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Ozet

Protoplast fiizyonu ile bitki somatik melezlemesi turunggil ¢esit ve anag 1slah programlarinda farkli gesit,
tiir ve cinslerle kombinasyon olusturma olanag: saglamasi bakimimdan 6nemli bir aragtir. Protoplast izolasyonu
somatik melezlemenin ilk ve en dnemli asamasi olmakla birlikte mevcut protokollerin etkinligi kullanilan
genotipe bagl olarak farklilik gosterebilmektedir. Bu amagla, tiger farkli konsantrasyonda enzim soliisyonu ve
besin ortami kullanilarak, turunggillerde abiyotik ve biyotik stres kosullarina toleransi yiiksek, anag olarak
kullanilan Yerli ii¢ yaprakli ile Alanya Dilimli portakali, Severinia buxifolia ve Eremocitrus glauca
genotiplerinde protoplast izolasyon c¢alismalari yiiriitiilmiistir. Farkli izolasyon kosullarinin protoplast
verimliligine etkisi hemositometre yontemi kullanilarak yapilan sayimlarla belirlenmistir. Genotipler arasinda en
diisiik protoplast verimliligi tiim uygulamalarda Eremocitrus glauca’dan, en yiiksek ise Alanya Dilimli
portakalindan elde edilmistir. En yiiksek protoplast miktar1 1.82 x 10° P/ml ile Alanya Dilimli portakali
yapraklarinda 4 ml enzim soliisyonu + 8 ml 0.6 M BH3 besin soliisyonu kullanilarak yapilan izolasyonda
bulunmustur. En diisiik protoplast verimliligi ise 0.27 x 10 P/ml ile 2 ml enzim soliisyonu + 10 ml 0.6 M BH3
besin soliisyonuyla Eremocitrus glauca yapraklarindan yapilan izolasyondan elde edilmistir. Calismada farklh
turunggil anaglari igin etkin protoplast izolasyon kosullarinin belirlenmesi, bu genotipler kullanilarak yapilacak
somatik melezleme ¢aligmalari agisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: Turunggil, anag, somatik melezleme, protoplast izolasyonu

Effects of Different Enyzmes and Culture Medium Concentrations on Leaf Protoplast Isolation of Some
Citrus Rootstocks

Abstract

Somatic hybridization by protoplast fusion has become an important tool for citrus variety and rootstock
breeding programs in respect to generate different recombinations between different cultivars, species and genus.
Protoplast isolation from tissues is the first and most important step in somatic hybridization. Besides the
efficiency of existing protocols may vary depending on the genotype used. For this purpose, protoplast isolation
studies using three different enzymes and culture media conditions were carried out in the leaves of local
trifoliate, Alanya common orange, Severinia buxifolia and Eremocitrus glauca which are used as citrus
rootstocks with high levels of tolerances to abiotic and biotic stress conditions. Effects of different isolation
conditions on the efficiency of protoplast number were calculated by using hemocytometer cell counting method.
In all different isolation conditions, the lowest protoplast number per ml was observed from the leaves of
Eremocitrus glauca where as the highest isolation efficiency was recorded in the leaves of Alanya common
orange. The highest protoplast yield was recorded from the leaves of Alanya common orange with 1.82 x 10°
P/ml under 4 ml enzymatic solution + 8 ml 0.6 M BH3 culture medium. On the other hand the lowest protoplast
yield was determined in the leaves of Eremocitrus glauca with 0.27 x 10° P/ml under 2 ml enzymatic solution +
10 ml 0.6 M BH3 culture medium. In the present study, determining the efficient protoplast isolation conditions
for different citrus rootstock has a great importance for the further somatic hybridization studies that will be
conducted using the same genotypes.
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Giris de toprak, iklim ve hastaliklar gibi nedenlerle
ana¢ kullanma zorunlulugu vardir. Diinyada
turunggil iiretim alanlarinin artmasi, beraberinde
zaten var olan biyotik ve abiyotik stres
kosullarmin  gesitlenmesi ve artmasim da
beraberinde  getirmistir.  Akdeniz  iilkeleri
turunggil endiistrisi birgok biyotik ve abiyotik
stres kosullariyla karsi karsiya gelmistir. Bu
durum, Akdeniz iilkeleri ve iilkemiz turunggil
sektoriinde, Ustiin Ozellikleri nedeniyle anag

