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Ulkemizde sera ve tarla kosullarinda yetistiriciligi yapilan
domateste bircok hastalik, zararli ve ekstrem kosullardan dolayi
onemli derecede Urun kayiplari meydana geimektedir. Domateste
hastalik, zararh ve ekstrem kosullara dayanikli yeni bitkiler
gelistirmede klasik melezlemeye alternatif bir yontem olan
somatik hibridizasyon igin gerekli protoplast izolasyonu ve kdltara
tzerinde cahistimistir.

Protolast izolasyonu amaciyla in vitro sirglin ucu kulturi
yontemiyle modifiye edilmis MS ortaminda gelistiriimis 3-4
haftalik domates bitkiciklerinin tam gelismis yapraklar
kullaniimigtir. Protoplast izolasyonunda kullanilan iki farkli enzim
¢Ozeltisinden en iyi sonugc DES enzim solisyonunda elde edilmistir.
En yuksek protoplast bolinmesi (%19.53) ve % kaplama etkinligi
(%7.9) 1.0X105 protoplast/ml yogunlukta modifiye edilmis TM-2
ortaminda kiltire alinan protoplastlarda gézlenmistir.

Kulture alinan protoplastlardan gelistirilen mikrokalluslardan
0.5 mg/l GA3 ve 0.5 mg/l Zeatin iceren TM-4 ortaminda en yiksek
kallus olusumu goézlenmistir.
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ABSTRACT

Tomatoes are an important crop growing in field and
greenhouse in Turkey. However, production suffers from several
diseases, pests, and environmental conditions. Protoplast solution
and culture is necessary for somatic hybridization and provide a
powerful tool in obtaining resistant line, which in a widely
technigue used in addition to classical breeding.

Protoplast were isolated in vitro from mature leaves of 3-4
weeks old tomato plants growing in a modified MS medium. The DES
enzyme solution provided the best resuit in protoplast isolation
compared to ST. The highest protoplast dividing rate (19.5%) and
the best plating efficiency (7.9%) were observed at a density of
1.0X105 protoplasts/mi in the modified TM-2 medium.

The most microcalli developed from protoplasts were obtained
using TM-4 medium containing 0.5 mg/l GA; and 0.5 mg/l Zeatin.



1. GIRiS

Butin dinyada oldugu gibi, tlkemizde de onemli kiltur bitkileri
arasinda yer alan domates (Lycopersicon esculentum Mill.)
sofralik olarak tuketildigi gibi domates suyu, salca ve ketcap
yapiminda da kullanilmakta ve 1992 yii FAQ istatistiklerine gore
dinyada 2896 bin hektar ekim alant ve 70443 milyon ton uretimi
yapilan énemli bir kioltor bitkisidir. Ulkemiz 1992 yili itibaryla
165 bin hektar domates ekim alani olarak diinyada dérdiincti, 6400
milyon ton dretimle ikinci ve birim alandan alinan Griin miktan
(38788 kg/ha) bakimindan ise 34. sirayi aimaktadir (FAO, 1992).
Domates yetistiriciligi yapilan diger tlkelere gore ilkemizde birim
alandan alinan Grin miktarindaki disukligun bashica nedenieri;
kultarel onlemlerdeki eksikliklerin yanisira fungal, bakteriyal ve
viral hastalik etmenleridir.

Adi gecen hastalik etmenlerine karsi (viriisler harig) kullanilan
asirt pestisit uygulamalarinin ekonomik olmaktan ¢ikmasi, cevre
kirliligi ve insan saglg agisindan sorun olmaya baslamasi
nedeniyle Ozellikle son yillarda hastaliklara dayanikli bitki tur ve
varyetelerinin gelistirilmesi {tzerindeki c¢aligmalar yogdunluk
kazanmistir.

Klasik islah yontemleri kullanilarak hastaliklara karsi
dayanikhi bitkiler 1slah etmede gerekli olan genetik varyabilite
kendine dollek olan domateste sorun olabilmektedir (RICK, 1983;
PHILOUZE, 1986). Halbuki yeni domates cesitleri gelistirebilmek
icin tanmsal acidan onemli genetik karakterlere sahip yabani
Lycopersicon  tirlerinin o6zellikle Giiney Amarika'da Sili gibi
Ulkelerde mevcut oldugu bilinmektedir (HOLLE ve ark., 1978). Bu
turlerde kahverengi kok curuklogu (Phytophthora nicotianae var.



parasitica ), Septoria yaprak leke hastali§i (Septoria lycopersici),
Tutin Mozaik Virasii ve Curly Top Virisine karsi dayanikhilik
karakterierinin varhd saptanmis bulunmaktadir (ALEXANDER,
1971; STEVENS ve RICK, 1985; SOTIROVA ve RODEVA, 1990). Bunun
daha da Stesinde bu turlerin dusuk sicakhk ve kurakliga da tolerant
olduklari ortaya konuimustur (STEVENS ve RICK, 1985; HOLLE ve
ark., 1978).

Yabani Lycopersicon tirlerinde bulunan tarimsal agidan onemli
bu o&zellikierin ahsilagelmis 1slah yontemleri ile kalturd yapilan
domates tirlerine aktarilmasinda ise gugliklerle
karsitasiimaktadir (TAN ve ark., 1987a). Kultur domateslerine
yabanci genlerin aktarimi ve sekstiel melezleme problemlerine
¢6zum yollarinin agiklanmasina (THOMAS ve PRATT 1981; GRADZIEL
ve ROBINSON 1989a,b) ragmen elde edilen hibrid bitkilerde pistil
gelisimi olmamaktadir (LEFRANCOIS ve CHUPEAU, 1993). Bunun
yanisira seksliel hibrid bitkiler sadece melezlemede kullanilan
ebeveynlerin genomik karakterlerini tasimaktadir. Oysa
Lycopersicon turlerinde tarimsal agidan 6nemli bazi 6zelliklerin
(herbisitlere dayaniklilik ve sitoplazmik erkek kisirhdi gibi) hiicre
organellerinde bulundugu bilinmektedir (SMITH, 1989).

Son yillarda gelistirilen ve birgok kultur bitkisinde uygulama
alani bulmus olan protoplast fuzyonu ile somatik hibridizasyon
veya sibridizasyon tekniklerinin klasik melezlemede karsilagilan
gugluklerin asiimasinda o6nemli rol oynayabilecegi ileri
strilmektedir (GALUN ve AVIV, 1983; KUMASHIRO ve ark., 1989;
THANH ve MEDGYESG, 1989). Lycopersicon tir ve cesitleriyle
akraba cinslerinde bulunan hastalk, zararli ve ekstrem kosullara
dayantklihk karakterlerinin protoplast fuzyonu ve direkt gen
transferi (DNA-uptake) ile kiltiir domatesine aktarilabilmesi igin



her bitki turinde protoplast izolasyonu ve kiltird sisteminin
gelistirilip rutin hale getirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle,
ulkemiz ekonomisinde 6nemli bir yeri olan domateste (Lycopersicon
esculentum Mill.) somatik hibridizasyon ve direkt gen transferi
icin on kosul olan protoplast izolasyonunun gergeklestirilmesi,
degisik kultire alma sekillerinin hiicre bodliinmesi ve mikrokallus
olusumuna olan etkinlikierinin saptanmasi amaciyla bu c¢alisma
yapimistir.



2. ONCEKI GALISMALAR

Yiksek verimli hastalik, zararlh ve ekstrem kosullara
(tuziuluk, kurakhk, dusuok sicakhk) tolerant veya dayanikli kaltur
bitkileri gelistirmek ve (reticinin kullanimina sunmak igin
absiimis yontemlerin yani sira protoplast fuzyonu ile somatik
hibridizasyon ve gen transferi (transformasyon) gibi yeni
tekniklerin kullanim son yillarda yogunluk -kazanmistir.

Bu tekniklerin uygulandigi kultur bitkilerinden birisi de tiim
dinya dllkeleri icin de onemli olan domatestir. Birgok hastalik ve
zararl dolayssi ile 6énemli Griin kayiplaninin ortaya ¢iktigr bu kultr
bitkisinde, yapilan c¢alismalarin baslica amaci verimi sinirlayici
faktoriere karsi dayanikli yeni bitkiler gelistirebilmektir. Bu amag
icin uygulanan modern tekniklerden biriside yukarida da belirtildigi
gibi protoplast adini verdigimiz hiicre duvari enzimlerle yikilmis
hucrelerin fiziksel ve kimyasal 'yéntemlerle birlestirilerek
(somatik hibridizasyon) bir bitkide bulunan bir karakterin diger bir
bitkiye aktariimasidir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan bir
calismada (ZAPATA ve ark, 1981) Lycopersicon esculentum Mill.
cv. Wailter, L. pimpinelifolium (Jusl.) Mill. ve L. hirsutum Humb. ve
Bonpl. f. glabratum (C.H. Mull.). Fobes ve Tenksley yaprak mezofil
protoplastlari enzimatik olarak izole edilmis ve kiulture alinan
protoplastlarin kallus olusturmalarinda amonyum nitratin (NH4NO3)
olumsuz etkide bulundugu, buna kargilk 2,4-diklorofenoksiasetik
asid (2,4-D), indolasetik asid (IAA) ve sakkaroz miktarinin olumiu
yonde etkili oldugunu bildirmislerdir.

