Degeri
Kaynag Toplam Ortalamasi

Ortam 2 3241 1620.5 422.74**
Hata 15 | 575 3.83

Genel Toplam 17 | 3298.5

**:9%0.01 diizeyinde 6nemli

Tablo 3.9. Seker pancar1 x hayvan pancari fiizyon {iriinleri mikrokallus olusum orant

(%)
Ortam Mikrokallus oram (%)
ORT3 52.66 A
ORT1 43.16 B
ORT2 20.66 C




4. BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu ¢alismada oncelikle, eksplantlarin sterilizasyon c¢alismasi esas alinmis ve
en uygun sekilde canli kalan eksplantlar i¢in sterilizasyon yontemi belirlenmistir.
Sterilizasyon protokolii olusturulduktan hemen sonra seker pancari, hayvan pancari ve
pazida yaprak ornekleri alinip sterilize edilerek enzim inkiibasyonunda protoplastlar
izole edilip gerekli uygulamalar yapilmis ve protoplastlar fiizyona ugratilip ikili ve

coklu fiizyon trtinleri elde edilmistir.

In vivo ortamdan alinan yapraklar icin dort farkli sterilizasyon denemesi uygulandi.
Bunlarin igerisinde hayatta kalan eksplant sayisi en iyi olan yontem STRI istatistiki
olarak belirlendi. Daha onceki yaprak yiizey sterilizasyonunda gozlemledigimiz
kadariyla seker pancarmin yapraklarinda kararmalar oldukca fazla olmaktaydi. Bizde
alternatif bir yontem olarak HgCl, kullandik ve olumlu sonuglar elde ettik. Daha 6nce

yapilan protoplast izolasyon c¢aligmalarinda ise genellikle NaClO kullanmislardir
[22][29][31][32].

Yapmis oldugumuz c¢aligmada % 0.1 HgCly’nin 20 dk uygulanmasi ile yapilan
sterilizasyonda yapraklarin herhangi bir zarara ugramadan ve bulasiklik olusturmadan
kullanilabilecegi gozlemlenmistir. Bu yontem NaClO uygulamasi yontemine alternatif

bir yontem olmas1 oldukga olasidir.

Yapraklarin % 2 seliilaz, % 1 pektinaz, % 1 ve % 7 mannitol iceren enzim soliisyonunda
inklibe edilmesi ile ¢ farkli varyantimizda farkli saatlerde farkli miktarlarda
protoplastlar elde edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada seker pancart 16 saat inkiibe
edildiginde mililitrede en yiiksek protoplast miktar1 elde edilmistir. Hayvan pancar1 ve
pazida ise 12 saatlik bir inkiibasyon sonucunda mililitrede en fazla protoplast sayisi elde

edilmistir.
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Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada, in vivo’dan yetistirilmis seker pancari, hayvan pancari
ve pazi yapraklarindan protoplast izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. In vivo’dan alinan
yaprak eksplantlar1 STR1 sterilizasyon yontemiyle sterilizasyonu gerceklestirildikten sonra
protoplast izolasyonu tamamlanmistir. In vitro alinan Beta iirlerinin yapraklarindaki
mezofil hiicrelerinden, protoplast izolasyon yontemiyle protoplastlar elde edilmigstir. Bu
calismada enzim inkiibasyon siirelerine gére protoplast izolasyon verimliligi aragtirilmistir.
Yapilan tim bu denemeler sonucunda, in vivo’dan alinan Beta iirlerinin yaprak
eksplantlarindan en yiiksek protoplast izolasyonlari1 seker pancarindan en yliksek protoplast
izolasyonu 16 saatlik enzim inkiibasyon siirecinin ardindan mililtrede 15.68x10° sayida
protoplast hayvan pancarinda 12 saatlik inkiibasyonda mililitrede 18.16x10° protoplast ve

pazi yapraklarindan 12 saat inkiibasyondan mililitrede 12.29x10° protoplast elde edilmistir.

Shlangstedt vd. yaptiklar1 ¢alismada seker pancarinin petiollerinden protoplast elde etmek
i¢in ¢alisma yiiriitmiis ve ¢aligmasinda petiol eksplantini inkiibe etmek igin Seliilaz TC (%
1, Serva), Pektinaz (% 1.5, Serva), seliilizin (% 0.2, Calbiochem), Seliilaz Onozuka R10
(0.1 %, Serva), Makerozym R10 (% 0.2, Serva) ve Driselaz (% 0.075, Fluka) enzim
siispansiyonunu kullanmuslardir. Yaptiklari bu inkiibasyon neticesinde mililitrede 1 x 10*
ve 5 x 10° arasinda bulmuslardir[42]. Pedersen vd. CPW tuzlari, % 9 (w/v) mannitol, 0.1
mM n-propyl-gallate (nPG), % 1 (w/v) seliilaz TC (Serva), % 1 (w/v) seliilaz Onozuka R10
(Yakult), % 0.5 (w/v) makerozym Onozuka R 10 (Yakult) ve % 0.05 driselaz (Sigma)
enzim kombinasyonunu kullanarak seker pancar1 (Beta vulgaris sachariferia) ve Beta
martima yapraklarinda yaklasik mililitrede 4x10° ve petiollerinde ise 2.05x10° protoplast
elde etmislerdir [32].

