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PROTOPLAST FUZYONU ILE Origanum onites ve Origanum majorana .
ARASINDA SOMAT iK HIBRITLER iN ELDESI VE BUNLARIN MOLEKULER ANAL iZLE
ONAYLANMASI *
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Oz

Daha fazla kekik y& Uretebilecgimiz yeni bir kekik tirti elde etmek ici@riganum onitegbilyali kekik) ve
Origanum majorang beyaz kekik ) tirleri arasinda protoplast flizyonu yagtimiProtoplastlarin izolasyonunda
CPW + mannitol ve CPW + sukroz kami, olusan protoplastlari fizyon ile katirmak icin CPW + enzim ¢b6zel-
tisi ( % 20 selulaz, % 30 driselaz, % 15 pektinaz, % 10 polietilen - glikol ( PEG ) kullanilagk salanmstir.
Bir ay sonra kallus hiicreleri alonustur. Sibrit hiicre grubunun gercek hibrit olup olndadi saptamak icin iki ke-
kik bitkisinden ve sibrit hiicre grubundan DNA izole edimé RAPD - PZR analizi yapilgtir. Iki tiire ait spesi-

fik DNA bantlari sibrid hiicre grubunda tespit edgtimi Bu sonug, protoplast flizyonu sonrasindgantusibritlerin
hibrit oldugunu kanitlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bitki doku kultiri, Protoplast flizyonu, RAPD - PZR analk2riganum onites,
Origanum majorana.

OBTAINING SOMATIC HYBRIDS BETWEEN Origanum onites and Origanum majorana by
USING PROTOPLAST FUSION AND THEIR APPROVAL WITH MOLECULAR ANALYSIS

ABSTACT

In order to obtain a new thyme cultivars from which thyme oil can be produced more excessively, protoplas
fusion was performed betwe@riganum onitegmarble thymend Origanum majorangwhite thyme) species.
CPW + mannitol and CPW + sucrose mix were used successively for protoplast fusion, and CPW + enzym
solution ( 20 % cellulase, 30 % driselase, 15 % pectinase, % 10 ( PEG )) was used successively to mix the
protoplasts for fusion. Callus cells formed after one month growth. In order to determine whether cybrid cell grouf
is true hybrid, DNA was isolated from two thyme plants and cybrid cell group and RAPD-PCR analysis was

undertaken. Specific DNA bands belonging to two species were detected in cybrid cell group. This result prove
hybridity of cybrids after protoplast fusion.

Key words: Plant Tissue Culture, Protoplast Fusion, RAPD - PCR anaysiganum onite
Origanum majorana
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1. GIRIS Bu birlestirme sonucunda daha fazla kekikgya
elde edebileggmiz yeni bir kekik turl olgturmak

Kekik tlkemiz ekonomisine 6nemli katki @a- distiincemizdir. Calimamiz bu konuda yapilan ilk ¢ca-

yan, gidalarimizi gmilendiren ve sgligimiz igin 6-  lismadir.

nemli 6zelliklere sahip bir bitkidir. Kurutulmnguyap-

rak, cicek ve tomurcuklarinin su buhari ile damitiimasi2. MATERYAL VE METOD

sonucu % 2 ile % 8 oraninda elde edilen ucucg ya

kekigin kendine has kokusunustave yakici tatdadir. 2.1, Materyal

Karvakrol ve timol gibi monoterpenik fenollerce zen-

gin olan bu ya cok guclu mikrop oldurict 6zede TBAM vasitas! ileizmir'den getirtilenOriganum

sahip oldgundan bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda onites “Bilyali kekik” (Sekil 1) ve Origanum

etkilidir. Kekik yaginin yara iyilatirici etkisinin belir- majorana“Beyaz kekik” Sekil 2) calsma materyali-

lenmesi icin gercekigirilen bir calsma kapsaminda mizdir. Bu bitkiler kampusiimiizdeki serada buyiitiil-

NIH 3T3 fibroblast hicreleri ile yapilan deneyler, 1 ve mils, sonra kullanilmgtir. Materyallerimizin cins

10 mg/ml karvakrolun fibroblast hticrelerindeggé  (genus) bazinda genel 6zelliklesiagida kisaca veril-
mayi arttirdgini, 100 mg/ml karvakrollin ise, hucreleri mijgtir.

zehirleyerek  timunu  oldurgini  gosterngtir
(Zeytingglu vd., 1998). Karvakroliin akger kanserin-
de gucla antikanserojen etkiye sahip @dusicanlar-
da yapilan deneylerle gosterikse de bu etki heniiz
klinik deneylerle kanitlanrgidezildir. Bunun yani sira
karvakrol ve karvakrolce zengin kekikgrarinin gida-
larin saklanmasindaki rolleri gdi calismalarla belir-
lenmitir (Zeytingglu vd., 1998). Gidalarin bozulmasi-
na yol acan bakteri ve kif mantarlari tzerinde gucli
antimikrobiyal etkilere sahip olan bu maddelerin,
aflatoxin UretenAspergillustiri mantarlara kar da
etkili olduklari gosterilmitir. TBAM (Anadolu Uni-
versitesi, Tibbi ve Aromatik Bitki vdla¢ Arastirma
Merkezi) de yapilan c¢agimalar, karvakrolin ayrica
bazi béceklere kar insektisit etki, bitki biylimesini
Onleyici etki, antihistaminik ve antioksidan etkisi ol-
dugunu da ortaya cikargtir (Baser, 2001). Bdyle
faydal bitki turleri ile ile cakilmaya karar verilngiir.

