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Kotiledon ve hipokotil bitki doku pargalant kullamlarak marker gen olarak
kanamisine dayamklihk (mpr II) ve pB-glukuronidaz (GUS) genlerini igeren
Agrobacterium tumefaciens’in pGA482GG plazmidini tastyan EHA101 wrka ile hyar
bitkisine (Cucumis sativus L.) gen transferi yapilmigtir. In vitro kogullarda
tohumlann ¢imlendirilmesi ile elde edilen bitkilerin kotiledon ve hipokotil pargalar
farkh hormon konsantrasyon ve kombinasyonlarim igeren MS ortamm iizerinde
kiilttire ahnmig ve en uygun siirgiin regenerasyon ortamimn 2 mg/l zeatin igeren MS
ortamu olduBu belirlenmigtir. Denenen bitki doku parcalanindan en fazla bitki
regenerasyonu ortadan enine ikiye kesilmig kotiledon yapraklanmn sapa baglanan
kisimlanndan elde edilmigtir. Doku parcalan A. fumefaciens ile 2 giin sire ile ko-
kiiltiire ahnmgtir. Kanamisinli ortamlarda segilen bitki doku pargalan histokimyasal
GUS" analizi ile test edilmis ve dokularda meydana gelen mavi renk degigimleri
gozlenmigtir. Transgenik dokulardan regenere olan siirgiinler basal MS ortam
tizerinde 3 hafta sire ile kiiltiire alinarak kok geligimi tegvik edilmigtir. 10 cm
uzunluga ulagan ve kok olusturan bitkiler topraga aktanlarak bitkilerin dogal
kosullara adaptasyonlan saglannmgtir. Bu bitkilerin normal ¢igek ve meyve
olusturduklan gozlenmistir. Transgenik bitkilerden DNA izolasyonlan yapilmg ve
aktarilan npr I ve GUS genlerini belirlemek i¢in PZR analizleri yapilmistir, Béylece
hiyar bitkisine A. fwmefaciens aracihfn ile gen transferi i¢in etkili bir protokol
olugturulmugtur.

Anahtar Kelimeler : Agrobacterium tumefaciens, Cucumis sativus, Transgenik
Bitki, Bitki Regenerasyonu, Hiyar
I
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Cotyledon and Hipocotyl segments of cucumber (Cucumis sativus L.) were
used for the transformation performed by EHA101 strain of A. tumefaciens harboring
the binary vector pGA482GG plasmid carrying the marker genes the neomycin
phosphotransferase Il (mpt II) determining resistance to kanamycin and J-
glucuronidase (GUS). Cotyledon and hipocotyl segments of plants which were
obtained in vitro conditions were cultivated on MS medium containing different
hormones combination and concentrations. The best suitable shoot regeneration
medium was observed on MS medium containing 2 mg/L. zeatin. In the tested tissues
segments, the highest shoot regeneration was obtained from the proximal ends of
cotyledon leaves which were cut transversely into two halves. Plant tissue segments
co-cultivated with A. tumefaciens for 2 days. Plant tissue, selected in the MS medium
containing kanamycin were tested by histochemical GUS" assays and blue color
staining was observed on the tissues. Shoots regenerated from the transgenic tissue
were cultured on the basal MS medium to induce root formation for 3 weeks. The
rooted plants with 10 cm height were transferred to the soil for their adaptation to the
natural environment. It was observed that plants had normal flower and fruit. DNA
was isolated from transgenic plants and PCR analyzes were done to indicate
transferred npt II and GUS genes. Thus an effective protocol for Agrobacterium-
mediated genetic transformation of cucumber was set up.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, Cucumis sativus, Transgenic Plant, Plant
Regeneration, Cucumber
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Sekil 4.8.