TABAEIZADEH ve ark. (1984)'nin Lycopersicon esculentum ve L.
peruvianum ile yaptiklari bir g¢aligmada 16 saat 1stkk 8 saat
karanhk kosullarda yetigtirilen bitkilere 5 giin boyunca 9 saat isik



13 saat karanhk kosullar uygulandiginda, surekli 16 saat isik
uygulanan bitkilere gore izole edilen protoplastlarda hicre
boélinmesinin daha yiiksek oldugunu ve L. peruvianum 'da ise bu
uygulamanin onemli olmadigini saptamisiardir. Her iki tirde de
protoplast izolasyonundan once bitkilere disik sicaklik
uygulamasinin kallus olusumunda ©nemli derecede artis
saglandigini ve dusiikk sicakhk uygulamasindan o6nce bitkiden
yapraklarin kopariimast bu pozitif etkiyi azaltict etkide
bulundugunu bildirmislerdir.

NIEDZ ve ark. (1985), kontrollu kosullarda yetistirdikleri 3-4
haftallkk 8 domates (Lycopersicon esculentum Mill.) kiltivarimin
yapraklarindan protoplast izole etmislerdir. izole ettikleri
protoplastlari modifiye ettikleri 8E ortaminda kulture alarak
caplari 0.5 cm'ye varan kalluslar elde etme basarisini
gostermiglerdir. Elde edilen kallusiardan ise sadece 6 kiiltiivardan
bitki regenerasyonunu gerceklestirmisler ve regenere edilen
bitkilerin kék olusturmalarini takiben sera kosullarinda topraksiz
kilturde ciceklenme asamasina kadar getirebilmislerdir.

SHAHIN (1985) tarafindan 14 domates killtiivan {zerinde
yapilan bir calismada bitki gévde ve kotiledonlarindan izole edilen
protoplastlari kiltiire alma asamasinda c¢esitier arasinda
farkhhklar oldugunu ortaya koyulmus ve g¢aligmada kaplama
etkinligi %50 olarak saptanmistir. Protoplastiarin kiilture
alinmasiyla elde edilen kalluslardan bitki regenere edilerek topraga
aktarilmistir.

TAN ve ark. (1987a)'nin dort domates ¢esiti Uzerinde yapmig
olduklart bir c¢alismada protoplast izolasyonunda verimliligi
arttirmak icin bitkilerin izolasyondan o6nce 18 saat 25°C'de
karanlk kosullarda, ve bunu takibende 6 saat stire ile +4°C'de



tututmasinin gerekliligini rapor etmislerdir. Protoplastlarin
izolasyonundan sonra kahverengilesmeyi onlemek igin
protoplastlarin cevresinde sivi kiltir ortami bulunan damla
seklindeki Seaplaque agarose igerisinde veya sadece sivi ortamda
kiltire alhinmiglardir. Her iki yontemde de protoplastiarin boéliinme
ve protoplastiardan bitki regenerasyonu orani arttirdabilmistir.
Sargiin olusumunun tesviki icin bir baska yontem uygulanmig, bunun
icin mikro kalluslar 6nce 0.2 M mannitol ve 7.3 mM sakkaroz iceren
daha sonrada sadece 0.5 M sakkaroz iceren ortam Ulzerinde kalture
alinmiglardir. Bu yoéntemle 3 ay icerisinde bitki elde edilebilmis,
ancak arastirmada ele alinan cesitler arasinda farkhhklar
gorulmustar.

TAN ve ark. (1987b), Lycopersicon esculentum 'un 11
genotipinde yaprak diski ve mezofil protoplastlarinin siirgin
olusturma kapasitesini karsilastirmislardir. Test edilen
genotiplerde siirgiin olugsum kapasitesi yéniinden dogal hatlar ve
bunlann hibritleri arasinda ve yaprak diski ile protoplasttan bitki
regenerasyon kapasitesi arasinda bir iliski oldugunu
bildirmislerdir. Domateste protoplastliardan yiiksek regenerasyon
kapasitesine sahip olan genotipleri, yaprak disklerinden sirgin
olugturma oranina bakarak protoplast izolasyonu icin hizll bir 6n
secim yapilabilecegini ileri strmuslerdir.

MONTAGNO ve ark. (1991), yabani bir tir olan Lycopersicon
hirsitum f. hirsitum ile protoplast kiiltirleri Gzerinde yapilan bir
calismada 3-4 haftalik bitkilerin yaprak mezofil protoplastlar
modifiye edilmis Lycopersicon Cultur Medium {zerinde kiltire
abnmis ve kaplama etkinligi %7.2 ile %25.9 arasinda degismistir.
Olusan kalluslardan da %60 ile %85 arasinda surgin
gelistirebilmislerdir.



O'CONNEL ve HANSON (1985) tarafindan yapilmis olan bir
caligmada Lycopersicon esculentum yapraklarindan izole ediien
protoplastlarla L. pennellii  hicre sispansiyon kultirlerinden izole
edilen protoplastiar PEG (MW 6000) aracihd ile fuzyona tabi
tutulmus ve elde edilen bitkilerin DNA seviyesinde yapilan
analizlerle hibridizasyonun gercgekiestigini kanitlamiglardir,

O'CONNEL ve HANSON (1986), Lycopersicon esculentum yaprak
mezofil protoplastlari ile Solanum rickii 'nin hicre sispansiyon
kilturunden izole edilen protoplastiarinin PEG araciligi ile fuzyonu
sonucu Phosphoglucomutase-2 izozim analizi ile olusan
kalluslardan tek birinin somatik hibrit kallus kolonisi oldugunu
belirlemiglerdir. Elde edilen 4 somatik hibrid bitkinin hepside
yapilan total DNA analizleri sonucunda S. rickii'nin cpDNA'sinin
kalitsal olarak kaldigini bildirmiglerdir.

HANDLEY ve ark. (1986), L. esculentum vyaprak mezofil
protoplastian ile Solanum lycopersicoides 'in hiicre siispansiyon
kiltirlerinden elde ettikleri protoplastiari PEG yardimiyla
birlestirerek somatik hibrit bitkiler elde edilmisier ve
intergenerik somatik hibrid bitkiler PEG/DMOS fuzyon soliisyonu ile
L. esculentum protoplastiarinin kismen inhibisyonu ve modifiye
edilmis 8E ortaminda S. Ilycopersicoides protoplastlarinin
bolinememesi Gzerine kurulan iki farkli bir selleksiyon sistemi
kullanmislardir. Sellektif ortamda hizli gelisen kalluslar secilerek
bunlardan bitki regenere etmislerdir. Segilen 8 bitkide yapilan
izozim analizleri sonucu somatik hibrit bitkiler oldugu kamtlanmis
ve B somatik hibrit bitkiden 7'sinin kromozom sayisi 2n=4X=48'den
2n=68 arasinda degismistir. Hibrit bitkilerin iki tanesinde kok ucu
hiicrelerinin miksoploid (48, 53, 54 ve 55) kromozom igerdigini
gozlemislerdir.



O'CONNELL ve HANSON (1987), Lycopersicon esculentum ve L.
pennellii arasinda PEG yardimiyla somatik hibridizasyonu
gerceklestirmisler, bu hibrid hucrelerden bitki regenere
edebilmiglerdir. Regenere edilen bitkilerde %20 oraninda
fertilitenin azaldigini saptamuglardir. Yapilan analizler sonucunda
elde edilen bitkilerin kloroplastlari her iki ebeveynin genomunu
tasidiklari, ancak daha fazla L. pennellii 'nin genomlarinin hakim
oldugunu ve saptanan 34 somatik kallustan 21'inden sirgin elde
edildigini, bunlardan ise 7 tanesinin tohum olusturdudunu
bildirmislerdir.

WIJBRANDI ve ark. (1988), kanamisine dayanikli Bellina
domates ¢esiti ile gamma s ile isina tabi tutulmus ve
tutulmamis L. peruvianum  protoplastian ile fuzyonu sonucu
simetrik ve asimetrik hibrit bitkiler elde etmiglerdir. Simetrik
hibrid kalluslar, L. peruvianum protoplastlarindan gelisen kallusiar
kadar regenerasyon kapasitesine sahip olurken, igina tabi tutulan L.
peruvianum  protoplastlari ile fuzyonu sonucu elde edilen
kalluslardan bitki regenerasyonu c¢ok yavas ve oldukca disiik
oldugunu gozlemislerdir. Kromozom sayilarina bakildiginda
simetrik hibrid bitkilerde tetraploid (2n=48) veya heksaploid
(2n=72) olurken asimetrik hibritlerin ¢ok buyik farkhliklar
gosterdigi bildirilmistir.

JAIN ve ark. (1988), S. nigrum 'dan domatese atrazine
dayanikhlik genini protoplast fuzyonu ‘ile aktarmak icin 4 farkl
yontem kullanmuglardir. 1; S. nigrum protoplastlari ile domates
protoplastlarini, 2; gamma isimt ile isinlanmis S. nigrum
protoplastlan ile domates protoplastlarini, 3; gamma isini ile
isinlanmis  S. nigrum protoplastlar ile iodoacetate uygulanmig
domates protoplastiarini ve 4; bir somatik hibrid bitkinin



protoplastlari ile domatesin protoplastiarini geriye fuzyon
yapmiglardir. 1. yéntemde elde edilen 12 somatik hibrid bitkinin
10% M atrazine dayanikh oldugunu saptamuslardir. 2. ve 3.
ybntemde olusan 20 bitki atrazine dayanikli olurken UV ile
isinlamanin S. nigrum genomunun somatik hibrid bitkiye aktarimini
engelledigini saptamislardir. 4. uygulamada regenere edilen 18
bitkiden 8'i morfolojik olarak domatese benzerken digerleri S.
nigrum ile domates karakteri arasinda ozellikler gosterdigini
bildirmislerdir.