%

Sekil.1.0riganum onitesin gene'l goruntusu. (Skala:1 cm)

Protoplast teknolojisi ile en kiicik canli tniteye
ulasabilinmekte, hicre flzyonu, seleksiyonu ve
klonlanmasi ile genetik transformasyona imkag-sa
lanmaktadir. 1971yilinda Melcher ve ark polietilen-
glikol (PEG) denilen etkin bir birkgiricinin kullanil-
masi sonucu ilk somatik hibrit ve sibrit bitkiler elde
etmiglerdir. Daha sonra elektrik uyarilari ile
protoplastlarin fizyonunu karmslardir. Bunu proto-
plastlarin elektroporasyonu sonucu gen transferi yo-
luyla transgenik bitkilerin elde edilmesi izlegtir (Ba-
baglu ve Ozcan, 2001). Bu nedenlerden dolayi
protoplast flizyonu yapmaya karar vergtini

Bu calsma kapsaminda %1-5 oraninda ugucg ya
ve %50-82 oraninda karvakrol icgriolan Origanum
onitesturt ile, “Beyaz kekik” adiyla bilinen % 5-8 o-
raninda ugucu Yave %32-84 oraninda karvakrol ice-
ren Origanum majoranddrt (Baer, 2001) protoplast . ] . . .
fUzyongtekngi ile kj)irlestirmek(, protoplast )fupzyonptek- Origanum L:Lamiaceae (Labiatae)familyasin-
nigi ile elde edilen somatik bitkinin random amplified dandir. Ugucu yaiceren (timol) yari calimsi veya otsu
polimorfik DNA (RAPD) markérleri kulla-nilarak ya- GOk yillikdir. Yapraklar basit, brakteler kiremitvari ola-
pilacak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizleri rak ustuste dizilngj korolla mor, pembe veya beyaz
ile fizyonun bgariya ulgtigini ve yeni elde edilen renkte, 2 dudakli, stamenler 4, altdaki uzun, Akdeniz
somatik bitkinin her iki bitkiye ait 6zellikleri tadigi bolgesinde yayii gosterir ve yaklak 30 tiri vardr.
saptamak amacimiz olgtur. BunlardanOriganum onitegizmir kekigi, bilyal ke-

kik) ve Origanum majorangbilyal kekik) kekik yagi
acisindan zengindirler (Se¢cmen vd., 1992).

Sekil.2. Origanum majorananm genl goruntusu. (Skala:1
cm)
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2.2 Metod I 6 tane santrifgj tipundn herbirine 5 ml konuknu

Uzerine 100 ml CPW katmi + % 9 Mannitol + % 10
sukroz kagimindan da petrilerin herbirine 5ml ko-
nulmw, 10 dk 1000 rpm’'de santriftij edilgtir. Bu
islem 3 kez tekrar edilrgiir. Ayni islemler Origanum
majoranatiri icin de uygulanarak her iki tir icin pro-
toplast izolasyonu yapilgtir.

2.2.1. Protoplastizolasyonu ve Protoplast
Flzyonu

Cok hicreli dokularda bitki hiicreleri birbirlerine
hiicreler arasi Igarla balanirlar. Bir hiicrenin duvari
uzaklgtirildiginda geriye kalan kismina protoplast de-
nir. Protoplastlar izotonik ortamlarda car@ihi surdu- K ]
riip, yeni duvar olgturup, mitozla boliinebilir, yeni Onitesin enzim protoplast kagimindan alinip boka-
hiicre gruplari (mikrokallus) ve daha sonra da yeni bit-Pakll santrifij tupune konulngtur. Uzerine 5 ml
kiler olusturabilirler. izole edilen protoplastlar yilksek Origanum majorana’ninenzim protoplast kapmin-
bitkilerde elde edilebilen yegane tekli hiicre kayna ~ dan konulmstur. Bunlarin tzerine 5 ml % 20 selilaz,
olustururlar. Balangigda protoplastlar mekanik yollar- %30 driselaz, %15 pektinaz, %10 PEG konuitau
la izole edilm§ fakat denemelerin tekrarlanamamasi ve (Tablo 2) 10 dk 1000 rpm'de santriftij edikinf (Dods
dissiik protoplast verimi, bir dokunun hiicrelerini birbi- Vd., 1993; Gixon vd., 1994). Santrifijleme 3 kez tek-