Bitki transformasyonda kullanilan pGA482GG
plazmidinin haritas:

Y% MS ortamu {izerinde karanhk kosullarda kiiltiire
alinan hiyar tohumlaninin ¢imlenmesinden 5 giin
sonra geligen bitkiler

Farkh hormon kombinasyon ve
konsantrasyonlanmi igeren MS ortamin wzerinde
bitki regenerasyonunu tegvik etmek amaciyla
kiiltiire alinan kotiledon parcalan

Degisik hormon konsantrasyon ve
kombinasyonlarim1 igeren MS ortam: iizerinde
kiiltire alman kotiledon yaprak parcalarindan
olusan % bitki sayisi

2 mg/l zeatin igeren MS ortam tzerinde kiiltiire
alman kotiledon ve hipokotillerden geligen
kalluslar ve bitkicikler (ok ile gosterilmigtir.)

Kotiledon doku pargalanndan tegvik edilen ve(a) 2
mg/l zeatin ile (b) 0.1 mg/l BAP igeren MS ortami
uzerinde kiltire alinan siirgiinlerin 4 hafta sonraki
gorinimi

Kotiledon pargalarindan tesvik edilmig siirgiinlerin
gelisimini  tamamlamast  igin  erlenmayerler
igerisinde 2 mg/l zeatin igeren MS ortam iizerinde
kiiltiire alinan hiyar siirgiinleri

A. tumefaciens ile transformasyonu yapilarak 50
mg/l kanamisin300 mg/l karbensilin ve 2 mg/l
zeatin iceren MS ortamn tizerinde kiiltiire ahnan
hipokotil doku pargalarindan 5 giin sonra gelisen
kalluslar

SAYFANO
21

29

31

31

33

34

34

36



SAYFANO
Sekil 4.9. Transformasyon igin 2 giin siire ile 4. tumefaciens ile ko- 37
killtire tabi tutulduktan sonra igerisinde 50 mg/l
kanamisin, 300 mg/l karbensilin, 2 mg/l zeatin iceren MS
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igerisinde besi ortamu ilizerinde kiltiire alinan hipokotil ve
kotiledon bitki doku pargalanmn klima odasindaki genel
goriinimii

Sekil 4.11. a) A. tumefaciens ile gen transferi yapiimg kotiledon 38
yapraklanndan  antibiyotik iceren (Kanamisin ve
Karbensilin) ortam iizerinde uygulamadan 2 hafta sonra
gelistirdigi sirginler (ok ile gosterilmigtir) b) A.
tumefaciens ile gen transferi yapilmamug kotiledon
yapraklann antibiyotik iceren ortam iizerindeki sararmug
kotiledon ve hipokotil doku pargalan (Kontrol)

Sekil 4.12. A. tumefaciens ile transformasyondan sonra antibiyotik 38
iceren bitki regenerasyon ortamu tizerinde kiiltiire alinan
hipokotil+kotiledon  pargalarmdan  tegvik  edilmig
siirgiinler

Sekil 4.13. Transformasyon sonucu regenere edilen kotiledon, 39
hipokotil+kotiledon bitki doku parcgalarindan tesvik edilen
sirginlerin gelisiminin tegviki igin 2 mg/l zeatin igeren
MS ortamu iizerinde kiiltiire ahnan siirgiinler

Sekil 4.14. Basal MS ortamu lizerinde kok olugturarak gelisimini 40
tamamlayan topraga aktanlma asamasmna gelmiy hiyar
bitkileri
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Topraga aktanlarak dogal kosullara
adaptasyonlani saglanmms 5 haftalik transgenik
htyar bitkileri

Klima odalalarinda gelistirilmisy 2 ayhk
transgenik hryar bitkileri

In vitro siirgiin ucu kiiltiirii ile geligtirilmis tiitiin
bitkisi

a) A. tumefaciens ile transformasyonu yapilarak
antibiyotik iceren MS ortamm lizerinde kiiltiire
alman titiin doku pargalarmdan 3 hafta sonra
regenere olan siirgiinler (ok ile g6sterilmigtir.) b)
Transformasyonu yapilmig tiitiin  bitkilerinin
antibiyotik iceren MS ortamn izerinde kok
olusturmasi

a) Tranformasyondan sonra bitki doku
parcalarina yapillan GUS analizi sonucunda
titiin ve hiyar bitki doku pargalaninda g6zlenen
mavi renk olusumu b) 2 ayhk transgenik
bitkilerde GUS analizi sonucu dokularda
meydana gelen mavi renk degigimi