WIJBRAND! ve ark. (1990a) tarafindan, L. esculentum yaprak
protoplastlari ile farkh dozlarda (50 Gray-300 Gray arasinda)
gamma isintyla i1sinlanmis L. peruvianum yaprak protoplastlarinin
fuzyonu ile elde edilen asimetrik somatik hibridlerin genom
iceriklerini Southern blot analizi ile belirlemislerdir. Isinlanmig L.
peruvianum 'un genomu isin dozuna bagh olarak %17 ile %69
oraninda genleri elemine oldugunu bildirmislerdir. 2., 4. ve 7.
kromozomlarda bulunan 3 L. peruvianum lokusu tim asimetrik
hibridlerde oldugunu belirlemigler ve selleksiyonda regenerasyon
kapasitesi o6zelligi kullanddigi igin bu bdlgelerin regenerasyona
etki ettigini bildirmiglerdir.

WIJBRANDI ve ark. (1990b), Lycopersicon esculentum ile
yabani bir tar olan L. peruvianum arasindaki somatik
hibridizasyonu PEG ve elektrik akimi ile gergeklestirmisler ve elde
edilen bitkilerin buyik bir gogunlugunun tetraploid (2n=4X=48)
oldugunu belirlemiglerdir. Hibritlerin buytk bir cogunlugu gigek
acip tohum olusturmus ve RFLP analizi sonucunda, 10 tane hibritten
6'sinda 2 genomun L. esculentum 'dan, 4 genomun ise L.
peruvianum'dan oldugunu saptamiglardir. Ayrica hexaploid
bitkilerin tetraploidlere goére daha az fertil oldugunu da
bildirmiglerdir.
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SAN ve ark. (1990), 2 kultur domates bitkisi protoplastlan ile
L. peruvianum protoplastiarini elektrofuzyon ve PEG kullanarak 43
fertil tetraploid somatik hibrid bitkiler elde etmislerdir. Somatik
hibrid bitki elde etmede elektrofuzyon yontemi kimyasal fuzyon
yoéntemine gore ¢ok daha fazla etkili oldugunu saptamislardir.

WOLTERS ve ark. (1991), g-glucuronidase (GUS) genini iceren
patates cesiti 50 veya 500 Gray isini ile isinlanan ve isina tabi
tutulmayan bitkilerin yaprak mezofil protoplastiart ile bir
sitoplazmik albino domates cesitinin protoplastlarinin fuzyonu ile
hibrid bitkiler elde etmislerdir. Fuzyon drinleri yesil kalluslar
olusturdugundan goreceli olarak diger kalluslardan ayirmiglar ve bu
kalluslarin hibrid olup olmadigini daha sonra izoenzim analizleri
ile kanitlamislardir.

DERKS ve ark. (1991), L. peruvianum ve L. esculentum 'un
protoplastlarinin fuzyonu ile simetrik ve asimetrik hibrid bitkiler
elde etmigler ve 73 simetrik ve asimetrik hibrid bitkide yapilan
analizler sonucunda yalniz bir bitkide her iki ebeveynin kloroplast
genomunu, digerlerinin ise yalniz bir ebeveynin kloroplast
genomunu igerdigini gozlemislerdir.

RATUSHNYAK ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
klorofilsiz Lycopersicon esculentum Mill. (Plastoma mutant Pl-alb.
1)'un yaprak protoplastlan ile L. peruvianum var dentatum (3767
ve 3772 hatlan)'un yaprak protoplastlan PEG+Ca*Z yilksek pH'li bir
solisyon ile protoplastiarn birlestirmisler ve interspesifik ntiklear
ve/veya sitoplazmik hibrid bitkilerin secimi, gamma isini ile
isinlanan L. peruvianum protoplastiarinin boélunmemesi ve L.
esculentum ile karsitastiriididinda hibrid protoplastiarin beyaz
renkli mikrokalluslar olusturmasina gore secmislerdir. Hibridler
esterase izozim analizleri, plastid, mitokondrial DNA, mitoz ve
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mayoz bolinmelerine gore ve ayrica yaprak, cicek ve meyve
morfolojilerine bakilarak belirlemiglerdir. Bir vejetasyon donemi
boyunca tarla kosullarinda hibrid bitkileri incelediklerinde ¢ok
fazla farkhliklar gosterdigini ve tum hibrid bitkiler bol cicekli ve
abortif tohumlu meyveler olusturdugunu bildirmislerdir.

BONNEMA ve ark. (1991), L. pennellii hiicre siispansiyonlarina
gamma siniyla 1sinlamis ve L. esculentum  yaprak mezofil
hiicrelerine iodoacetamide uygulayarak L. pennellii ve L.
esculentum 'un protoplastlaninin fuzyonu ile sibrid bitkiler elde
etmislerdir. Sellektif bir ortam kullanmadan elde edilen bitkilerin
%19'unun sibrid oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen tim
sibridlerin domates kloroplast genomu ve degisik miktariarda L.
pennellii  mitokondrial DNA'ya sahip oldugunu ve sibridlerin hepsi
diploid kromozom (2n=24) icerdigi, polen dlrettigi ve tohum
olusturdugunu bildirmislerdir.

GURI ve ark. (1991), Lycopersicon esculentum Mill. (domates)
X Lycopersicon pennellii hibrid bitkinin (EP) mezofil protoplastiari
ile Solanum lycopersicoides Dun. kalluslarindan izole edilen
protoplastlar modifiye edilmis PEG/DMSO yoéntemi kullanilarak
somatik hibridizasyonu gerceklestirmiglerdir. EP bitkilerine
fuzyondan once Agrobacterium tumefaciens tarafindan NPTIl ve
nopaline sentez geni aktarilmistir. Protoplastiar 103/ml
yogunlukta ve 25 pul kanamisin iceren modifiye edilmis KM
ortaminda 16 giin kilture almiglardir. Sirgin regenerasyonu
esnasinda morfolojik olarak ayni 212 somatik hibrid bitkiden rast
gele 48 siurgini secgmigler ve daha sonra bu sirginlerin
yapraklarindan phosphoglucoisomerase heterodimer izozim
analiziyle gergcekten somatik hibrid bitkiler oldugunu
belirlemiglerdir. Elde ettikleri bitkilerin hemen hemen hepsinin
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polen kisirii§) gosterdigini bildirmislerdir.

GAVRILENKO ve ark. (1992), iki domates tiriunin yaprak
protoplastlan ile yumru olusturmayan iki yabani Solanum tiurunin
yaprak protoplastiarinin fuzyonu ile intergenerik somatik hibrid
bitkiler eide etmiglerdir. 60 somatik hibrit bitkinin kendilenmesi
sonucunda 12 bitki disinda tum bitkiler meyve olusturmasina
ragmen bu meyvelerde abortif tohumlar meydana geldigini
bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma 1992-1994 tarihleri arasinda C.U. Zirzat Fakiltesi,
Bitki Koruma Bolumiinde gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Arastirmada Creon domates (Lycopersicon esculentum Mill.)
¢esitinin slirglin ucu kulturt ile gelistirilen bitkilerin tam gelismis
yapraklari protoplast izolasyonunda bitki materyali olarak
kultaniimistir.

3.1.2. Kimyasallar
3.1.2.1. Kultur Ortaminda Kullanilan Kimyasailar

Sirgiin ucu kalturiinde MURASHIGE ve SKOOG (1962) (MS), MS
makro- mikro elementleri ve Nitsch vitaminleri (NITSCH ve NITSCH,
1969) iceren modifiye edilmis MS ve TM-1 (SHAHIN, 1985)
ortamlan kullanilmistir. Bu ortamiarin icerdigi kimyasallar ve
kullanilan miktarlar Ek 1'de verilmistir.
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3.1.2.2. Protoplast lizolasyonu ve Kiltiriinde Kullanilan
Kimyasallar

Protoplast izolasyonundan &nce yaprak dokulanni plazmolizi
icin %9 (w/v) mannitol iceren CPW tuz solisyonu (FREARSON ve
ark., 1973) (CPW9M) kullaniimistir (bakiniz Ek 2). Hicre duvarini
yikmak icin SAKOMOTO ve TAGUCHI (1991) (ST) tarafindan
kullanilan enzim c¢ozeltisi ve %0.2 (w/v) Macerozyme R-10+ %0.6
(w/v) Cellulase Onozuka R-10+ CPW9M iceren Domates Enzim
Solusyonu (DES) olmak uzere iki farkli enzim soliisyonu
kullanilmistir (bakiniz Ek 3). Izole edilen protoplastiardan enzim
solisyonunu ve bitki artiklarini uzaklastirmak icin W5 soliisyonu
kullaniimigtir (MENCZEL ve ark., 1981) (bakiniz Ek 4). lzole edilen
protoplastiar modifiye edilmis TM-2 (SHAHIN, 1985) ve MS
makro-mikro elementleri+ Nitsch vitaminleri+ %7 (w/v) mannitol+
%1 (w/v) sakkaroz+ %0.5 (w/v) glikoz+ 1.0 mg/l naftalin asetik
asid (NAA)+ 0.5 mg/l 6-Benzil 'amino purine (BAP) iceren MS-N
ortamlarinda kulttire alinmiglardir (bakimiz Ek 5). Modifiye edilmis
TM-2 ortaminda kultiire alinan protoplastlardan gelisen
mikrokalluslar gelistirmek amaciyla ortami TM-3 (SHAHIN, 1985)
ve mikrokalluslardan kallus gelisimi amaciyla da farkli oranlarda
giberellik asid (GA3) ve Zeatin igceren TM-4 ortami (SHAHIN, 1985)
(bakiniz Ek 6), kalluslardan bitki regenerasyonu amaciyla da farkli
oranlarda indol-3-asetik asid (IAA) ve Zeatin iceren MS kultur
ortami kullaniimistir.
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3.2. Metod