Iki tirun flizyonunu yapmak icin 5 n@riganum

rinden ayiran ve hiicre duvarini eriten enzimlerig- ke farlanmstir .

fedilmesini ve kullaniimasini glamsstir (Babaglu ve
Ozcan., 2001). Bu camada Reinert ve Yeoman

Tablo 2. MyotBesin Ortamicerigi

(1982) ‘de kullandi enzimler kullanilmgtir (Reinert Makro elementler mg/l
ve Yeoman, 1982). Eng\los 1288
. . 3
I_Explant kaynai oIa_rak,_sUrekll olarak homojen ve [CaCL2H,0 440
stabil protoplast verdikleri, renksel olarak ayirimda [MgSQ,7H,0 370
cok avantajli olduklarr igcin 2 bitki turiimuzin yaprak |KH,PO, 170
mezofil hicreleri kullanilngtir (Babaglu ve Ozcan, Na,Edta 375
2001). FeSQ7H,0 27.8
Mikro elementler mg/I
Her iki tlirlin yapraklarindan protoplastlarin daha | HsBOs 6.2
kolay ayriimalarini slamak icin pens ve bistiiri yar- | MnSQ4H,0 22.3
dimi ile Ust epidermisleri uzakfariimistir. Boylece ZnSQ4H,0 8.6
mezofil dokunun CPW kasmi (Tablo 1) ile daha ko- | K! 0.86
lay temas etmesi gmnmstir. Steril edilen yapraklarin gaZS“AO;DﬁZOHZO 00-02255
kalin epidermis kisimlari steril kabin icinde pens ve CSC%H%) 0,025
© e s . 2 2 .
bisturiler yardimi ile atilngtir. Organik BilesiKier mall
: L Sukroz 30000
Tablo 1. CPW Besin Ortanicerigi Glycine >
Inositol 100
g":glzozﬂeg‘e”“er o Nikofinik Asit 0.5
KH,PO, 2 57 Pridoksin-HCI 0.5
KN?) 1012 Thiamin-HCI 0.1
3 -
MgSG; 750 546 Sellulaz 1
: Driselaz 1
Mikro elementler mg/| Pekiinaz 1
CuSQ5H,0 0.025 AA 1
Kl 0.16
2-4,D 1
pH_ 5.8 Zeatin 1
Enzim Karisimi % IBA 1
Pektinaz 0.5 NAA 1
Selulaz 2
Driselaz 0.1 Bir giin onceden hazirlangnkatt MS (Skoog.,
Her ki tarin kalan epidermissiz kisimlari 1962) + (IAA+ Kin + 2,4 D + NAA) besiyeri (Tablo 3)

1cm?lik parcalara ayrilngtir. Steril kgullarda 100 ml
CPW kargimi + % 9 Mannitol + % 10 sukroz olan ayri
ayri petri kaplari icine bu parcalar yetlalmistir
(Reinert ve Yeoman, 1982). Daha sonra 16 saat, 20
22°C karanlik icinde inkiibe edilgtir. Bu islemlerden
sonra petri kaplari 18C’lik acida tutulmygtur. 60 da-
kika sonra protoplastlar petrinin altinda dibe ¢okmu
tar.

Origanum onitestiriind iceren enzim-protoplast
karsimlari pasteur pipeti kullanilarak 15ml’ lik kapak-

Uizerine fizyonu yapilmiolan (protoplast + enzim ka-
risimi) sividan her petriye 5 ml dokilgtir. 24 saat
karanlikta, sonra 2 gin boyunca 500 lux’luk, sonrasin-
da ise 2000 lux’luk aydinlatma ile iklim dolabinda ge-
lismeleri beklenmytir (Dods vd., 1985; Gixon vd.,
1994).
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Tablo 3. (MS) Besin Ortanicerigi

Makro elementler mg/|
NH;NO; 1650
KNO; 1800
CaCh2H,0 440
MgSQ,7H,0O 370
KH,7PQ, 170
Na,Edta 37.5
FeSQ7H,0 27.8
Mikro elementler mg/l
H:BO3 6.2
MnSO4H,0 22.3
ZnSQ4H,0 8.6
Kl 0.86
NaM00O4,2H,0 0.25
CuSQ7H,0 0.025
CoCL6H,0 0.025
Organik Bilesikler mg/I
Sukroz 30000
Agar 10000
Glycine 2
Inositol 100
Nikotinik Asit 0.5
Pridoksin- HCI 0.5
Thiamin- HCI 0.1
Kinetin 1
NAA 0.5
2,4-D 0.5
IAA 0.5
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-20°C’'de 30 dk bekletilngtir. Daha sonra 10000
rom'de 10 dk santrifuj edilerek DNA eppendorfun dip
kisminda toplanngiir. Olusan DNA pelleti % 70’lik -
20°C'de s@utulmus etanol ile yikanngtir. DNA
pelleti havada kurutularak 50-jdl0steril TE buffer
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) icinde ¢O-
zinduralmigtar. izole edilen DNAlarin  miktarlar
agaroz jel Uzerinde bantgi@iklari bilinen standart
DNA marker ile (Mass-Ruler, Fermentas) gstir-
mak suretiyle belirlenngiir.