Hiyar bitkisinin farkh ve aym kotiledon
yapraklardan elde edilen transgenik bitkilerin
GUS geni igin PZR analizi; kontrol: transgenik
olmayan hiyar bitkisi

Hiyar bitkisinin farkh ve aym kotiledon
yapraklardan elde edilen transgenik bitkilerin npt
II geni icin PZR analizi; kontrol: transgenik
olmayan hiyar bitkisi
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1. GIRIS

Hiyar (Cucumis sativus L.) Amerika, Asya ve Avrupa gibi diinya iilkelerinde
oldugu gibi ilkemizde de oldukga yaygin olarak yetigtiricilii yapilan ekonomik
oneme sahip kiltir bitkilerinden biridir. Ulkemizde toplam 793.000 hektar alanda
22.357.612 ton sebze iiretimi yapimaktadir ve bunun 1.825.000 tonu hiyar iiretimine
aittir. Bu sayisal veriler de gosteriyor ki hiyar iilkemizde iiretimi yapilan sebzeler
arasinda 4. sirada yer alamaktadir. Ortii alt: alanda da 220.000 dekar alanda sebze
retimi yapilmakta ve bunun % 20°’lik kisminda hiyar yetistiricilifi yapilmaktadir
(DIE,1998). Bu kiiltiir bitkisinde abiyotik stres faktorlerinin yam sira gesitli hastalik
ve zararlilarda gibi biyotik faktoérler sonucu da Onemli derecede iiriin kayiplan
olmaktadir (Schulze ve ark., 1995). Bu iiriin kayiplanm en az diizeyde tutabilmek
icin hastahk ve zararhlara kargt mucadelede kiltiirel, fiziksel ve kimyasal
yontemlerden yararlamlmaktadir. Bu miicadele yontemlerinden en yaygin olarak
kullamian kimyasal miicadele yonteminin, tarimsal {iretimde girdileri asin derecede
arttirmasi, insan saghgi ve cevreye olan olumsuz etkileri nedeniyle son willarda
hastalik ve zararhlara tolerant veya dayamkh bitkiler elde etme iizerine yapilan
caligmalar yogunluk kazanmig ve dayamkh cesit kullantm giiniimiizde zorunlu hale
gelmistir.

Yiksek verimli hastallk ve zararhlara dayamkh bitkilerin geligtirilmesinde
genellikle klasik islah yontemlerinden yararlamlmaktadir. Ancak ¢ofu kez yapilan
bu ¢ahgmalarda bitkiler arasindaki olasi seksiiel uyugmazliklar ve kisirhifin yam sira
istenmeyen oOzelliklerinde bitkilere aktanlma olasihmn olmasi gibi nedenlerle
klasik melezleme yontemlerinin uygulanmasinda gigliklerle kargilagildigi  gibi,
istenilen Ozelliklere sahip bitkiler elde etmek de uzun zaman almaktadir
(Nishibayaski ve ark., 1996). Tirler arasindaki bu kisirhk engeli istenilen 6zellikteki
bitkilerin elde edilmesinde 6nemli bir simrlayic: faktor olmaktadir.