3.2.1. In vitro Siurgin Ucu Kiltara ile Domates Bitkilerinin
Yetistirilmesi

In vitro slrgin wucu koltartg igin gerekli olan domates
(Lycopersicon esculentum Mill.) bitkileri saksilarda 25-26°C'de,
5000 luks 1sik yogunlugunda ve 16 saat 15tk 8 saat karanlik
kosullara sahip iklim odalarinda yetistirilmigtir. [klim odalarinda
yetistirilen 4-5 haftallkk domates fidelerinin strgun uglari alinarak
once %70'lik etil alkol icerisinde 1 dakika bekietildikten sonra %0.1
Tween-20 (Polyoxyethylene sorbitan monolaurate) igceren %5'lik
ticari sodyum hipoklorid (NaOCl) solusyonu igerisinde 10 dakika
bekletilmis ve daha sonra bu soliisyondan cikartilarak t¢ kez steril
destile su ile yikanmistir. Daha sonra sitirgin uclari petri kutulan
icerisindeki steril kurutma kagitlan Gzerinde kurutularak in vitro
strgin ucu kaltard icin hazir hale getirilmistir. Bu suretle
sterilizasyon islemi tamamlanmig strgiun uglan ayri ayn MS,
MS+0.01 mg/lI NAA, MS makro-mikro elementleri ve Nitsch
vitaminlerini iceren modifiye edilmis MS ve TM-1 ortamlarinda
25-26°C'de 2000 liks ve 16 saat igtk 8 saat karanlk kosullara
sahip iklim odalarinda, icerlerinde 50 ml ortam bulunan 250 ml'lik
erlen mayerlerde kulture alinmiglardir. Ortamlara %2 (w/v)
sakkaroz ve %0.7 (w/v) teknik agar ilave edilmistir. Kiltire alinan
stirgtinler 4-5 hafta sonra bitki gelisimine gére degerlendirilmistir.

In vitro'da gelistirilmis olan 3-4 haftallk domates bitkilerinin
yapraklan protoplast izolasyonu igin alindiktan sonra, bu bitkilerin
stirgin uglar tekrar bitki elde etmek icin modifiye edilmis MS
ortamina aktarilmistir. Boylece sirekli olarak steril bitki
materyalinin devamhh@ saglanmigtir.
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3.2.2. Domates Yapraklarindan Protoplast izolasyonu

Modifiye edilmis MS ortaminda sirgun ucu kaltaroyle
gelistirilmis olan 3-4 haftalkk domates bitkileri iki gun streyle
iklim odasi icerisinde, karanlik kosullarda bekletildikten sonra, bu
bitkilerin yapraklarindan bir parca (250-300 mg) alinarak CPW9M
cozeltisinde 60X15 mm'lik petri kutulan icerisinde ince seritler
halinde (1-2 mm kalinliginda) kesilerek 25+1°C'de yarim saat siire
ile plazmoliz edilmigtir. Daha sonra plazmoliz solusyonu bir steril
pipet yardimiyla alinmis ve yerine soguk steril ediimis 6 ml ST ve
DES enzim solusyonlan ayrn ayrn 60X15 mm'lik petri kutulanna
ilave edilmistir. Petri kutufar parafilm ile kapatiarak 28+1°C'de
ve 45 rpm'de calisan calkalayici uzerinde karanlikta inkibe
edilmistir. Enzim soliisyonu icerisinde inkiibe edilen yapraklardan
protoplast izolasyonunun gerceklesip gerceklesmedigini,
gerceklesti ise hangi oranda gergeklestigini takip etmek igin 5. 6.
ve 7. saatlerde ornekler alinmigtir. Ancak zaman igerisinde
calkalayicinin 45 rpm'de ¢alismasinin protoplast verimliligine
olumsuz etkisi gbzlenmis, bu nedenle de calkalayicinin devri 25
rpm'e dusurilerek inkiibasyon siresi 14-15 saate cikanimistir.

izole edilen protoplastiardan enzim soliisyonu ve bitki
kahintilarimi uzaklastirmak icin once protoplast-enzim soliusyonu
64 um c¢apl porlara sahip olan naylon elekten gecirilmistir. Naylon
elekten gegen protoplast-enzim solisyonu bir steril pipet
yardimiyla her tiipe 2 m! olacak sekilde steril santrifiij taplerine
aktarilarak 500 rpm'de 3 dakika santriflj edilmistir. vSantrifﬁjden
sonra saglam protoplastlar santrifiij tdpinin dibinde
toplanmuglardir. Tipun ust kismindaki sivi kisim alindiktan sonra
santrifij tupunin dibinde toplanan protoplast pelleti 3 ml W5
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solusyonu ile yavasca sulandirilarak tekrar 500 rpm'de 3 dakika
santrifij edilmistir. Bu islem iki kez tekrar edildikten sonra
santrifij tdpuniin dibinde toplanan protoplast pelleti 1 ml
protoplast kultiir ortami ile sulandinimis ve hemositometre
kullanarak 1 mi'de kag tane protoplast oldugu saptanmistir. Daha
sonra protoplast yogunlukian 5X104, 1X105 2X10° ve 4X105
protoplast/ml| olacak sekilde ayarlanarak degisik yogunluklarda
kaltiure alinmiglardir.

3.2.3. Protoplastiarin Kiiltiire Alinmasi

lzolasyonu yapilarak kiltire alinmak uzere degisik
yodunluklara ayartanmis olan 'protoplastlarm kalture alinmasinda
ortam olarak MS makro-mikro elementleri+ Nitsch vitaminleri+ %7
(w/v) mannitol+ %1 (w/v) sakkaroz+ %0.5 (w/v) glikoz+ 1.0 mg/|
NAA+ 0.5 mg/l BAP iceren MS-N ve modifiye edilmis TM-2 (ozmotik
basing ayarlayicilari yerine %7 (w/v) mannitol, %1 (w/v) sakkaroz
ve %0.5 (w/v) glikoz kullanimistir) kullaniimistir. Protoplastlari
kulture almada kullanilan ortamlara katilastirici olarak %0.6
Seaplague agarose ilave edilmistir. Protoplastlar 60X15 mm'lik
petri kutularinin tabanini kaplayacak sekilde (2 ml kultar ortami)
ve kati damlalar seklinde 2511°C'de karanhk kosullarda kiltire
alinmiglardir. Porotoplastlar kiltiire alindiktan 4 glin sonra ve bunu
takip eden her (¢ gunde bir bolinen protoplastiar sayilarak
degerlendirilmistir. Kultur ortaminin kurumasini 6nlemek icin 3
giinde bir TMd (WIJBRANDI ve ark., 1990b) sivi ortami ilave
edilmigtir. Yaklasik 3 hafta sonra olugsan mikrokalluslar sayilarak
% kaplama etkinligi saptanmistir.
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Kati ortamda kuitire alinan protoplastlardan gelisen
mikrokalluslarin gelisimini hizlandirmak igin kati ortam baklava
dilimleri seklinde kesilerek, icinde 2 ml TM-3 ortami bulunduran
yeni petrilere aktariimistir. Petrilerin etrafi parafilm ile
kapatilarak 1500 luks 1k yogunlugunda, 25+1°C'de ve 16 saat isik
8 saat karanhk kosullarda iklim odalarinda kultire alinmiglardir.

Protoplastlarin kulture alinmalarindan yaklasik 5-6 hafta
sonra olusan mikrokalluslarin gelisimini tesvik etmek icin 2-3 mm
bilyukluge ulagsmis olan mikro kalluslar GAz (0.2 mg/l ve 0.5 mg/l)
ve Zeatin (0.5 mg/l, 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l) iceren TM-4 ortamina
aktanlmigtir. 1500 luks igkk yugunlugunda, 25+1°C'de ve 16 saat
igtk 8 saat karanlik kosullarda kditire alinan mikrokalluslardan
yaklastk bir ay sonra gelisen kallusiarin tartimlari yapilarak uygun
kallus ortami saptanmigtir.

3.2.4. Bitki Regenerasyonu

Domates yaprak protoplastlarindan elde edilen kalluslar bitki
regenerasyonu igin farkli oranlarda IAA (0.0, 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/i)
ve Zeatin (0.0, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l) ile %2 sakkaroz igeren kati MS
ortaminda 5 tekerrirlu olarak (her tilp bir tekerriir), 2000 luks 1sik
intensitesine (16 saat 1tk 8 saat karanlk) sahip iklim odalarinda
kalture alinmiglardir. Ortamlarin pH'st 1T N KOH ile 5.8'e
ayarlamistir.

Arastirmada kullanilan tim ortamlar (enzimler haric) 121°C'de
1 atm basing altinda 15 dakika sire ile otoklavda sterilize
edilmistir. Enzimler ise 0.22 uym por genigliine sahip milipor
filtrelerden gegirilerek soguk sterilizasyona tabi tutulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Bitki Materyallerinin Elde Edilmesi

Protoplast izolasyonunda bitki materyali olarak in vitro
strgin ucu kaoltaroyle gelistirilmis 3-4 haftalik domates
bitkilerinin tam geligmis yapraklar kullantimistir. in vitro
bitkiler elde etmek icin iklim odalarinda yetistirilen 4-5 haftalik
domates bitkilerinin siirgtn uclan (1-2 cm) degisik ortamlar
uzerinde kalture alinmiglardir. Surgiin ucu kaltura ile ilgili
sonuglar Cizelge 1'de verilmigtir.