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Qiagen Operon GMBH firmasindan temin edilen
Kit AB’nin icerdigi 10-mer (10 adet ntkleotid dizisin-
den olgan) primerlerden 11 taneSriganum onitese
Origanum majoranaarasindaki DNA seviyesindeki
farklilhiklari tesbit edebilmek amaciyla test edgtii

Bu primerlerin nikleotid dizileri Tablo 4’de ve-
rilmigtir. PCR amplifikasyonlari 38'lik reaksiyon
volumlerinde gercekigirilmigtir. Her bir reaksiyon
volimi 20-30 ng kalip DNA, 0.2 mM dNTP kami,

10 picomol tek primer, 2 mM Mggl2.5U Tag DNA
polimeraz enzimi ve enzimle beraber temin edilen
tampon solisyon (10 mM Tris-Cl, 50 mM KCI, 0.1%
Triton X-100, 0.2 mg mf jelatin) icermektedir.

Tablo 4. Cagmada kullanilan Operon RAPD 10-mer
primerlerinin ntikleotid dizileri.

Heterokaryonlar stergartlar altinda, alttan objek-
tifli bir mikroskop ve mikroenjektor kullanilarak tek
tek kaltdr besiyerine alinykallus olgturmalari bek-

lenmistir.

2.2.2. DNAIizolasyonu

DNA, tek bir Origanum onitesve Origanum

majoranabitkisinin gen¢ yapraklarindan, ayrica hibrit

hicre yginlarindan  (sibrit) Fermentas DNA

ekstrasyon kiti kullanilarak dretici firma protokoliine

gore elde edilmtir. Buna gore, yakkak 100-500 mg

taze @irliga sahip kekik yapraklari sivi azot ile

homojenize edildikten sonra eppendorf tibe aktarila-

Primer kod no. 5'-3' ntikleotid dizimi
AB1 CCGTCGGTAG
AB2 GGAAACCCCT
AB3 TGGCGCACAC
AB4 GGCACGCGTT
AB7 GTAAACCGCC
AB9 GGGCGACTAC
AB11 GTGCGCAATG
AB14 AAGTGCGACC
AB16 CCCGGATGGT
AB17 TCGCATCCAG
AB20 CTTCTCGGAC

rak 200pl TE buffer ile kargtiriimistir. Bu kargima
400 pl extraksiyon buffer eklenmi eppendorf tlpl
asagl-yukari istikamette birka¢ kez cevrilerek solis-
yonlarin ve homojenatin iyice kamasi sglanmstir.
Daha sonra su banyosunda®@%le 10-15 dk inklbe
edilmistir. Bu iglemin ardindan ayni eppendorf tliptine
60Qul kloroform ilave edilerek kagtirilmis ve 5 dk
10000 rpm’de santriftij edilrgtir.

Eppendorf icinde meydana gelen iki fazdan Ustte-
ki sulu kisim dikkatli birsekilde mikropipet yardimi
ile yeni bir eppendorfa aktarilgtir. Uzerine 1ml

Amplifikasyon glemi Techgene (Techne Ltd.)
PCR aygiti kullanilarak yapilgtir. PCR aleti bu a-
macla, balangic denatiirasyon basaing®2°C'de 5
dk'yi takiben 45 kez 9Z’de 1 dk, 37C'de 1 dk ve
72°C’de 1 dk sikluslari ile bir kez 72’de 8 dk son
uzatma basaniani gerceklgtirmek (zere program-
lanmstir.

Amplifikasyon urunleri yatay elektroforez Kiti
kullanilarak jel Gzerinde awtiriimistir. Kekik bitkile-
rinden ve sibritlerden elde edilen DNA'lar % 0.8’lik

Fermentas ¢oktirme solusyonundan ilave edilerek odgw/v) agaroz jellerde, PCR Uriinleri ise 1.4 %'lik (w/v)

sicaklginda 1-2 dk bekletilngtir. Bu kargim santri-
fujde 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilgnve dipte o-
lusmus olan pellet 150l 10 M NaCl iginde
¢ozandurulmegttr. DNA’nin  ¢oktlrdlmesi igin bu
karsima 300pl -20°C’de saklanan % 99’luk etanol
ilave edilmg ve -20C’de 30 dk bekletilmitir. Daha

agaroz jellerde mini ve midi yatay elektroforez kitleri
(Thermo) kullanilarak analiz edilgtir.