Hiyar klasik melezleme yontemlerinin uygulanmasinda giicliklerle kargilagilan
bitkilerden birisi olup sadece Cucumis sativus ile C.hardwickii arasinda melezleme
yapmak mimkiin olabilmektedir (Trulson ve ark., 1986). Bitkiler arasindaki uyuma
bakmaksizin farkh iki organizma arasindaki gen aktanimina olanak saglayan genetik
transformasyon yontemleri klasik islah programlarna destek saglayan ve yararh
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yontemler olarak kullamlmaya baglanmugtir. Transgenik bitkilerin elde edilmesi
genlerin hedef hiicrelere aktarilmasi, aktanlan bu genin niikklear genoma yerlesmesi,
transform olmug hicrelerin segilmesi ve bitki regenerasyonu gibi agamalan
icermektedir. Bu amacgla dogrudan polietilen glycol (PEG), elektroporasyon ve
mikroinjeksiyon ile protoplastlara, partikiil bombardimam ile de hiicre ve dokulara
gen transferi yapilirken, dolayh olarakta Agrobacterium’un bakteriyel plazmidi, bitki
viriis DNA’s1 ve bitki organel DNA’sindan olugan ii¢ tip vektor ile gen
aktrilabilinmektedir.

Dikotiledon bitkilerde tiimér olusumuna neden olan gram negatif bakteri
Agrobacterium tumefaciens ile gen aktanmm bitkilerin genetik transformasyonunda
daha ucuz ve daha etkin transformasyon yapilabilmesi nedeniyle bu konuda yaygin
olarak kullamlan bir yontemdir. Gen transferinde dogal vektor olarakta adlandinlan
A.tumefaciens ik kez transgenik tiitin bitkilerinin daha sonra da transgenik
dikotiledon bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilmigtir (Fraley ve ark.,
1983; Zambrysk: ve ark., 1983).

Son yillarda vyapilan aragtimalarla tanmsal agidan Onemli karakterleri
belirleyen genlerin izole edilip klonlanmasi ve bu genlerin ¢esitli gen transferi
yontemleri ile bitkilere aktaniimasiyla elde edilen baganlar sonucunda amaca uygun
bitkilerin geligtirilmesinde ¢ok Onemli asamalar kaydedilmigtir (Tan ve ark., 1987
Tabei ve ark., 1998 ve Sharma ve ark., 2000). Genetik mithendisligi Ozellikle
ekonomik agidan onemli kiiltiir bitkilerine istenilen 6zellikteki genlerin bitkinin asil
Ozelligini degistirmeyecek sekilde aktanimasinda yardimer olmaktadir. Bu genlerin
bitki hiicrelerine aktanlarak bitki hiicresinin totipotensi Ozellifinden de yaralamhip
yeni bitkiler elde edilebilmektedir.

Gen transferi yapihirken bitkilerin degigik doku pargalanindan yararlamlir ve her
bitki tiird igin transformasyonda kullamlacak olan bitki eksplant1 farkhhk gosterir.
Trulson ve ark. (1986) tarafindan hiyar bitkisinde somatik embriyo olusumu
bildirildikten sonra bu konuda bir ¢ok aragtirmac: tarafindan daha detayh ¢ahgmalar
yapilmigtir. Somatik embriyo elde edilmesinde bitkinin degigik parcalanndan
ornegin, gergek yaprak, kotiledon, bitki govde pargasi olan hipokotil pargalan ve
diger bitki pargalan bu ama¢ dogrultusunda denenmistir (Trulson ve ark., 1986; Lou
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ve ark., 1994; Raharjo ve ark., 1996; Kim ve ark., 2000). Ancak Lou ve Kako
(1996)’nun g¢ahsmalan sonucunda incelenen internodlardan basarih bir sekilde bitki
regenerasyonunun olmadifi belirtilmigtir. Genellikle yapilan caliymalarda distik
oranda somatik embriyogenesisin yam swra yiiksek sikhkta normal olmayan
embriyolarin da geligtifi Orne@in; bipolarite, embriyo 6limi veya gelismesinde
duraklama, ¢ok fazla embriyogenik olmayan kallus olusumu ve embriyonun
vernelizasyonu hiyar bitkisinde yaygin oldugu belirtilmistir (Lou ve ark., 1994).
Buradan da anlagildign gibi hiyar bitkisinde bitki parcalanm kullamlarak bitki
regenerasyonu olduk¢a zordur. Bunun aksine baz aragtincilar kotiledon
pargalanindan siirgiin regenerasyonu ve embriyogenesisin yiksek oranda oldugunu
belirtmiglerdir (Cade ve ark., 1990; Chee ve ark., 1990).