Cizelge 1. Sirgin ucu kiltariinde kullanilan ortamlarin bitki
gelisimi Uzerine etkileri

Ortamiar Bitki Geligimi
MS -

MS + 0.01 NAA +
Modifiye edilmis MS ++

TM-1 +

- Bitki gelisimi zayif
+ Yapraklar kinsik
++ Yaprak gelisimi iyi

Kaltiire alinan stirgiin uglarindan modifiye edilmis MS ve TM-1
ortamindaki siirgiinler gelisip bitki olustururiarken (Resim 1) diger
iki ortam (bazal MS ve MS + 0.01 mg/lI NAA) uzerinde kiltire alinan



20

sirguinler optimum gelisme géstermemislerdir. MS+0.01 mg/l NAA
iceren ortamda sirgin ucu kulturuyle gelistirilen domates
bitkilerinin yapraklari kivrik gelismistir. Bazal MS ortaminda ise
bitkiler gok yavas bir gelisme gostermistir. Modifiye edilmis MS
ortaminda surgiin ucu kilturuyle gelistirilen domates bitkileriyle
TM-1 ortaminda geligen domates bitkileri arasinda buytk bir
farkiihk gb6zlenmemistir.

Resim 1. In vitro strgiin ucu kulturuyle modifiye edilmis MS
ortaminda gelistirilmis bir domates bitkisi
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4.2. Protoplast lzolasyonu

Modifiye edilmis MS ortaminda gelisen 3-4 haftalk domates
bitkileri iki gun 25%1°C'de karanlikta bekletildikten sonra
yapraklarindan protoplast izolasyonu gergeklestirilmistir.
Protoplast izolasyonunda iki farkli enzim solusyonu kullaniimistir.

Enzim solusyonu icerisinde, 45 rpm'de calisan calkalayicilar
Uzerinde, 28x1°C'de karanlikta inkube edilen yapraklardan
protoplast izolasyonunun S. 6. ve 7. saatlerde ornekler alinarak
izolasyonun gergeklesip gerceklesmedigi, gergeklesti ise hangi
oranda gercekiestigi takip edilmis ve alinan sonuglar Cizelge 2'de
verilmistir.

Cizelge 2. Domates yapraklarindan protoplast izolasyonunda
kullanilan iki farkli enzim solusyonunun (ST, DES) degisik
zamanlarda protoplast verimliligi {izerine olan etkileri

Zaman Enzim Solusyonu Bir Goértis Alaninda Gorilen
(saat) Protoplast Sayisi (X40)
) ST ‘ 35
DES 20
6 ST 40
DES 65
7 ST 30

DES 65
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Cizelge 2'de de gorildiugu gibi yaprak parcaciklarinin enzim
¢Ozeltisi igerisine konulmasini takiben 6. ve 7. saat sonunda DES
enzim solusyonu protoplast izolasyonunda olumiu sonug vermesi
Gzerine calkalayicinin hizi 25 rpm'e diustralmis ve 28+1°C'de
karanlik kosullarda enzim solisyonunda inkiibe edilen 1 g yapraktan
bitkinin fizyolojik durumuna bagh olarak 6-7X10% protoplast izole
‘edilebilmistir. Ayni zamanda protoplast izole edilecek bitkinin
protoplast izolasyonunda c¢cok onemli oldugu gérulmastur. En iyi
protoplastlar in vitro surgun ucu kilturiyle elde edilen 3-4
haftahk bitkilerin tam gelismis yapraklarindan izole edilirken, 5
haftalik ve daha yasli bitki yapraklarinda protoplast izolasyonu
gerceklesmemistir (Resim 2).

|zolasyon esnasinda dipte toplanan protoplastlar 3 ml CPW21S
(CPW tuzlan+%21 sakkaroz) c¢ozeltisi ile sulandinlarak SO0 rpm'de
5 dakika santrifij edildiginde protoplastlarin tam olarak sivinin
Ust kisminda toplanmadigt gozlenmistir. 3 ml yerine 6 ml CPW21S
ilave edilerek 500 rpm'de 5 dakika santrifij edildiginde
protoplastlarin sivinin {ist kisminda toplandigi gézlenmistir.
CPW21S icerisinde protoplastlar ozmotik basingtan dolay:
parcalanmakta veya buzusmektedir. Bu nedenle CPW21S ile
protoplastlar sivinin Ustinde toplama yerine sadece W5 soliisyonu
kullanarak protoplaslarin santrifij tupiniin dibinde toplanmasi
tercih edilmistir. W5 soliisyonu ile protoplastlar santrifiij tupuniin
altinda toplamrken 500 rpm'de 5 dakika santrifuj edildiginde
protoplastlar ¢ok sikismakta ve bu nedenle pargalanabilmektedir.
WS soliisyonu ile protoplastiarin santrifij tdpanin aitinda
toplamada en iyi siirenin S00 rpm'‘de 3 dakika oldugu yapilan
calismada saptanmistir.
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Resim 2. Domates bitkisinin yapraklanndan izole edilen mezofil
protoplastlari

4.3. Protoplast Kultiri

izole edilen protoplastlar 4 farkhh yogunlukta, MS-N ve
modifiye edilmis TM-2 ortaminda kaltire alinmigiardir. Kati ve sivi
MS-N ortaminda kilture alinan protoplastlér 4. giunden sonra
kahverengileserek canhliklarini kaybettikleri gézlenmigtir.
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Yapilan arastirmada sivi modifiye ediimis TM-2 ortaminda
hicre bolinmesi gercekiesmesine ragmen mikrokallus olusumu
gozlenmemistir. Modifiye edilmis TM-2 ortaminda protoplastiar
kat1 ve kati damlalar olarak iki farkh yéntemde kiiture alinmistir.
Petrinin tabanim kaplayacak sekilde kati ortamda kdltiire alinan
protoplastiarin % boélinme oranlari Sekil 1'de verilmistir.

20 - .
O o.sx10

2 1.0x10 °
B 2.0x10 °

Bdliinen Protoplast Drany (%)

Zaman (gin)

Sekil 1. Modifiye edilmis kati TM-2 ortaminda ve degisik
yogunluklarda kulture alinan domates yaprak protoplastlarinin
zamana bagh olarak % boliunme oranlan

Sekil 1'de de goruldugu gibi en yiiksek protoplast bolinmesine
(%19.53) 1.0X10°> protoplast/ml yogunlukta kultiire alinan
protoplastlarda géralmustdr. Protoplést yogunlugu artikga ve
azaldikga protoplast boélinmesinde bir azalma oldugu gézlenmigtir.
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Modifiye edilmis TM-2 ortaminda protoplastiar kiiture alindiktan 2
gln sonra sekilleri kureselden ovale dogru degismeye (Resim 3) ve
3-4 gin sonra da bélinmeye basladigr gozlenmistir (Resim 4).
0.5X105 ile 1.0X105 protoplast/ml yodunluklarda kultire alinan
protoplastlarda 4. gunde aym oranda (%3.1) boélinme olurken, 7, 10
ve 13. giinlerde 0.5X105 protoplast/ml yogunlukta kultire alinan
protoplastlarin boélunmesinde kismen bir artis olsada 1.0X105
protoplast/ml yogunlukta kuitire alinan protoplastlardan daha az
bolinme (%19.53) gdstermistir. 2.0X105 ve 4.0X105 protoplast/ml
yogunluklarda kiltire alinan protoplastlann bolinmesi 4. giunde cok
disik oranda (%0.92-1.3) olmus, 7 ve 10. giinde protoplast
bélinmesinde kismen bir artis olsada bu artis 13. glnde sabit
kalmistir.

Kat1 damlalar seklinde, degisik yoguniuklarda kaitire ahlinan
protoplastlarin zamana bagl olarak % protoplast boélinme oraniyla
ilgili sonuglar Sekil 2'de verilmistir. Sekil 2'de de goruldiigu gibi
1.0X105 protoplast/ml yoguniukta kilture alinan protoplastlarda en
yliksek oranda (%12.3) hicre béliinmesi gozlenmigtir. 0.5X105
protoplast/ml yoguniukta kultiire alinan protoplastlarda ise hiicre
boélunmesi gerceklesmemistir. 1.0X105 protoplast/ml yogunlukta
kulture alinan protoplastlarin 4. glindeki boélinme orani, 2.0X105 ve
4.0X105 protoplast/ml yogunlukta kaltiire alinan protoplastiarin
bolinme oraninin yaklasik iki kat1 (%4.07) olmus ve 7, 10 ve 13.
glinde aralanndaki fark giderek artmustir.
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Resim 3. Domates yaprak protoplastlarinin kultlire alinmasindan 2
gin sonra hiicre duvari olusturarak kiiresel yapidan oval yapiya
donen protoplastlar

Kati damilalar ve petrinin tabanini kaplama yontemiyle kiltire
alinan protoplastlarin zamana bagl olarak hicrelerin % boélinme
orani kargudastiridiginda petrinin tabanini kaplama ydnteminin
%19.53 ile daha olumlu sonug verdigi gdzlenmistir. Kati ve kat:
damia seklinde kilture alinan protoplastiarin 4. gunde % boliinme
oranlar yaklastk ayni olurken 7, 10 ve 13. ginlerde kati kuitrdeki
protoplastlarin % boélinme orani kati damla ydntemiyle kdiitire
alinan prtoplastiara gore daha fazla bir artig géstermigtir.
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Resim 4. Modifiye edilmis TM-2 ortaminda kultiire alinan domates
yaprak protoplastlarinin ilk (a) ve ikinci bélunmeleri (b)
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20 -
O o.sx10 3
A 1.0x10 °
15 3 5
2.0X10

4.0x10 °

Bolinen Protoplast Oram (&)

Zaman (giin)

Sekil 2. Modifiye edilmis TM-2 ortaminda, degisik yogunluklarda ve
petri tabanina kati damla yontemiyle kilture alinan domates yaprak
protoplastlarinin zamana bagh olarak % bdélinme oranlan