Agaroz jeller 0.5X TBE tampon solusyonu (0.445
M Tris, 0.445 M Borik asit, 0.01 M EDTA pH 8.0) ile
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hazirlanmgtir. Ayrica her agaroz jeline katglmadan
once 0.5ug mit oraninda etidyum bromid ilave edil-
mistir. TBE soliisyonu (0.5X) elektroforez tanklarinda
tampon olarak kullanilrgtir. DNA ve PCR drnekleri
75V'da 1-2 saat yurituldukden sonra UV kutusu Uze-
rinde incelenmtir. Etidyum bromid sayesinde gori-
nur hale gelen DNA bantlari Polaroid 665 filmleri kul-
lanilarak UV kutusu uzerinde faimaflanmstir.

3. BULGULAR

Yeni flizyonu yapilan dalmis protoplast hiicrele-
rinin 10X buyutme ile fotgraflar cekilmitir (Sekil
3). Bu fggraflarin Uzerinde protoplast verimi hesap-
lanmstir.

-

B T

Sekil 3. Dailmis protoplast hicreleri. 10X’ lik buyitme.
(Skala: 1cm).

Bir hemositometrede her bir kare 0.1 Prweya
10* cn? hacime ve 1 mfalana sahiptir. 1 ctal ml
olduguna gére 1 ml'de protoplast konsantrasygou
sekilde hesaplanrtir.

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

Bizim 6rnezsimizde ortalama protoplast sayisi = 28
28 x 14 : 2.8 x 10 protoplast/ml dir.

Toplam verim ise=protoplast/ml x orijinal hacim (bu
calsmada 10ml) olarak yani;

2.8 x 16 x 10 : 2.8 x 16 bulunmutur.

Toplam verim bglangi¢cdaki 1gr materyalden elde
edilen protoplast sayisi olarak ifade edglini

Kultur sirasinda tam yuvarlak olan protoplastlarin
10 X buyutme ile fotgraflari cekilmitir (Sekil 4).
Mikroskobun okulerine yerigirilen mikrometre kulla-
nilarak mezofil hicrelerinin protoplast boylari 20-70
pm arasinda bulunngtur.

Sekil 4. Protoplast hiicresi. Florasan filtresi ge&kimikros-
kobunda 20X lik buyutmede cekilgtir. (Skala: 1cm).

24 saat sonra hiicreler yawava eliptik bir hal
almaya bglamstir. Protoplast kilturl sonrasi en 6-
nemli devre hicre duvarinin elumudur, seliiloz
fibriller yani hiicre duvari 48 saat sonraghaya ba-
lamistir (Sekil 5).

Sekil 5. 48 saat sonra hiicre duvarisaohus protoplast hiic-
resi. Florasan filtresi ilesik mikroskobunda 20X
lik blyutmede cekilmtir. (Skala: 1cm).

Eksik hiicre duvari rejenerasyonu sonucu, zayif
alanlarda balonlanma olrtur. Bazi protoplastlar hiic-
re duvari olgmadan Olmitdr.

Hicre duvari olgan hireler 8'ci gin sonunda
mitotik bolinme gostermeye gdamis (Sekil 6) ve
10’cu gun sonunda tamamen ikiye bolugrbir hicre
olusmustur (Sekil 7). 12'ci giinde Uce bolinmeyesba
lamistir (Sekil 8). Bundan sonra bolunmeler devam
etmigtir. 3 hafta sonunda hiicre kolonileri gérilmeye
baslanmstir (Sekil 9).



Sekil 6. 8 giin sonunda mitotik bélinmeyeslbanis bir
protoplast hucresi. 40X’lik buyitme ile. (Skala:
lcm).

Sekil 7. 9.cu gin Mitotik bélinme gosteren bir protoplast
hiicresi 20X'lik buyutme ile. (Skala: 1cm).

Sekil 8. 12’'ci gun sonunda mitotik bolinme gdsteren bir
protoplast hicresi 20X'lik buyutme ile. (Skala:
lcm).

Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi, 6 (1)

Sekil 9. 21.glinde okmus hiicre kolonileri 10X blyltme ile
(Skala: 1cm).

Bir ay sonunda kiguk dokular (proto kalluslar)
gorulmeye bglanmstir (Sekil 10). Calsmamiza bitki
olusturuncaya kadar devam edilecektir.

elde edilen proto

Sekil 10. 1 ay sonunda protoplastlardan
kalluslar. (Skala: 1cm).