Yukanda so6zii edilen sorunlar nedeniyle istenilen o6zelliklere sahip yeni
bitkilerin elde edilmesinde gen transferi yontemleri tmit var goriilmektedir. Ancak
transgenik bitkilerin elde edilmesi, genlerin konukgu hiicrelerine aktarilmast onlarin
nitkklear genoma yerlesmesi ile transforme olmus hiicrelerin seleksiyonu ve bitki
regenerasyonu her bitki tiri i¢in farkh yontem ve kosullara gereksinim
gostermektedir. Bu nedenle uzerinde gahgilacak her bitki tiirii igin transformasyon
sisteminin kurulmas1 gerekmektedir.

Yapilan bu ¢ahgmada bu nedenle transformasyon igin uygun doku pargalan
belirlenmis ve kanamisine dayamkhk (mpt II) ile B-glukuronidaz (GUS) genlerini
iceren ve 17.4 kb biyiikligindeki pGA482GG plazmidini tagiyan Agrobacterium
tumefaciens’in EHA101 wrka ile npt IT ve GUS genlerinin hiyar bitkisinin kotiledon
ve hipokotil doku parcalarina aktanlmasi, transgenik bitkilerin elde edilmesi ve bu
bitkilerin dogal kogullara adaptasyon olanaklan aragtiritmigtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hiyar Bitkisinde (C. sativus L.) Yapilan Bitki Regenerasyonu ile Tigili
Cahsmalar

Nadalska-Orczyk ve Malepszy (1989) yapmig olduklan bir ¢ahsmada
kendileme yoluyla elde edilen 3 hatti (B, G, S), F2 ve BC1 generasyonlanmn yaprak
pargalanm kullanarak bitki regenerasyon kapasitesini (RA) aragurnmglardir. Hatlarn
farkh RA’ya sahip olduklanm ve RA’nmn oransal olarak da degerinin % 10-19
arasinda degistigini belirtmiglerdir. 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxy acetic acid) / BA (6-
Bezyl adenin) ve NAA (1-Naphthalene acetic acid) / BA (6-Bezyl adenin) sirasiyla
1.0/ 2.5 uM ve 5.0 / 5.0 pM igeren MS (Murashige and Skoog) ortam: Gzerinde
3676’mn kotiledon ve mezofil protoplastlanmn kiiltiire ahnmasindan 21 gin sonra
mikrokalluslar olusturdugunu gozlemlemiglerdir. Mezofil protoplastlarmdan 5.0 / 5.0
uM NAA / BA igeren MS ortam iizerinde kiiltiire alindifinda 12. giiniin sonunda
mikrokalluslann olugtugu tespit edilmigtir. Surgiin veya somatik embriyolann diisik
konsantrasyonda 2,4-D / BA veya NAA / BA igeren MS ortamu Gzerinde kiiltiire
ahnmig ve sadece hormon icermeyen MS ortamm izerinde kiiltire alinan
eksplantlardan gok az sayida bitki olustugu rapor edilmistir.

Baska bir ¢ahsmada ©n deneme olarak iki hyar bitkisi (C.safivus L.)
varyetesinin tohumlan kullamlarak yiksek oranda bitki regenerasyonu elde
edebilmek igin uygun giiniin tespit edildifi bir 6n ¢ahyma yapimstir. Bunu
takibeden arastirmada Gyl4A hattimn tohumlanm kullanarak siirgiin geligimini
tegvik eden ideal ortam belirlenmeye gahgilmigtir. Bu amagla in vifro da geligtirilmig
olan kotiledon yapraklan tohum gimlenmesinden 2-4-6-8 ve 10 giin sonra kesmisler
ve bitki doku pargalanm 10 farkli kombinasyonda NAA ve BAP igeren MS ortamu
iizerinde kiiltiire alarak en iyi bitki regenerasyonunun oldugu uygun giin ve ortam
tespit edilmeye cahgilmiglardir. Bu aragtrma sonucunda en iyi sirgin gelisiminin 6
giinliik iken kullamlan kotiledon yapraklardan elde edildigi bildirilmistir.