Protoplastiarin kilture alinmalarindan yaklasik 20 giin sonra
protoplastlarin bélinmesi sonucunda olusan mikrokalluslarin
sayimi yapilarak % kaplama etkinligi belirlenmis ve alinan sonuglar
Sekil 3'de verilmistir. Sekil 3'de de gorildugli gibi protoplastlardan
mikrokallus gelisimi en fazla %7.9 ile petrinin tabanimi kaplama
yontemiyle kuiture alinan protoplastiarda goézlenmistir (Resim 5).
Domates protoplastlarnini kiitire almada ise en uygun protoplast
yogunlugunun 1.0X10° protoplast/ml oldugu saptanmistir. Petrinin
tabanini kaplama yéntemiyle kiltiire alinan protoplastlarda 0.5X10°
ve 4.0X105 protoplast/ml yogunlukta mikrokallus olusumu
gozlenmemistir. Kati damlalar ydntemiyle kiltiure alinan
protoplastiarda ise sadece 1.0X10° protoplast/ml yoguniukta
mikrokallus olustugu gozlenmistir.
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Protoplastlar 60X15 mm'lik petri kutularinda ince bir tabaka
halinde kalture ahlindiklarinda zamanla ortamda bulunan suyun
buharlagarak ortamin kurumasina neden olmaktadir. Kuruyan
ortamlarda protoplastlar boélinip mikrokallus olugturamamaktadir.
Ortamin kurumasimi 6nlemek ve protoplastlarin béliinmesini tegvik
etmek igin protoplastlar kulture ahlindiktan (¢ gun sonra ve
mikrokalluslar meydana gelinceye kadar her ti¢ giinde bir 0.5 ml TMd
ortami ile sulandirmanin hicre bdlunmesini tesvik ettigi
gozlenmigtir.

Modifiye edilmis TM-2 ortaminda gelisen mikrokalluslarin
geligsimini hizlandirmak icin sivi TM-3 ortami kullaniimistir. TM-3
ortaminda mikrokalluslar ¢ok hizh bir gelisme gostererek 15-20
giinde mikrokalluslann g¢aplant 1-2 mm'ye ulasmistir.

TM-3 ortaminda gelisen mikrokalluslar farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda Zeatin ve GAj3 igceren TM-4 ortamina
aktariimigtir. TM-4 ortaminda kiltire alinan mikrokalluslardan
yaklagik bir ay sonra gelisen kalluslarin agirhg alinmistir (Sekil
4). Sekil 4'de gorildugu gibi hormonsuz TM-4 (kontrol) ortaminda
kallus gelisimi (Resim 6a) dustk diuzeyde (4.5 mg) kalirken 0.5 mg/I
Zeatin+0.5 mg/| GA3 iceren TM-4 ortaminda 29.77 mg ile en yiksek
kallus gelisimi gozlenmistir (Resim 6b). 1.0 mg/! Zeatin+0.2 mg/|
GA; ve 1.0 mg/l Zeatin+0.5 mg/l GA3 iceren TM-4 ortaminda daha az
kallus olugmasina ragmen 0.5 mg/! Zeatin+0.5 mg/l GA3 igeren
TM-4 ortamina gore kallus agirligi ag¢isindan fazla bir fark
saptanmamistir.

Bitki regenerasyonu amaciyla 15X150 mm'lik cam deney
taplerinde farklt oranlarda IAA ve Zeatin iceren MS ortaminda
koltire alinan kalluslardan izlenen bir ay icerisinde higbir ortamda
embriyogenesis gozlenmemistir.
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Resim 6. Domates yaprak protoplastlarindan gelismis
mikrokallusiardan hormonsuz (kontrol) (a) ve 0.5 mg/l Zeatin ve 0.5
mg/! GA3 iceren TM-4 (b) ortaminda geligen kalluslar
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Son yillarda domates islahi alanindaki c¢aligmalar verimin
arttiriilmasi, meyve kalitesinin iyilestirilmesi, yetigtirme
zamaninin  degistirilmesi, hastahk ve =zararhlara karg
dayaniklih§in saglanmasi tzerinde yogunlasmistir (RICK, 1982).
Solanaceae familyasinda yer alan bir ¢ok yabani tuar yukarida
sayilan ©6zelliklerden bir veya bir kagina birden sahip
olabilmektedir. Dolayisi ile bu ozelliklere sahip domates bitkileri
yabani Lycopersicon turleri ile yapilan melezlemeler sonucunda
elde edilebilecektir. Ancak yabani tirlerle kiltir domatesleri
arasinda gorulen interspesifik uyusmazlik nedeniyle yabani
turlerde mevcut 6nemli karakterlerin klasik melezleme yoluyla
kultari yapilan domates tiirlerine aktarimi engellenmektedir. Bu
uyusmazlik engelini agsmada protoplast fuzyonu ile somatik
hibridizasyon veya somatik sibridizasyon teknikleri alternatif bir
yaklasim olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Yalmz bu teknikleri
uygulayabilmek igin ®ncelikle caligilacak bitki tir veya tirlerinde
protoplast kultura sisteminin kurulmug olmasi gerekmektedir.

Domateste ilk protoplast izolasyonu 1977'li yillarda ZAPATA
ve ark., (1977) tarafindan gerceklestiriimesine ragmen
protoplasttan bitkiye gecis ancak 1984'lt yillarda mimkin
olabilmistir. Bunun baslica nedenlerinden birisi domatesin in
vitro'da gelismesinde blyik rol oynayan vitamin ve organik
bilesiklerin sadlanmamasi olmustur.

Protoplast kulturii sisteminde basariya ulagmada kullanilan
bitki materyallerinin fizyolojik durumunun protoplast izolasyonu
icin uygun olmasi gerektidinden iyi kosullarda geligmis bitkilere
gereksinim duyulmaktadir. Yapilan bu ¢alismada dogrultusunda in
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vivo kosullarinda yetistirilmis domates bitkilerinin
strglnlerinden, sirgin ucu kilturd ile in vitro bitkicikler elde
etmek amaciyla bazal MS, 0.01 mg/l NAA iceren MS, modifiye
edilmis MS ve TM-1 kaltar ortamlarimin kullanmildi§i ¢alismada en
iyi sonucu TM-1 ve Nitsch vitaminlerini iceren modifiye edilmis
MS ortamlan vermistir. SHAHIN (1985) protoplast izolasyonunda
kullandigt kaynak domates bitkilerini TM-1 kiltir ortaminda siirgin
ucu kalturayle gelistirmistir. Bir baska arastirici ise yine ayni
amacg icin domates bitkilerini T vitaminleri (TEWES ve ark., 1984)
ve 10 g/l sakkaroz iceren MS ortaminda slrgun ucu kilturiyle elde
ettigi bitkileri kullanmistir (WIJBRANDI ve ark., 1990b). Yapilan bu
calismada domates siirgiin ucu kalturiinde modifiye edilmis MS ve
TM-1 ortamlarinin basarih sonu¢ vermesi adi geg¢en arastincilarin
yaptiklari caligmalart desteklemektedir.

Solanum (TAN ve ark., 1987c; HASSANPOUR-ESTAHBANATI ve
DEMARLY, 1985) ve Lycopersicon turlerinde (TABAEIZADEH ve ark.,
1984) dusuk sk intensitesi (1500-2000 luks) ve kisa 1sik
peryodunda (6 saat i1sik, 18 saat karanlik) yetigtirilen bitkilerde
yilksek protoplast verimliligi elde edilmistir. Domates gibi bitkiler
dagsik stk intensitesinde yetistirildiinde dusik pectate
konsantrasyonu nedeniyle yaprak hiicre duvan daha ince yapida
olugsmaktadir (CASSELS ve BARLASS, 1976). Dolayisi ile bu
kosullarda gelismis bitkilerin yapraklan disik konsantrasyonda
hiicre duvarini yikan enzimlere ihtiya¢ duyacaklarindan fazla
miktarda protoplastlarin izole edilmesi mumkiin olmaktadir. Bu
amacla caligmada yapraklarindan protoplast izole edilecek bitkiler
iki gun karanhk kosullarda bekletilmigtir.



35

Domates yapraklarindan protoplast izolasyonunda, TAN ve ark.
(1987a) %0.6 (w/v) Cellulysin R-10 ve %0.1 (w/v) Macerase R-10,
NIEDZ ve ark. (1985) %2.0 (w/v) Meicelase P ve %0.1 (w/v)
Macerase, SAKOMOTO ve TAGUCHI (1991) %1.0 (w/v) Cellulase
Onozuka R-10, %0.5 (w/v) Macerozyme ve %0.1 Pectolyase Y-23 ve
TABEIZADEH ve ark. (1984) ise %0.3 cellulase Onozuka R-10 ve
%0.15 Macerozyme R-10 enzim kombinasyonlarim kullanmislardir.
Yaptigimiz ¢aligmada SAKOMOTO ve TAGUCHI (1991)'nin kullandig
enzim solisyonu domates yaprakiarindan protoplast izolasyonunda
iyi sonu¢ vermemistir. %0.6 (w/v) Cellulase R-10 ve %0.2 (w/v)
Macerozyme R-10 enzim kombinasyonu ise domates yaprakiarindan
protoplast izolasyonunda kullanilan diger enzim sollisyonlarina
gore daha iyi sonug¢ vermistir.

Domates yapraklarindan protoplast izolasyonunda farkli
arastincilar tarafindan kullanilan farkhh enzim kombinasyonlarinin
iyi sonu¢ vermesi, bu amag¢ icin kullandiklari bitkinin cesitine ve
yetisme kosullarina bagh olmasindan kaynaklanmaktadir.