Origanum onites/e Origanum majoranabitkileri
arasinda DNA seviyesindeki farkhliklar gai cikar-
mak amaciyla Operon RAPD 10mer AB kit'ine ait 11
adet primer kullaniimgtir. Kullanilan tim RAPD
primerler Origanum onitesve Origanum majorana
bitkilerinin genomik DNAsindan PCR Urunleri etu-
rulmustur. Genel olarak primerlerin aiturduklari
bantlarin sayisi 1-7, bu bantlarin buyukltkleri de 0.3 -
1.6 kb arasinda @emektedir. Bu primerler icersinden
ebeveyn bitkiler arasindaki DNA polimorfizmini (fark-

Il DNA bantlarinin olgmasi durumu) en iyi gosteren
primerler AB-01, AB-03, AB-04 ve AB-09 oldun-
dan hibrit analizinde bu primerlerin kullaniimasina
karar verilmgtir. Ebeveyn bitkilerin ve muhtemel
hibrit hiicre ygininin DNAs! ile bu primerler kullani-
larak yapilan PCR analizlerinin sonu§ekil 11'de
sunulmytur. Buna goére, muhtemel hibritin amplifi-
kasyon profili Origanum onites ve Origanum
majoranabitkilerinin sahip oldgu ortak bantlarla be-
raber anne ya da baba bitkinigithgl spesifik bantlari

da Qekil 11) icermektedir. Dolayisiyla bu sonug test
edilen hibritin protoplast flizyonu sonucu ghws ger-
cek bir hibrit oldgunu kanitlamgtir. Bunun yanisira
muhtemel hibritte ne annede ne de babada bulunmayan
bantlar da gdzlemlenstir.
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DNA
ladder ~ ABOL AB09 AB3 AB-04 Kultiir sirasinda tam yuvarlak olan protoplast- (

bp kil 8, 9), 24 saat sonra yaygava eliptik bir hal al-
maya balamistir. Protoplast kiltird sonrasi en dnemli
devre hicre duvarinin glumudur, cakmamizda seli-
loz fibriller yani hiicre duvari 48 saat sonrasohaya
baglamistir.

Eksik hiicre duvari rejenerasyonu sonucu, zayif
alanlarda balonlanma oltur. Bu durum pektinin
hiicre duvarinda oftmamas! sonucu ortaya Gikgtmr
(Babaglu ve Ozcan., 2001). Bazi protoplastlar hiicre
duvari olymadan 6lmgtir. Zayif hicre duvari sente-
zinde genetik faktorlerin yanisira besin ortami 6zellik-
leri, hormonlar, uygun olmayan ozmotik dengeleyici
konsantrasyonlari ve karbon kagnaetkili olabilir
(Evans ve Bravo, 1983; Ochatt ve Power, 1992).

Calgsmamizda hiicre duvari glan hireler 8'ci
gun sonunda mitotik bélinme gostermeyagldnaistir
(Sekil 6) ve 9’ cu giin sonunda tamamen ikiye bolin-
mis bir hiicre olgmustur (Sekil 7). Hiicrelerimiz 12°ci
ginde Uce boélinmeye gamistir (Sekil 8). Bundan
Sekil 11. Origanum onites Origanum majorana ve sonra boélinmeler devam ettii. 3 hafta sonunda hiic-
protoplast flizyonu sonrasi ehaus muhtemel  re kolonileri gorilmeye bganmstir (Sekil 9). Calg-

hibritten elde edilen DNA'lar Uzerinde RAPD mamizda bir ay sonunda proto kalluslar goérilmeye
primerler (AB-O1, AB-09, AB-03 ve AB-4) kul-  pglanmstir (Sekil 10).
lanilarak yapilan PCR analizleri. PCR drunlerinin

ortalama buyiklikler 100 bp DNA ladder ( - :
Fermentas ) kullanilarak saptagtm O, Galsmamizda protoplast fuzyonu gergekres,

Origanum onites M, Origanum majorana H proto kalluslar meydana gelgtir. Fakat hentiz bitki-
muhtemel hibriti temsil etmektedir. Hibritte tesbit CIKIer olusmamstir.
edilen Origanum onites ve Origanum

majorandya ait spesifik bantlar oklarla gosteril- Petuia parodiive P.hybrida(Power vd., 1989 ile

mistir. Ortak bantlar isel]) ile isaretlenmitir. protoplast kulturd yaparak iki bitkiyi elde etyt@rdir.
Izolasyon ddéneminde bizim ¢ghamizda kullanilan
4. TARTISMA enzimleri kullanmglardir. Pirincin farkl genotipleri

protoplast kdlttrt ile uretilngtir (Kyozuka, 1988).

Temel argtirma materyali olarak protoplastlarin Yine Oriza satival989 ‘da protoplast kulturd ile geii
kullaniimasi ektJir(;ok tUrde)Iii genetik i?fﬂaﬁrngelerde tirilimistir (Lee, 1989).5eker pacari ile 1986'da Shao,
cok faydali olmstur. Protoplastlarin kullaniminda en 1993'de Winkelmann Afrika mengési ile protoplast
onemli fayda somatik melezlemedir. segsel ~1Zolasyon cakmalari yapmtir.
melezlemede géli nedenlerle ortaya ¢ikan uyonaz- S
liklari asilarak turler arasi gen akmin sa&lanmasi Solanum aethiopicumle S.melongenaarasinda
protoplast teknolojisinin en énemli avantajidir. Bitki- Ralstonia solanacearunbakterisinin neden oldu
lerde hiicre duvari hiicre igin fiizyolojik bir engepile ~ Nastalga direnci sglamak icin protoplast fuzyonu ya-
daha cok mekanik bir sinir ve destek olarak gorevP!Imistir. Sonucda 2 hafta sonunda % 100 yumurta
yapmakta, ozmotik dgsiklikler sonucu hiicrenin pat-  Ritki tretilmis, 8 hafta sonunda % 50 bitki tretiktir.
lamasini ve mikroorganizmalarin hiicreyi enfekde et-BU ¢alsmada bizimkinden farkli olarak —elektrik
mesini engellemektedir. Protoplastlarin’biiyiikliikleri- fizyonu kullanilmstir (Collonnier vd., 2001). Bizim
nin teshiti somatik fuzyon o©ncesi ve sonrasi S@lsmamizda  (PEG) kimyasal flizyonu  ile