Bu sonug alindiktan sonra en iyi sirgiin geligimini sajlayan uygun kultur
ortam denemesinde petiolden geligen siirgiin sayistnin NAA konsantrasyonuna bagh
olarak belirgin bir gekilde artig gosterdigi de bu aragtirma sonucunda elde etmislerdir.
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Aragtirmada kullamlan Gy14A hiyar ¢esidinde 3 mg/l BAP (6-Benzyl amino piirine)
hari¢, difer tim konsantrasyonlarda toplam sirgiin / petiole sayisimn NAA’nin
degisen konsantrasyonu ile belirgin olarak tegvik edildifi belirtilmigtir. Denenen
konsantrasyonlar icerisinde en iyi siirgiin gelisimi 0,3 mg/l BA igeren ve hi¢ NAA
icermeyen ortam uzerinde kiiltire alinan eksplantlardan elde edilmis ve en iyi kok
gelisiminin de BA icermeyen fakat NAA igeren ortamlarn iizerinde oldugu rapor
edilmigtir (Cade ve ark., 1990).

Chee (1990) yapmus oldugu bir ¢alismada hiyar bitkilerinin (C. sativus L. Cv.
Poinsett 76) kotiledon ve hipokotil bitki doku parcalarindan bitki regenerasyonu igin
temel bir prosedir olugturmaya galigmiglardir. Somatik embriyogenesisin 2 mg/l 2,4-
D, 0.5 mg/l kinetin, vitaminler ve MS tuzlan iceren MS ortamu {izerinde kiiltire
ahndifinda tegvik edildigi bildirilmistir. 0.5 mg/1 kinetin ve 1.0 mg/l NAA igeren MS
ortami iizerinde embriyo geligiminin baganh sonuglar verdigi bildirilmigtir. Olgun
somatik embriyolarin 5 / 7 oraninda tipik bipolar bir siitrikktir olustudugu da ¢aligma
sonucunda rapor edilmistir. Biiyiime regiilatorii icermeyen MS ortamna aktarilan
bitiin embriyolardan morfolojik olarak normal bitkilerin geligtigi bildirilmistir.

Msikita ve ark. (1990) yapms olduklan bir ¢cahiymada Burpless Hibridi hiyar
cesidi tohumunun kabuklanm soyarak embrivo ve kotiledonu iki parcaya
ayirmuglardir. Tohum pargalarim steril ederek BA (2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 mg/l) ve NAA
(0.0, 0.1, 0.2 ve 0.3 mg/l)’mn 16 farkh kombinasyonlarim iceren modifiye edilmis
MS ortam izerinde kiiltire almuglardir. Biitiin kiltiir ortamlan iizerinde embriyo
pargalan tizerinde sirginlerin olustugu ve 4 hafta igerisinde bitkiciklerin gelistigi,
ancak bu bitkilerin gicek olusturmadiim kotiledon pargalarindan adventif siirgiinler
gelistifi ve bu siirgiinlerden denenen ortamlann iizerinde erkek gigeklerin olustugu
ve ¢ok az sayida da disi ¢igeklerin olustufunu belirtmiglerdir. En iyi siirgiin
regenerasyonu ve disi ¢icek olusumunun 2.0 mg/l BA ve 0.3 mg/l NAA igeren ortam
tizerinde kiiltiire alinan doku pargalanindan olustugunu tespit etmislerdir. in vitro da
tozlanan disi gigeklerden igerisinde sadece bir tanesinden meyve ve bunun igerisinde
tohum meydana geldigini bildirmiglerdir.