Ulkemizin de igerisinde yer aldig
Akdeniz havzasinda diinya turunggil tiretiminin
%22'si gergeklestirilmektedir. Ulkemiz turuncgil
dretimi 2013 yilinda 3.681.158 tona ulagmis
olup, diinya toplam turunggil meyveleri
tretiminin = %2.71’ini  olusturmaktadir (Fao,
2015). Turunggiller her ne kadar bazi vegetatif
tiretim yontemleri ile basariyla gogaltilabilirse
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olarak kullanilan genotiplerin yaninda yeni
anaglarin  gelistirilmesi  i¢in  gesitli  1slah
programlarmnin  baglamasimna sebep olmustur
(Davies ve Albrigo, 1994; Dambier ve ark.,
2011).

Turunggillerde  genetik  varyabilitenin
artirtlmasinda kontrollii melezleme ¢alismalari
en stk bagvurulan ve en eski yontemlerden
birisidir. ~ Tiirler arast ve cinsler arasi
melezlemeler tiirler ve cinsler arasindaki genetik
karakterlerin aktarilmasiyla elde edilecek yeni
tirlerin  olusturulmasinda O6nemlidir. Ancak
klasik 1slah calismalarinda, genotiplerin iireme
biyolojisine bagli sorunlar nedeniyle melez bitki
elde etmek oldukca giigtlir (Grosser ve ark.,
1996).

Protoplast flizyonu ile bitki somatik
melezlemesi son yillarda turunggil ¢esit ve anag
1slah programlarinda farkli gesit, tiir ve cinslerle
kombinasyon olusturma olanagi saglamasi
bakimindan 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Bu
yontem klasik turunggil islah programlarinda
karsilagilan  eseysel uyusmazlik, niiseller
embriyoni ve erkek veya disi kisirhk gibi
glicliklerin  asilmasi  bakimindan  oldukga
onemlidir  (Grosser ve  Gmitter, 2011).
Turuncgillerde gergeklestirilen somatik
melezleme ¢aligmalarinda protoplast kaynagi
olarak  genellikle  yiiksek  rejenerasyon
kapasitesine sahip embriyogenik kallus ve
yaprak mezofil hicreleri kullanilmaktadir.
Yaprak mezofil hiicrelerinden elde edilen
protoplastlar, klorofil igermeleri sebebiyle
fiizyon asamasinda heterokaryonlarin gorsel
olarak tanimlanmasi bakimindan onerilmektedir.
Protoplast izolasyonu somatik melezlemenin ilk
ve en Onemli asamasi olmakla birlikte mevcut
protokollerin etkinligi kullanilan genotipe bagli
olarak farklilik gosterebilmektedir. Protoplast

izolasyonundaki basari, kullanilan dokunun
durumu ve kullanilan enzimlerin
kombinasyonuyla  degisim  gdstermektedir

(Rasheed ve ark., 1990; Saker ve ark., 1999;
Chamani ve ark.,, 2012). Bununla birlikte
protoplast eldesi, hiicre duvari kalinlig,
enzimatik sindirme asamasindaki sicaklik ve
zaman, enzim solusyonunun pH degeri,
kullanilan dokunun izolasyon oncesi plazmoliz
durumu gibi pek ¢ok faktdre baglidir (Frearson,
1973).

Bu amagla, ii¢ farkli miktarda enzim
solisyonu ve besin ortami1 kullanilarak
olusturulan dokuz farkli izolasyon kosullarinda,

turunggillerde ana¢ olarak kullanilan ¢esitli
abiyotik ve biyotik stres kosullarina toleransi
yiksek Yerli ti¢ yaprakli ile Alanya Dilimli
portakali, Severinia buxifolia ve Eremocitrus

glauca  genotiplerinde protoplast izolasyon
caligmalar yurttilmiistiir.
Materyal ve Yontem
Materyal
Bu ¢alismada  kullanilan  genotipler