heterokaryonlarin ayriimasinda 6nemlidir (Bagao Protoplastlarin birlgmesini sgladik. Fuzyon geciren
ve Ozcan, 2001). protoplastlarin kallusa geineleri daha yawaolmus-

tur. Bunun nedeni yontem farkih veya turler arasin-

Bitkilerimizde yaprak mezofil protoplastlarinin daki baytime ozelliklerinin farkli olmasindan kaynak-
boylari 20-70um bulunmutur. Power vd. (1989) yap- lanabilir.
tiklar bir calgmada yaprak mezofil protoplastlarinin
boylarinin 10-6Q0m olmasi gerekgini sdylemglerdir.
Yine bu ¢aljmada kare bana ortalama protoplast sa-
yisi 28 bulunmgtur. Toplam verim bgangicdaki 1 gr
materyalden elde edilen protoplast sayisi olarak ifad
edilmistir. Calisma sonuglarimiz Power vd. (1989)'nin
yaptgl calsma sonuglari ile uyumlu bulunrgtur.

Phytophthora sojaile P.capsici mantarlari ara-
sinda yapilan protoplast flizyonu galasinda izolas-
yon isleminde driselaz kullanilrgiir. Biz ise mannitol
dullandik. Fluzyonslemi ise PEG ve kalsiyum klordr
ile gercekletirilmistir, bizim ¢calsmamizdan farkli ola-
rak 20mM Tris kullanilarak yapilgtir. Zoosporlarin
hiicrelerinin kayngigl gorilmitir (Gu ve Ko, 2000).



164 Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi, 6 (1)