Nawab ve ark. (1991) yapmig olduklan bir g¢aliymada “Marketer”,
“Marketmore”,”Wisconsin SMR-18, “Tablegreen”, “Spotfree” ve “China” hiyar
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bitkisi (C. sativus L.) gesitleri tohumlarim 3 °C’de % 38 nisbi nemde 26 yil boyunca
muhafaza etmiglerdir. 13 wildan fazla saklanan tohumlarda cimlenmenin olmadig
gozlenmig ve 10 yil saklanan tohum gegsitlerinden “Wisconsin SMR-18” hiyar ¢esidi
hari¢ diger tiim tohumlarda % 80 ¢imlenme oldugunu bildirmislerdir. 10 yil saklanan
gesitlerin tohum kabuklan soyulmus ve kotiledon yapraklan 6 pargaya kesilmigtir.
Eksplantlar BAP’in (0, 1, 2 ve 3 mg/l) ve NAA’mn (0, 0.1, 0.2 ve 0.3 mg/l) degisik
konsantrasyonlarini igeren MS ortamlan iizerinde kiiltiire ahnmuglardir. Biitiin
cesitler NAA ve 1mg/l BAP igeren MS ortaminda bitki olustururken BAP veya
NAA’mn olmadigh ortamlarda bitki regenerasyonunun olmadig: rapor edilmigdir.

Nawab ve ark. (1991)’nin yapmusg olduklan bir aragtirmalarda Burpless Hibridi
hiyar ¢esidinin bitki doku parcalanm 4 mg/l BA ve 0.2 mg/l NAA igceren modifiye
edilmis MS ortam: iizerinde kiiltiire almiglar ve siirgiin regenerasyonundan sonra
geligen bitkiciklen 1.5 mg/l NAA igeren bu ortam uzerinde killtiire alarak
koklendirmiglerdir. Kotiledonun sapa baglanan kismu ile ug kismindan regenere olan
bitki sayis1 arasinda biiyik bir fark oldufgunun tespit etmislerdir. Kotiledon 24
parcaya aynldifinda sadece 2 siirgiin gelisirken 6 pargaya aynldiginda % 47
oramnda bir artig ile 54 siirgiiniin regenere oldufu tespit edilmistir. Kotiledon 4
parcaya ayrildifinda 17 bitki, 2 pargaya aynldifinda ise 28 bitki elde edilmigtir.
Bunun yaninda kotiledonlar tim olarak kiiltire alindifinda ¢ok az sayida siirgiin
gelisiminin oldugu bildirilmigtir.

Debeaujan ve Branchard (1993) tarafindan Cucurbitaceae familyasinda yapilan
bir denemede bitkinin degigik doku ve hiicrelerinden bitki regenerasyonu kapasitesini
aragtrnglardir.  Yapilan aragtrma sonucunda bitkinin kotiledon ve hipokotil
parcalant ile yapilan denemelerde basarih sonuglar elde edildigi bildirilmistir.
Yaptiklan bazi deneme sonuglarinda da protoplastlann kiiltiire alinmas: ile gelisen
somatik embriyolarda anormal gelismelerin oldugu rapor edilmigtir.

Hooymans ve ark. (1994) hiyar bitkisinin kotiledonlan tagiyan hipokotiller
eksplantlanndan yilksek oranda bitki regenerasyonu elde edebilmek igin
kullamlabilecek uygun bir metod olusturmak amaciyla aragtrma yapmugladir.
Optimum sayida sirgiin olugmas: igin gereken toplam siirenin 6 hafta oldugunu
belirtmiglerdir. 3-5 ginlik iken kullamlan fidelerin kotiledonlarindan olugan siirgiin
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sayisiin dier uygulamalara oranla % 100 artt@ gozlenmigtir. Regenere olan bir
¢ok bitki poly ploidi/mitoploid ve anormal morfolojiye sahip oldugu belirtilmigtir.
Fide gelisimi boyunca (3-13 giin) kotiledon hiicrelerindeki DNA’min yapisinda
degisiklik oldugu ve bu degisiklik nedeniyle de bitki regenerasyon kapasitesinde
farliliklar olugtugunu rapor etmislerdir.