Cizelge 1’de sunulmustur. Protoplast izolasyonu
denemelerinde yaprak donori olarak
kullanilacak bitkisel materyal hazirligi igin
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolimii Turunggil Gen Kaynaklari
parsellerinde bulunan Cizelge 1’deki
genotiplerden as1 gozleri alinarak kontrollii sera
kosullarinda  yerli turung anaci lzerine
agtlanmigtir. Serada as1 gozlerinin siirmesiyle
olusan siirgtinlerin tizerindeki 3-4 haftalik heniiz
gelismesini  tamamlamis  geng¢  yapraklar,
protoplast izolasyonu calismalarinda materyal
olarak kullanilmustir.
Yaprak Mezofil Protoplastlarinin izolasyonu
Seradaki  bitkilerden alman  yaprak
materyali  laboratuvara  getirilerek  yiizey
sterilizasyonu oncesinde 1 N HCIl’de birkag
saniye tutulmustur. Daha sonra yapraklar %70
oranindaki etil alkol icerisinde 2 dk, sonrasinda
1-2 damla tween 20 igeren %10 ‘luk
sodyumhipoklorid ¢ozeltisinde 15 dk bekletilmis
ve 4-5 kez steril saf su ile durulanarak yiizey
sterilizasyon islemi tamamlanmustir.
Sterilizasyon islemi tamamlanan yapraklar pens
yardimiyla steril petri kutularma aktarilarak
bistiiri  yardimiyla ince seritler halinde
kesilmistir. Her genotipe ait yaprak Ornekleri
iizerine 6, 8 ve 10 ml olmak tizere 0.6 M BH3
turunggil protoplast kiiltiir ortami (Grosser ve
Gmitter, 2011) eklenmisti. BH3 ortanmu
eklendikten sonra enzimatik  sindirmenin
gerceklesmesi  i¢in  besin ortami igerisinde
bulunan kiyillmis yaprak pargalari iizerilerine
hiicre  duvarin1  pargalayacak olan filtre
sterilizasyonu yapilmis enzim soliisyonundan
(0.7 M mannitol, 18.0 mM CaCl,, 6.0 mM MES
tamponu, 1.4 mM NaH,PO,, %1 Onozuka RS
cellulase, %1 Macerase, %0.2 Pectolase Y-23,
pH 5.6) 2, 3 ve 4 ml eklenmistir. Boylece her
genotip i¢in 2, 3 ve 4 ml enzim solusyonuyla 6,
8 ve 10 ml 0.6 M BH3 turunggil protoplast
kiiltlir ortam1 kombine edilerek toplamda dokuz
farkli izolasyon kosulunda deneme kurulmustur.
Enzim ve protoplast kiiltiirii soliisyonu igerisinde
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yaprak Orneklerini igeren petri kaplari, hiicre
duvarmin pargalanmasi igin inkiibatorlii yatay
hareketli calkalayiciya aktarilmistir. Petri kaplari
15-16 saat boyunca 26°C’de 40 rpm’de
calkalanmustir.
Protoplastlarin Saflastirilmasi ve Sayim
Enzimatik sindirme sonrasi, petri kaplari
icerisinde bulunan enzim ve protoplast kiiltiirii
solusyonu igerisinde protoplast hiicreleri ile
birlikte yaprak parcalart da bulundugu igin
protoplastlart  diger yaprak  dokularindan
ayirmak amaciyla protoplast saflagtirma iglemi
yapilmustir. Saflagtirma isleminde filtrasyon ve
santrifiij yontemleri kullanilmustir. Petri kaplari
icerisindeki enzimatik sindirme soliisyonu 40
pmesh’lik  BD  Falcon  Cell  Strainer
(REF352340) filtreden gecirilerek pastor pipet
yardimi ile 15 ml’lik steril falcon tiiplerine
aktarilmig ve 100 g devirde 4 dakika santrifiij
edilerek hiicrelerin tiipe pellet seklinde ¢okmesi
saglanmistir. Daha sonra pellet iizerine yavas bir
sekilde Sml %25 sakkaroz igeren CPW besin
¢ozeltisi (27.2 mg/l KH,PO4, 100 mg/l KNO;,
150 mg/l CaCl,, 250 mg/l MgSO,4, 2.5 mg/l
Fe2(S0,);.6H,0, 0.16 mg/l KI, 0.00025 CuSO,,
pH 5.8) eklenerek pellet ¢ozdiriilmiistiir. Daha
sonra 2 ml %13 mannitol iceren CPW besin
¢ozeltisi pastor pipet yardimiyla sakkaroz
¢ozeltisi iizerine eklenmistir. Bdylece falcon
tiptinde yogunluk farkindan dolay1 iki faz
olusturulmus ve 10 dakika 100 g’de
santrifijjlenerek protoplast hiicrelerinin olusan
iki faz arasina toplanmasi saglanmustir.
Protoplastlar pastor pipet yardimyla iki faz
arasindan alinarak falcon tiiplerine aktarilmis ve
tizerine 15 ml protoplast yikama soliisyonu (0.8
M Mannitol, 0.5 mM CaCl,) eklenerek 4 dakika
100 g’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi
protoplastlar pellet halinde dibe ¢oktiiriiliip
yikama soliisyonu falcon tiipiinden pastor pipet
araciligi ile uzaklastinlmistir. Yikama islemi iki
defa gerceklestirilmistir (Dambier ve ark.,
2011). Yikama islemi sonrasinda, farkli
izolasyon kosullarinin protoplast verimliligine
etkisi hemositometre yontemi kullanilarak
yapilan sayimlarla belirlenmistir. Protoplast
sayimlari, hemositometriyle {izerine kapatilan
lam arasinda bulunan sayim haznesine 100-200
ul  protoplast  karigimi  pastér  pipetle
doldurularak 40 biiyiitmeli objektif ve 10
biyiitmeli mikrometre yardimiyla her tekerriirde
3 sayim olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Deneme Deseni ve Istatistiksel Analiz

