PROTOPLAST KULTURU VE
SOMATIK MELEZLEME



PROTOPLAST KULTURU

» Selllozik yapidaki hicre geperleri, mekanik ya
da enzimatik yollarla gikariimis olan hiicrelere
"protoplast” denilmektedir.

» Protoplast  kiltird  ise, izole edilen
protoplastlarin, hiicre modifikasyonu ve somatik
hibridizasyon yontemleriyle, bitki tir ve
gesitlerinin  gelistirilmesi amacina  yonelik
olarak, uygun besin ortamlarinda kiltire
alinmasidir. o 8
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Protoplastlarin canliligi {izerine etki eden
faktorler;

» Enzimin safligi

» Kialtir ortaminin ozmotik basinci




» Bir bitkinin hicre, doku, organ, meristem veya
embriyo gibi ¢esitli pargalarindan yeni bitki
veya  bitkiler elde edilmesine  bitki
rejenerasyonu denir.

» In vitro sartlarda tek hiicreden yeni bitki elde
edilmesine fotipotansi, boyle bir hiicreye de
totipotent hiicre denir.




Bitkilerde hiicre duvari kompozisyonu

» Bitkilerde hiicre duvari hiicre icin mekanik bir
sinir ve destek olarak gorev yapmakta, ozmotik
degisiklikler sonucu hicrenin patlamasini ve

mikroorganizmalarin hicreyi enfekte etmesini
engellemektedir.




» Hicre duvari hicrenin biyukligind, seklini ve
dengesini belirler.
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Bitki hiicre duvarinin 3 ana unsuru

» Sellloz
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Protoplast izolasyonu
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Eksplant kaynaklari
Donér bitki materyalinin 6n muamelesi ve yetistirme sartlari

Protoplast izolasyonunda kullanilan yikama solisyonlari,
enzimler ve enzim karisimlari

Ozmotik sartlar ve plazmolizasyon

Enzim inkiibasyonu
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otoplast kiltird yapilis



Eksplant kaynaklari;

» Yaprak mezofil hicreleri  (klorofil icerdiklerinden somatik
melezlemede yapilan renksel ayrimda avantajhdir)

» Embriyonik hicreler (daha hizli gelisme ve béliinme gosterirler)
» Geng bitki dokulari

» Henliz olgunlasmamls bitki doku ve organlari (embriyo, kotiledon,
meyve kabugu)

» Meristematik hicreleri iceren dokular (govde apikal meristemi, yan
ve kok ucu meristemleri)

» Obz)el protoplast kaynaklari (polen tanesi, skutellum, stoma hiicreleri
vb.




Donér bitki materyalinin 6n muamelesi ve
yetistirme sartlar:;

» Eksplantin alindigi bitkinin gelisme devresi ve
sartlari

» Kiltir ortami komponentleri
» Sicaklik

» Isik
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Protoplast izolasyonunda kullanilan yikama
soliisyonlari, enzimler ve enzim karisimlar:;

» Yikama solisyonlari;
CaCl,, manitol, CPW

» Enzimler;
Selilaz, hemiseliilaz, pektinaz




Ozmotik sartlar ve plazmolizasyon:

Ozmotik basinci ayarlamak igin;

» Manitol

» Sorbitol

» Glikoz

» Sakkaroz

» KCI

» CaCl, kullanihr.




Enzim inkiibasyonu;

» Inkiibasyon siiresi kisa tutulmalidir.

» Sicaklik arttik¢a inkiibasyon siiresi kisalir.




Protoplastlarin yikanmasi ve saflagtirilmasi;

En ¢ok kullanilan saflastirma metodlarti;

» Filtrasyon

» Santrifuj

» Karisik metod

» Daha yogun bir ¢ozelti iginde ylizdirme




» Filfrasyon metodunda, ortalama protoplast
¢apina gore degisen ve azalan porozitede bir
seri filtreden protoplastlar gegirilir ve az
sayida santrifij islemi uygulanir.




» En ¢ok kullanilan teknik filtrasyon ve santrifiij
isleminin birlikte uygulanmasidir.

» Ilk once protoplast karigimi bir filtreden
gegirilir, daha sonra 5-10 dk santrifij edilir.




» Bazi  durumlarda  protoplastlar  sakkaroz
¢ozeltisinde disik devirde santrifij edilir.
Sakkaroz ¢ozeltisi protoplastlardan daha fazla
yogun oldugu igin protoplastlar ¢ozelti tizerinde
toplanirlar ve pipetle gekilerek uzaklastirilirlar.
Buna ylzdirme metodu denir.