Domates yapraklarindan protoplast izolasyonunda, yapraklarin
enzimle inkiibasyonu sirasinda petri kaplarinin sabit bir yerde veya
bir calkalayici tzerinde c¢alkalanmasinin etkili oldugu
bilinmektedir. Yapraklarin enzimle inkiibasyonu esnasinda petri
kaplan sabit bir yerde durdugunda 18 saatte (ZAPATA ve ark.,
1981), 45 rpm'de c¢alisan calkalayicilar Uzerinde 12-14 saatte
(NIEDZ ve ark., 1985) ve 60 rpm'de calisan calkalayicilar Gizerinde
4-6 saatte (SHAHIN, 1985) protoplast izolasyonunun
gercekiestigini bildirmiglerdir. :

Bizim yaptigimiz ¢alhismada 45 rpm'de calisan calkalayicilar
Uizerinde 6-7 saatte protoplastlar izole olurken, 25 rpm'de calisan
calkalayicilar uzerinde 14-16 saatte 'protoplastlarm izole oldugu
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saptanmistir. Yalmz yiksek devirde calisan ¢alkalayicilar Gzerinde
izole olan protoplastlar petrinin kenarina veya heniz tam olarak
parcalanmamis yaprak dokularina g¢arparak pargcalanmakta ve
protoplast verimliligi dugsmektedir. Bundan dolay! dusiik devirde
calisan calkalayicilar Uzerinde protoplast izolasyonu uzun zaman
almasina ragmen tercih edilmigtir.

In vitro 'da modifiye edilmis MS ortaminda gelistirilen 3-4
haftalik bitkilerin yaprakiari DES enzim solisyonu iginde
28+1°C'de, karanlikta ve 25 rpm'de calisan calkalayicilar tizerinde
14-16 saat inklUbasyonundan sonra yaklasik olarak 1 g yapraktan
6-7X106 protoplast izole edilmigtir. Diger aragtinicilar tarafindan
yapilan c¢aligmalarda 1 g yapraktan, NIEDZ ve ark. (1985) 1X106,
SHAHIN (1985) farkhh domates gesitlerine gére 1.2X106 ile 6.6.X106
protoplast arasinda ve TAN ve ark. (1987a) ise 1.7X105 ile 2.1X105
arasinda degistigini bildirmiglerdir. Bizim yaptigimiz c¢aligmada
diger arastiricilara gére 1 g yapraktan izole edilen protoplast
sayisinin daha fazla olmasinin nedeni kullanilan domates cesitinin
farkli olmasinin yanisira, protoplast izolasyonunda kullanilan
bitkinin aseptik kosullarda yetistiriimesinin bayik bir etkisi
oldugu dusiiniimektedir.

Protoplast kaulttrid c¢aligmalarinda en o6nemli etkenlerden biri
de protoplast kilturid ortamlaridir. Domates protoplastiarini
kulture alma caligmalarinda ZAPATA ve ark. (1981) amonyum nitrat
(NH4NO3) igcermeyen MS ortaminda protoplastlarin boéliinerek
cogaldigim bildirmistir. Fakat ortamda yeterli miktarda vitamin ve
karbon kaynaklari olmadigi igin protoplasttan bitkiye
gecememislerdir. Domates protoplast kulturinde TM-2 ortamini
SHAHIN (1985), modifiye edilmis 8E ortamim NIEDZ ve ark. (1985),
Lycopersicon Culture Medium (LCM) ortamini TAN ve ark. (1987a)
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kullanarak protoplasttan bitkiye gecebilmiglerdir. Bizim yaptigimiz
calismada MS-N ve modifiye edilmis TM-2 ortami kullanilmigtir.
MS-N ortaminda protoplastiar béliunerek codalmamis ve modifiye
edilmis TM-2 ortaminda protoplastiar boliinerek mikrokallus
olusturmustur. Yapilan bu t;a'hsma ile elde edilen sonuglarda
domates yaprak protoplastlarinin bolinip c¢ogalabilmesinde vitamin
cesitliligi ve miktarlarinin etkili oldugu saptanmistir.

Domates yaprak protoplastlarim kultire alirken protoplastlar
0.5X105den 4.0X105 protoplast/ml yodunlukiart arasinda
ayarlanarak kultire alinmistir. Domates yaprak protoplastiarinin
bélinerek mikrokallus olusturmas: icin en uygun yogunlugun
1.0X105 protoplast/mi oldugu bulunmustur.

Domates yaprak protoplastian 60X15S mm'lik petri kaplarinda 2
ml kaltar ortamm ile kulture alindidindan ortam kisa sirede
kurumaktadir. Ayrica domates protoplastlarinin ilk boélinmesinde
oksinlere gerek duyulmakta ancak bélinmeden sonraki asamalarda
bu oksinler hicrelerin kahverengileserek olmesine neden
olmaktadir (NIEDZ ve ark., 1985; TAN ve ark., 1987a). Ortamin
kurumasini dlemek ve oksin konsantrasyonunu dusiurmek icin 3
ginde bir 0.5 mi sivi TMd ortami ile sulandiriimistir.

Maodifiye edilmis TM-2 ortaminda gelisen mikrokalluslarin
gelisimini tesvik etmek icin TM-3 ortamina aktarilmistir. TM-3
ortaminda mikrokallusiar 2-3 haftada c¢ok hizli blylyerek 1-2 mm
¢apinda mikrokallustar olusturmuslardir. Mikrokalluslar kiltire
‘alindiktan 3 hafta sonra blyumesi yavaslamistir. Daha sonra
kallusfarin gelisimini tesvik etmek amaciyla farkh konsantrasyon
ve kombinasyonlarda GA; ve Zeatin iceren TM-4 ortamina
aktariimistir.
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Bu konuda calisan diger bazi arastiricilar domates ve yakin
akraba turlerde protoplast izolasyonu ve kdltirt asamalarinin zor
olmasinin protoplasttan bitkiye gecisi stnirladigini bildirmislerdir.
Bu calismada da domates protoplast izolasyonu ve kiltiuri basariyla
gerceklestirmis olup, proto kalluslar elde edilmis ancak siirenin
yeterli olmamast nedeniyle elde edilen kalluslardan bitki
regenerasyonu gerceklestirilememistir. Daha sonraki
arastirmalarda bu kalluslardan bitki regenerasyonu zerinde
calismalar yapilarak protoplasttan bitkiye gegis silreci
tamamlanmis olacaktir. Domateste protoplast-bitki sisteminin
kurulmasiyla yabani Lycopersicon tirlerinde bulunan tarimsal
agidan Onemli sitoplazmik ve niklear o6zelliklerin protoplast
fuzyonu ile kultur domateslerine aktarimn mimkin olacaktir.
Ayrica kurulan bu sistem sayesinde domates protoplastlarina
genlerin aktarimi (DNA-uptake) iginde onkosul yaratiimis
oimaktadir.
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OZET

Butun dunyada oldugu gibi, Ulkemizde de 6nemli kiitar bitkileri
arasinda yer alan domates (Lycopersicon esculentum Mill.) birgok
fungal, bakteriyel ve viral hastalk etmenlerinden 6nemli 6lcude
zarar gormektedir. Hastalik etmenlerine karst en etkili micadele
ydntemi hastaliklara dayanikh domates cesitleri yetistiriciliginin
yapilmasidir. Bu o6zelliklere sahip domates cesitleri gelistirmek
icin gesitli hastaliklara dayaniklilik karakterleri yabani domates
cesitlerinde bulunmasina karsin, ktltirt yapilan domates cesitleri
ile yabanileri arasinda melezlemeler yapmak klasik melezlemede
kargilasilan sorunlar nedeniyle mimkin olamamaktadir. Son
yillarda bu sorunun somatik hibridizasyon ile ¢6zim bulacad: ileri
strtlmektedir. Ancak bu amaca ulagsmak icin aralarinda somatik
hibridizasyonun yapilmas: éngorilen her partner igin protoplasttan
bitkiye gecis siirecinin deneysel arastirmalaria gerceklestiriimesi
gerekmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan bu ¢alisma ile 6nce
Creon domates c¢esitinde protoplast izolasyonu ve kiltird
caligmalart  yaptimigtir.

Bunun igin in vitro sirgun ucu kiltura ile modifiye edilmis MS
ortaminda gelistirilen 3-4 haftalik domates bitkilerinin tam
gelismis yapraklart protoplast izolasyonunda kullanilmistir.
Protoplast izolasyonunda iki farklh enzim c¢ozeltisi kullanimig, en
iyi sonucu %0.2 (w/v) Macerozyme R-10, %0.6 (w/v) Cellulase
Onozuka R-10 ve CPW9M iceren enzim solisyonunda (DES) elde
edilmistir. 6 ml enzim solisyonu icerisinde 250-300 mg yaprak
olacak sekilde, 14-16 saat 25 rpm'de c¢alisan calkalayicilar
tzerinde 28+1°C'de karanhkta inkiibe edilmistir. 1 gr yapraktan
bitkinin fizyolojik durumuna bagh olarak 6-7X108 protoplast izole
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edilmistir. lzole edilen protoplastlar farkli yoguniuklarda kati ve
sivi MS-N ve modifiye edilmis TM-2 ortaminda kultire alinmiglar
ve MS-N ortaminda kiiltare alinan protoplastlarda bdolinme
gézlenmemistir. Sivi modifiye edilmis TM-2 ortaminda ise
protoplastiar boélunme goéstermis fakat mikrokallus olusumu
gozlenmemistir. En fazla protoplast boélinmesi ve %7.9 kaplama
etkiligi ile 1.0X105 protoplast/ml yogunlukta kati modifiye edilmis
TM-2 ortaminda go6zlenmigtir. Kati modifiye edilmis TM-2
ortaminda kiltire alinan protoplastlardan gelisen mikrokalluslarin
gelisimini hizlandirmak igin sivi TM-3 ortaminda kulture
alinmislardir.