Deneme 4 x 3 x 3 x 3, dort anag, {i¢ enzim
solusyonu, ¢ besin ortami, ¢ tekerriir
diizeninde tesadif parselleri faktoriyel deneme
desenine gore kurulmustur. Elde edilen veriler
SAS istatistiksel paket programi ile (v9.00, SAS
Institute Inc., NC 27513-2414, ABD) varyans
analizine tabi tutulmus ve bulgular ortalama +
standart sapma SigmaPlot® (version 11.00,
Systat  Software, San Jose, CA, ABD)
programiyla hesaplanarak  grafik  seklinde
sunulmustur. Izolasyon kosullar1 arasindaki
farkliliklar genotip diizeyinde Tukey testi (o=
0.05) ile karsilastirtlmgtir.

Bulgular ve Tartisma

Bu ¢alismada, farkl izolasyon
kosullarmin bazi turunggil anaglarinda yaprak
mezofil protoplast  verimliligine etkisi
hemositometre yontemi kullanilarak yapilan
sayimlarla belirlenmistir. Elde edilen bulgulara
yapilan varyans analizine gore genotip, enzim
soliisyonu miktari, besin ortami miktar1 ve
bunlarin interaksiyonlarinin protoplast miktari
iizerine istatistiksel olarak oOnemli (p<0.01)
etkileri saptanmistir (Cizelge 2). Denemeye
alman genotipler arasinda tiim izolasyon
kosullarinda  istatistiksel ~ olarak ~ Gnemli
farkliliklar oldugu, kullanilan bu izolasyon
kosullarinda genotiplerden elde edilen protoplast
miktarlarinin degisim gosterdigi belirlenmistir.
Assani  ve ark. (2001)’da  protoplast
izolasyonundaki basarinin, kullanilan donor
materyal, enzim Kkarisimi, besin ortami ve
ortamda bilylimeyi diizenleyicilerin varhigi gibi
bir¢ok faktore bagli oldugunu bildirmistir.

Tim genotip ve besin ortamlarinda 4 ml
enzim solusyonu kullanilarak  olusturulan
izolasyon kosullarinda diger uygulamalara gore
daha fazla sayida protoplast elde edilmis; en
diisiik protoplast miktarinin ise 2 ml enzim
solusyonu  kullanillan  kosullarda  oldugu
belirlenmistir. Elde edilen protoplast miktari,
besin ortami  bakimindan incelendiginde
izolasyon asamasinda 8 ml BH3 turunggil
protoplast kiiltiir ortami kullanilan kosullarda en
yiiksek, 6 ml BH3 kullanilan kosullarda ise en
diisiik oldugu saptanmistir.