Yapilan bu ¢aligmalar neticesinde elde edilen protoplastlarin sayilarindaki bu farklilik

enzim kombinasyonlar1 ve genetik farkliliktan kaynakli oldugu tahmin edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada fiizyon iriinii olarak kimyasal yontem yani polietilen glikol 6000
kullanilmistir. Polietilen glikol farkli siirelerde ve farkli dozajlarda uygulanarak ikili ve ¢ok
fiizyon tiriinlerini ne kadar iirettikleri test edilmistir. Polietilen glikol 6000 % 15, 20 ve 25
dozajinda 10 dk ile 20 dk siirelerde uygulanmistir. Seker pancarinda, hayvan pancarinda ve

pazida en 1yi ikili fiizyon iiriinleri % 20 PEG ve 20 dk uygulamasindan elde edilmistir.
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Bates yaptigi caligmada Nicotiana yapraklarinin mezofil hiicrelerinden elde edilen
protoplastlar1 kullanarak fiizyon caligmasi yapmistir. Yaptig1 calismada fiizyon islemini
gerceklestirmek icin hem kimyasal PEG yontemi hemde elektrofiizyon yoOntemini
gerceklestirmistir. Sonug olarak da polietilen glikol ile % 10 ¢oklu fiizyon, %3 ikili fiizyon
ve elektrofiizyon yontemi ile de % 19.5 ¢oklu fiizyon, % 5.4 ikili flizyon elde etmislerdir
[22].

Elde ettigimiz bu calismadaki fiizyon iiriinlerini hem seker pancari x hayvan pancari
hemde seker pancar1 x pazi arasinda mikro kallus olusumu i¢cin MS temel ortaminda, % 3
sukoz ve t¢ farkli (0.8 mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP — 0.8 mg/L NAA, 0.2 mg/L 24D -1
mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP, 0.2 mg/L 2,4 D) hormon konsantrasyonunu igeren
siispansiyon ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bunun neticesinde seker pancari x hayvan
pancart arasindaki fiizyonlarin siispansiyonunda ORT3 ortaminda ortalama % 52.66,
ORT2 ortaminda % 23.83 ve ORT1 ortaminda % 41,83 mikro kallus olusumunu
gozlemledik. Bunun yani sira seker pancart x pazi arasindaki elde edilen fiizyon
tiriinlerinin siispansiyon ortamindaki mikro kallus olusumunda ORT3 ortaminda % 52.66,
ORT1 ortaminda % 43.16 ve ORT2 ortaminda ise % 20.66 mikro kallus orani elde edildigi
tespit edilmistir.

Schlangstedt vd. seker pancari yapraklarindan ve petiollerinden protoplast izolasyonu
gerceklestirerek kimyasal yontem polietilen glikol ile flizyonu gergeklestirmislerdir.
Fiizyon neticesinde elde ettikleri flizyon {irtinlerini % 1 aljinat(sigma), SD temel besin
igerikli % 3 sukroz ve 1 mg/L, 1.5 mg/L, 2 mg/L 2,4 D bitki besin diizenleyicisi i¢eren
ortamda mikrokallus olusumu test etmislerdir. Bu denemenin neticesinde 1 mg/L 2,4 D
iceren ortamda % 42, 1.5 mg/L 2,4 D igeren ortamda % 41 ve 2 mg/L 2,4 D igeren ortamda

1se % 23 mikrokallus olusumu belirlemislerdir [26].

Schlangstedt vd.’nin yaptig1 c¢alismadan anlasilacagr tizere 2,4 D bitki biiyiime
diizenleyicisinin 2 mg/L’ye kadar olumlu etkisi bulunmaktadir. Ayrica ortamda aljinatin
etkisi ise yaptigimiz siispansiyon ortami ile karsilastirildiginda onemli bir etkisinin

olmadig1 gozlemlenmistir.

Bu c¢alismada, in vivo kosullarda yetistirilmis seker pancar1 (Beta wvulgaris

sacchariferia), hayvan pancari (Beta vulgaris rapacea) ve pazida (Beta vulgaris ruba)
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protoplast izolasyonu ve fliizyonu gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen
veriler, Beta varyetelerinde yapilacak daha sonraki fiizyon c¢alismalarinda

kullanilabilecektir.

Bundan sonraki c¢alismalarda; flizyona ugratilan protoplastlarin genetik analizleri
yapilarak hibrit ya da sibrit tespitine gidilmelidir. Tespit edilen hibrit ya da sibritlerin
mikrokallus olusturmalarimin ardindan bitki rejenerasyonu gerceklestirilmeleri
saglanarak, fiizyon sonucu elde edilen Beta varyetelerinde herhangi bir fizyolojik ve

morfolojik farkliliklar arastirilabilir.

In vivo kosullarda yetistirilen Beta varyetelerinde ¢alistigimiz protoplast izolasyonu ve
fiizyonu ile ilgili elde edilen yeni bilgiler dogrultusunda bu protokoller gelistirilerek

daha verimli, hizl1 ve diisiik maliyetli calismalar gerceklestirilebilir.
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