Farkh oranlarda GA3 ve Zeatin iceren TM-4 ortaminda kiltire
alinan mikrakalluslardan en fazla kallus olusumu 29.77 mg ile 0.5
mg/l GA; ve 0.5 mg/l Zeatin iceren kiltir ortaminda gdzlenmistir.
Hicbir hormon icermeyen TM-4 ortaminda ¢ok az kallus gelisimi
gozlenmistir.
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SUMMARY

Tomato, one of the most important horticultural crops in
Turkey as in the World, is effected by various fungal, bacterial and
virus diseases. Disease resistant improved tomato cultivar is the
most effective control method. Although wild tomato species have
various disease resistance characteristics to improve new tomato
species, classical hybridization methods could not be carried out
between cultured tomato cultivars and wild species, because of
various known hybridization problems. Recently, it was suggested
that this problems could be solved by somatic hybridization.
However this aim could only be obtained by empirical studies and
somatic hybridization of each partner having to be made as plant
developed from protoplast. For that purpose, initially; protoplast
isolation and culture studies were done in Creon tomato species.

In other to that intact leaves of 3-4 old week tomato plants,
grown in modified MS medium with shoot tips culture in vitro, used
in protoplast isolation. In the protoplast isolation two different
enzyme solutions were used, the best results was achieved with
the enzyme solution (DES) containing 0.2% Macerozyme R-10, 0.6%
Cellulase Onozuka R-10 and CPW9M. 6 mi enzyme solution
containing 250-300 mg leaves was incubated for 14-16 hours at
28+1°C on shaker at 25 rpm in the darkness. Dependent upon the
physiological condition of the plant 6-7X10°% protoplast were
isolated from 1 g leaves tissue. Isolated protoplast in different
concentrations were cuitured in solid and liquid MS-N and modified
TM-2 medium, no division was observed with the protoplast
cultured in MS-N medium. In the medium of liquid TM-2 the
protoplasts were divided but no microcalli was observed. The
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highest yields in protoplast division and plating efficiency (7.9%)
protoplast were achieved with the protoplast concentration of
1.0X105 in solid TM-2 medium. In order to speed up the development
of microcallus which were obtained from the protoplast cultured in
solid TM-2 they were cultured in liquid TM-3 medium.

In the microcallus cultured in TM-4 medium containing GA; and
Zeatin in different ration the highest callus development (29.7 mg)
was achieved with the culture medium of 0.5 mg/l GA; and 0.5 mg/|
Zeatin. Very low callus development was observed with the TM-4
medium without hormone.



EKLER

Ek 1. Domates siirgtin ucu kulturde kullanilan ortamlar

Ortamlar mg/I

Modifiye edilmis

MS MS T™-1
Makro Elementler
KH,PO, 170 170 -
CaCl,. 2H,0 440 440 150
KNO3 1900 1900 2530
NH,NO4 1650 1650 320
(NH,),S0, - - 134
MgSO,. 7H,0 370 370 250
Mikro Elementler
Ki 0.83 0.83 0.83
H3BO; 6.20 6.20 6.20
MnSO,. 4H,0 22.30 22.30 22.30
ZnSQ,. 7H,0 8.60 8.60 8.60
Na,MoO,. 2H,0 0.25 0.25 0.25
CuSQO,. 5H,0 0.025 0.025 0.025
CoCl,. 6H,0 0.025 0.025 0.025
FeSO,. 7H,0 27.80 27.80 13.90
Na,. EDTA 37.30 37.30 18.50
Vitaminler
Myo-inositol 100.0 100.0 100.0
Nikotinik asit 0.5 5.0 2.5
Piridoksin HCI 0.5 0.5 1.0
Thiamin HCI 0.1 0.5 10.0

Glisin 2.0 2.0 0.5
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Folik asit - 0.5 0.5

Biotin - 0.05 0.05
D-Ca- pantothenate - - 0.5

Choline chloride - - 0.1

Kasein hidrolisat - - 50.0

L-Cysteine - - 1.0

Malik asit - - 10.0

Askorbik asit - - 0.5

Riboflavin - - 0.25
Digerleri

Sakkaroz %2.0 %2.0 %2.0

Agar 7.0g 7.0g 7.0g
pH 5.8 5.8 5.8

Ek 2. Protoplast izolasyonundan 6nce domates yapraklarini
plazmoliz yapmak amaciyla kullanilan CPW tuz solisyonundaki
kimyasallar ve miktarlan

Kimyasallar Miktann (mg/l)
KH,PO,4 27.2
KNO3 101.0
CaCl, 1480.0
MgSO4 246.0
K1 0.16
CuS0O, 0.025

pH 5.8
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Ek 3. Domates yapraklarindan protoplast izolasyonunda kullamian

enzim sollasyonlari

Kimyasallar ST DES*
Cellulase Onozuka R-10 %1.0 %0.6
Macerozyme R-10 %0.5 %0.2
Pectolyase Y-23 %0.1 -
Mannitol 0.5 M 7.3 M
CaCl,. 2H,0 20 mM -
pH 5.6 5.6

*CPW tuzlanni icermektedir

Ek 4. lzole edilen domates yaprak protoplastlarindan enzim
soliisyonunu uzaklastirmak icin kullanilan W5 yikama sollsyonu

Kimyasallar Miktar (mM)
CaCl, 125
NacCl 155
KClI 5
Glikoz 5

oH 5.6
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Ek 5. Domates yaprak protoplastlarimi kiltire almada kullanilan
ortamlarin igerdigi kimyasallar ve kullanilan miktarlar

Ortamiar mg/|

MS-N TM-2
Makro Elementler
KH,PO, 170 170
CaCl,. 2H,0 440 440
KNOg 1900 1500
NH,NO3 1650 -
MgSO,. 7H,0 370 370
Mikro Elementler
Kl 0.83 0.83
H3BO, 6.20 6.20
MnSQO,. 4H,0 22.30 22.30
ZnSO,. 7H,0 8.60 8.60
Na,MoO,. 2H,0 0.25 0.25
CuS0O,. SH,0O 0.025 0.025
CoCl,. 6H,0 0.025 0.025
FeSO,. 7H,0 27.80 13.90
Na,. EDTA 37.30 18.50
Vitaminler
Myo-inositol 100.0 4600.0
Nikotinik asit 5.0 2.5
Piridoksin HCI 0.5 1.0
Thiamin HCI 0.5 10.0
Glisin 2.0 0.5
Folik asit 0.5 0.5
Biotin 0.05 0.05
D-Ca- pantothenat - 0.5



Choline chloride
Kasein hidrolisat
L-Cysteine
Malik asit
Askorbik asit
Adenin siilfat
L-Glutamine
Riboflavin

Hormonlar
NAA
BAP

Digerleri
Mannitol
Sakkaroz
Glikoz

Sea-plaque agarose

pH

%7.0
%1.0
%0.5
%0.6

5.6

0.1
150.0
1.0
10.0
0.5
40.0
100.0
0.25

%7.0
%1.0
%0.5
%0.6

5.6
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Ek 6. TMd, TM-3 ve TM-4 besi ortamlarinin Igerikleri

48

Ortamlar mg/I

T™d TM-3 T™-4
Makro Elementler
KH,PO, 170 170 -
CaCl,. 2H,0 440 440 150
KNO; 1500 1500 1950
NH,NO3 - - 320
(NH,),SO0, - - 134
MgS0,. 7H,0 370 370 247
Mikro Eelementler
Kl 0.83 0.83 0.83
H3BO3 6.20 6.20 6.20
MnSO,. 4H,0 22.30 22.30 22.30
ZnS0O,. 7H,0 8.60 8.60 8.60
Na,MoQ,. 2H,0 0.25 0.25 0.25
CuSO,. SH,0 0.025 0.025 0.025
CoCl,. 6H,0 0.025 0.025 0.025
FeS0O,. 7H,0 13.90 13.9 13.90
Na,. EDTA 18.50 18.50 18.50
Vitaminler
Myo-inositol 4600.0 100.0 100.0
Nikotinik asit 2.5 5.0 5.0
Piridoksin HCI 1.0 0.5 0.5
Thiamin HCI 10.0 0.5 0.5
Glisin 0.5 2.5 2.5
Folik asit 0.5 0.5 0.5
Biotin 0.05 0.05 0.05
D-Ca- pantothenat 0.5 - -



Choline chloride
Kasein hidrolisat
L-Cysteine

Malik asit
Askorbik asit
Adenin silfat
L-Glutamine
Riboflavin

Hormonlar
NAA

BAP

Zeatin
2,4-D

GA,

Digerleri
Sakkaroz
Agar

pH

0.1
150.0
1.0
10.0
0.5
40.0
100.0
0.25

0.1
0.5

%6.8

5.6

0.1
100.0

40.0
100.0

0.5

0.2

500g

5.8
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1.0

0.2

30.0¢g
7.0g
5.8
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TESEKKUR

Ulkemizde sonyillarda girmeye baglayan Protopast lzolasyonu
ve Kiltura Teknikleri ile ilgili bu tezi bana veren ve bu tezin
ylrttilmesinde bilgi, deneyim ve her tirli yardimian ile bana
strekli destegini esirgemeyen sayin hocam Dog¢. Dr. N. Kemal KOC'a
ve tezim siresince ¢ok yoénlu yardimlari igin Doktora ogrencisi
Mukadder KAYIM'a ve tez siresince bana yardimci olan tim
arkadaslara tesekkiir ederim. |
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