Alanya Dilimli portakali ve Yerli ii¢
yaprakli genotiplerinde en yiiksek protoplast
sayist 4 ml ES + 8 ml BH3 ve 4 ml ES + 10 ml
BH3 izolasyon kosullarindan elde edilmistir.
Bununla birlikte  Severinia  buxifolia ve
Eremocitrus glauca genotiplerinde 4 ml ES + 8
ml BH3 izolasyon uygulamasinda en yiiksek
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protoplast sayist elde edilmistir. Izolasyon
kosulu olarak 2 ml ES + 6 ml BH3 kullanilmas1
Alanya Dilimli portakali, Yerli ti¢ yaprakli ve
Severinia buxxifolia’da en diigiikk protoplast
verimliligiyle  sonuglanmustir.  Eremocitrus
galuca’da ise en disiik protoplast miktar1 2 ml
ES + 10 ml BH3 izolasyon kosulunda
saptanmustir (Sekil 1). Benzer sekilde, kullanilan
farkli enzimlere ve miktarlarina bagli olarak
titlinde (Nagata ve Takade, 1984), lilyumda
(Chamani ve ark., 2012), patlicanda (Saxena ve
ark., 1987) ve turunggillerde (Grosser ve ark.,
1996) elde edilen protoplast miktarinin degisim
gosterdigi  bildirilmektedir. Chamani ve ark.,
(2012) izolasyon karisiminda artan enzim
miktarina bagli olarak protoplast verimliliginin
artis gosterdigini belirtmistir.

Calismada, en yiiksek protoplast miktar
1.82 x 10° P/ml ile Alanya Dilimli portakali
yapraklarinda 4 ml enzim soliisyonu + 8 ml 0.6
M BH3 besin soliisyonu kullanilarak yapilan
izolasyonda bulunmustur (Sekil 2). En disiik
protoplast verimliligi ise 0.27 x 10° P/ml ile 2 ml
enzim soliisyonu + 10 ml 0.6 M BH3 besin

soliisyonuyla Eremocitrus glauca
yapraklarindan  yapilan izolasyondan elde
edilmistir (Sekil 1).
Sonu¢

Farkli enzim ve  besin  ortami
kombinasyonlart kullanilarak somatik

melezleme ¢alismalarina konu olabilecek 6nemli
nitelikteki turunggil genoptiplerinden en yiiksek
verimde protoplast izolasyonu elde etmeyi
amaglayan bu calismada, protoplast
izolasyonunda elde edilen protoplast biiyiikligii
ve verim lizerine enzimlerin miktari, dondr bitki
materyali, ozmotik sartlar ve plazmolizasyon,
pH, sicaklik gibi pek ¢ok faktdriin etki yaptigi
saptanmigtir. Tim genotiplerde 4 ml enzim
solusyonu + 8 ml BH3 kiiltir ortam
kullaniminin, en yiiksek protoplast verimliligini
sagladigi  belirlenmistir.  Calismada  farkli
turunggil anaglart i¢in etkin protoplast izolasyon

kosullarinin ~ belirlenmesi, bu  genotiplerin
kullanilarak  yapilacak somatik melezleme
¢alismalari acisindan Onem tasidig1
distiniilmektedir.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan genotipler ve Latince isimleri

Genotip Latince ad1 Kaynak
Yerli ii¢ yaprakli Poncirus trifoliata (L.) Raf. TGK0633*
Alanya Dilimli portakali Citrus sinensis (L) Osbeck TGKO0915
Chinese box orange Severinia buxifolia (Poir.) Ten. TGK0964
Australian desert lime Eremocitrus glauca (Lindl.) Swingle TGK1076

“TGK: Turunggil Genetik Kaynaklari’na kayith kod numarasini belirtir.

Cizelge 2. izole edilen protoplast miktar1 (protoplast/ml) verilerine uygulanan varyans analizi sonuglart

Varyasyon kaynagi Df KT F P degeri
Genotip 3 14.89 638250  0.0001°
Enzim solusyonu 2 2.18 1402.16 0.0001
Besin ortami 2 0.31 200.80 0.0001
Genotip x Enzim solusyonu 6 0.52 111.35 0.0001
Genotip x Besim ortami 6 0.15 32.79 0.0001
Enzim solusyonu x Besin ortami 4 0.04 11.51 0.0001
Genotip x Enzim solusyonu x Besin ortam1 12 0.11 12.08 0.0001
Hata 72 0.06

TP <0.01 gore snemli
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Sekil 1. Farkli seviyelerdeki enzim ve besin ortamlariyla olusturulan izolasyon kosullarinin bazi turunggil
genotiplerinden yaprak mezofil protoplast izolasyonuna etkileri. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey testi
(o= 0.05) ile karsilastirilmistir. Barlar ortalamanin stantard hatasini gosterir.

P
Sekil 2. Alanya Dilimli portakali yapraklarindan 4 ml ES + 8 ml BH3 izolasyon kosullarinda elde edilmis
protoplastlara ait sayim asamasindaki goriintiiler.
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