hibrit hiicre gruplarinda ya da hibrit bitkide anne ya da
B.napus ile iki akraba turd Oryhophragmus babanin kromozomlarinin tam olarak kevadgi, e-
violaceus ve xinjiangwrasinda protoplast fiizyonu ya- beveynlerden birine ait bir kisim yadaggokromo-
pilmigtir (Hu, 1999). Yine bizim ¢almamizdaki gibi ~ zomlarin kaybedildidir (Stafford ve Warren, 1991).
PEG flizyonu ile protoplastlar bigkailmi stir. Bu kayip 6zellikle enzim ve PZR urunlerinin elektro-
forezinde agia cikmaktadir. Flizyon sirasinda hangi
Solanaceagyrubu bitkilerin hemen hemen tama- kromozomlarin  elemine edilegi@i  belirleyen
minda, Brassica turlerinde, havug, yonca, sardunya, mekanizma heniz iyice aglamamstir.
celtik, soya fasulyesi, bezelye, misir gibi bircok bitki
turinde protoplast kiltirinden bitki elde edilmesi tize- PZR analizi sonuglarinin hibritte, ebeveyn bitki-
rinde calgmalar yapilmy ve rejenerasyon §kanabil- lerden farkh gdzlemlenmesindegdr bir sebep olarak
digi rapor edilmitir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, da PZR amplifikasyonu sirasinda RAPD primerlerin
1998). Bu ¢almalarda bizim ¢agmamizia ayni yon- genom uzerindeki primer Bemnma bdlgeleri igin re-
temler kullanilmgtir. kabet etmeleri gosterilebilir. Ozellikle de RAPD-PZR
drdinleri yaygin bir sekans homolojisi gosteriyorsa bu
Protoplast flizyonu yénteminin pratik eltnu si-  durumla kagilasiimaktadir (Collonnier vd., 2001).
nirlandiran bazi hususlar bulunmaktadir. FiizyonlarinOrnesin AB-01 primeri ile yapilan PZR analizi sonucu
bir cogundan euploid veya aneuploid kromozom yapi- O. majorandda olusan molekiler girligi en buyik
sinda bitkiler elde edilebilmektedir (Palavan-Unsal, bandin (~1500 bp) hibritte kahg belli belirsiz olu-
1993). surken, O. majorana bitkisinde silik birsekilde goéri-
len ikinci siradaki bant ise (~1300 bp) hibritte belirgin
Her bitki tard icin tekrarlanabilir birsekilde bir sekilde meydana gelstir (Sekil 11, AB-01). Bu-
protoplastdan bitki elde etme metodu gélimis de- nun yaninda, ger RAPD drinleri icinde tekrar eden
gildir. Heterokaryonlarin etkin bigekilde ayirimi ya-  sekanslar varsa, bu durum tekrarlayan sekanslarin
pilamamaktadir. Ayrica somatik melez bitkiler genel- farkli kopyalari arasinda heteroduplekssalmuna ne-
likle steril olmakta, dol verememekte veya fertil olma- den olarak asil Grtiniin amplifikasyonunu durdurabilir.
sI durumunda ¢ok genbir somaklonal varyasyon gés- Boyle durumlarla kaglasildiginda bir yerine birden
termektedir (Babagu ve Ozcan, 2001). fazla primer ayri reaksiyonlarda kullanilarak, bir
primerle mesela annenin spesifik bandi elde egiildi
Bu calgmada bitkicik elde edilmeden 6nce mole- de, dger primerle de babanin spesifik bandi elde edili-
kaler olarak fiizyonun gercekkegini gosterilmitir. yorsa bu primer ciftleri ayri ayri kullanilarak hibritte
RAPD markoérler hibritlerin  niklear genomlarinin hem anne hem de baba bitkinin genomunun garh
karakterizasyonunda cok siklikla kullanilan gtvenilir tesbit etmekte kullaniimaktadir (Collonnier vd., 2001).
materyallerdir. Dominant olarak ekspres edildikleri Bizim calsmamizda da kullangimiz AB-09 primeri
icin anne ve babadan gelen sadece tek polimorfikle muhtemel hibritte baba bitkide bulunan ~650 bp
amplifikasyon drininin vagh bile test edilen bitki  bayukligtindeki bant olgmus, fakat anne bitkinin
veya kallus hicre gruplarinin hibr@ini isbat etmek  ~900 bp biyuklgindeki spesifik bandi hibritte mey-
icin yeterlidir. Bu cajmada da protoplast fizyonu ile dana gelmengtir. Ayni sekilde AB-03 primeri ile de
iki farkli kekik bitkisinden Qriganum onitesve muhtemel hibritte baba bitkide gortlen ~1100 bp bi-
Origanum majoranp somatik hibrit olgturulabildigi yuklugiindeki bant olgmustur. Buna kagin AB-04
RAPD markdrler ile test edilerek gosteriltni. Bu- primeri ile ise muhtemel hibritte anne bitkide o
nunla beraber yagimiz RAPD-PZR sonucunda muh- ~1000 bp buytklgindeki bant meydana gelgtir. Bu
temel hibritte, anne ve baba bitkide gorilen bazi bant-bilgilerin 1siginda diyebiliriz ki, PZR cagmamizda
lar amplifike olmy bazi bantlar ise olmagtir, bu kullanilan AB-01 primeri bize protoplast flizyonunun
bantlarin yerine farkl, ne annede ne de babada bulunbasarili olduzunu direk olarak gdsterstir. Bununla
mayan bantlar okmustur. Bazi durumlarda da, kulla- beraber, primer AB-09 ve AB-03 ile yapilan PZR ana-
nilan primerle sadece baba bitkinin spesifik bandi agiklizlerinde hibritte sadece babanin spesifik bandi (anne
bir sekilde meydana gelirken (AB-03, AB-09, dlare- bitkide ayni bant bulunmaz); primer AB-04 ile yapilan
ti ile belirtilen bantlar) dier bir primerle de sadece analizde de hibritte sadece annenin spesifik bandi (ba-
anne bitkinin spesifik bandi (AB-04, okareti ile be-  ba bitkide ayni bant bulunmaz) elde edildden bu
lirtilen bant) olymustur. Benzer gozlemler daha dnce- primerlerden elde edilen sonugclar bjtigldi ginde bi-
den Solanum tuberosunve Solanum brevidensle ze hibrit bitkinin hemOriganum onites(baba bitki)
(Pehu vd., 1989) v&olanum melongenge Solanum  hem deOriganum majoranain (anne bitki) genomla-
aethiopicum (Colonnier vd., 2001) ile vyapilan rini icerdgini gostermgtir. Bu da protoplast
protoplast flizyonu ile somatik hibrilretme ¢afma- fuzyonunun olgtuguna dair yeterli bir kanit ofgur-

larinda tesbit edilngtir. maktadir.

Protoplast cajmalarinda genelde ebeveynlerin KAYNAKCA
tim kromozomlarinin hibrit hiicrelerde bulunmasi bek-
lenir. Dolayisiyla hibritlerin genomu anne ve baba bit- Babaglu, M. ve Ozcan, (2001). Bitki
kinin iki kati buyuklukte olacaktir. Fakat bu durum Biyoteknolojisi 89-135, SeI(;uk Univ, Konya.
nadiren olgur ya da hic meydana gelmez. Genelde
rastlanilan olay protoplast fizyonu ile elde edilen
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