Izolasyon sonrasi uygulanan testler;

» Hiicre duvari kalintisinin tespiti

» Canlilik testleri
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Protoplast Kiiltiirin Kullanim Amaglari

» Somoklonal varyasyon yaratilarak, bunlar
arasindan amaca uygun fertlerin segilmesi,

» Melezlenmeleri mimkin olmayan tirlerin
protoplast flizyonu ile melezlenebilmeleri,

» Protoplastlar biinyelerine makro molekiiller,
organeller ve hatta hicre c¢ekirdekleri de
alabildiginden, istenilen bilgilerin yeni bitkilere
aktarilmasi.
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Protoplast kdltir teknikleri;

Sivi damla kiltirleri teknigi
Sivi kiltidr teknigi
Agar iginde kiltir teknigi

Agar lzerinde sivi kiiltir teknigi

Agaroz ortami kiltird teknigi

Agaroz bloklar: kiiltird teknigi
Agaroz damla kiltird

Asili veya oturan damla kiltird
Protoplastlarin tutuklanmasi

Nors kiiltirleri ve besleyici hiicrele



Protoplastlarin kiiltiir sonrasi
davranislari

» Strese  tepki: enzim etkisi sonucu bitki
hicresinin  kendi savunma  mekanizmasini
gelistirmesi

» Tamir mekanizmasi: hiicre zarinda ve zar
proteinlerinde olusan zararin giderilmesi, yeni
zarin olusturulmasi

» Adaptasyon: organellerin ve sitoplazmanin
morfolojik ve fonksiyonel olarak adaptasyonu



» Hicre bolinmesi: hicre hayat donglsiinin
yeniden baglamasi, hicre bodlinmesi ve kallus
olusumu

» Morfogenesis:  organize  hicre gelismesi,
bélinmenin uyarilmasi ve degisimin baslayarak
organize doku ve daha sonra bitkilerin
olusturulmasi




Somatik Hicreler Arasi Melezleme
(Protoplast Fiizyonu)

» Protoplast flizyonu ve somatik

melezleme, pre-zigotik eseysel

uyusmazliklar nedeniyle, klasik * o
melezleme ile elde edilemeye b o
hibritlerin elde edilmesinde rg
kimyasal ve fiziksel yontemlen -i}
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» Somatik melezleme, iki protoplastin ¢ekirdek,
sitoplazma veya her ikisinin de birbirleriyle
belirli ortam ve sartlarda birlestirilmesidir.

Flizyon sonucu olusan yapilara flzyon urunleri
veya heterokaryonlar denir.

M. sativa x M. coerulea somatik hibridine
ait cigekler



Protoplast fiizyonu asamalari

» Fuzyonu olacak her iki cins veya tirden tekrarlanabilir bir sekilde
protoplastlar elde edilir

» Protoplastlar gesitli metodlarla birlestirilir (fiizyon)
» Flizyon urdnlerinin segimi yapilir

» Heterokaryonlarin  kiiltirid sonucu once kallus sonra siirglin
rejenerasyonu yoluyla bitkiler elde edilir

» Somatik melezler seleksiyona tabi tutulur

) Sccj)ylr)a‘rik melez bitkiler ebeveynlerle karsilastirmali olarak analiz
edilir

» Verim ve tarla denemeleri yapilir

Tohum uretimi ve tescil iglemi yapilr.




Protoplast flizyonunda;
» Polietilen glikol (PEG) ile fiizyon ve

» Elektrofiizyon metodlar: kullaniimaktadir.




Somatik hibrit bitkilerin analizi

» RAPD profilleri

» Kromozom sayimi
» Southern analizi
» Flow Sitometri

» RFLP

» In situ genomik melezleme gibi biyokimyasal ve
sitolojik metodlar kullanilarak yapilir.
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Ebeveynlerle, F, hibrit ve somatik hibrit
bitkilerin karsilastirilmasinda;

» Fraksiyon I protein analizi

Kromozom sayisi ve karyotipi
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TIzozimler
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Mitokondriyel DNA miktarinin tespiti
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Kloroplast DNA miktarinin tespiti

Niklear DNA miktarinin tespiti
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Genel morfoloji (somaklonal varyasyon)
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Protoplast Kiiltiirinin Dezavantajlari

» Her bitki tirt icin tekrarlanabilir bir sekilde
protoplasttan bitki elde etme metodu
gelistirilmis degildir.

» Heterokaryonlarin etkin bir sekilde ayirimi
yaptlamamaktadir.

» Somatik melez bitkiler genellikle steril olmakta,
dél vermemekte veya fertil olmasi durumunda
¢ok genis bir somaklonal  varyasyon
gostermektedir.




Sunumun Yayinlandigi Siteler

www.bahcebitkileri.org
www.bahcebitkileri.org/bitkibiyoteknolojisi
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