Lou ve Kako (1994) yapmg olduklan bir aragttrmada 7 hiyar (C. sativus L.)
¢esidinden doku kiiltiirii tekniklerinden faydalamlarak kotiledon, geng yaprak, ilk
yaprak ve internodlann embriyogenesis olusturma oraminda belirgin olarak
farklihklar saptanmig ve Fushinarimidari gegidinin hem kotiledonlarindan hemde ilk
yapraklanndan yapilan kiltirlerde yiksek oranda embriyolar elde edildigi tespit
edilmistir. Kotiledon ve ilk yapraklardan internodlara gére daha ¢ok embriyogenik
kallus olustugu ve ‘Aonaya F1° ¢esidinin internodlarindan da somatik embriyolar
gelistifi  bildirilmigtir. Fushinarimidari kotiledon doku pargalarindan siirgiin
gelistirme ortamindaki sakkaroz seviyesinin yiiksek olmasi (% 6-9) embriyogenik
kallus olusumunu % 90 oramnda tegvik ettigi belirlenmistir. Kiltir ortaminda % 12
seviyesinde seker bulunmasimn kallus olusumu ve gelismesini engelledigi tespit
edilmigtir. Somatik embriyolan % 0.5 aktif komiir iceren bazal sivi MS ortamm
iizerinde kiiltire alarak saghkh bitkicikler olugturduktan sonra geligen bitkileri % 1
sakkaroz igeren yan kati ortama aktardiklarim rapor etmiglerdir.

Misra ve Bhatnagar (1995) tarafindan yapilan bir ¢ahymada hiyar bitkisi (C.
sativus cv. Japanese Long Green) yaprak pargalanndan direk siirgiin gelisimi igin
uygulanabilecek etkili bir metod olusturmak amaclanmigtir. Bu amagla 14 — 21 - 28
ve 35 ginliik fidelerin yapraklarm ¢ farkh 6lgiide (5-15 mm) kesmis ve farkh
kombinasyonlarda bitki biiylime regiilatorii iceren MS ortamm iizerinde kiilttire
alinmmgtir. Bunlardan en ideal gelismeyi 3.0 uM BA igeren 14 ginlik yaprak
parcasndan (5mm) elde edilmigtir. Hem yas hem de bitki olgistnin kultirlerdeki
siirgiin regenerasyonu oraninda ters orantih olarak etki ettigi tespit edilmistir. Stirgiin
gelisim ortarm tizerinde gelisen siirgiinler basal ortammna (BM) aktanlarak daha
ortama almmglardir. Koklenen bitkiler plastik saksillara aktararak dogaya
adaptasyonlan saglanmgtir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Ela KOSE

Burza ve Malepszy (1995)’min yapmus olduklan bir aragtirma sonucunda C.
sativus ve C.anguria’mn yaprak eksplantlanndan bitki regenerasyonu igin etkili ve
hizh bir teknik olusturmak icin ¢aligma yapmuslardir. Geng yapraklardan bitki
regenerasyon oraninda kiiltiir ortamlanmin igerisindeki NOsNH, oram, eksplant
bityiikliigii ve bilyiime regiilatorlerinin oram ve kombinasyonlanmn etkili oldugunu
belirtmiglerdir. Optimum biiyiime kosullan altinda eksplantlar kltiire alindiktan 4
hafta sonra eksplantlarda % 10-100 arasinda regenerasyon elde edildigi bildirilmigtir.
6-7 hafta sonra yiiksek oranda siirgiin gelisimi g6zlenmis ve bitkiler koklendikten
sonra topraga aktanlarak geligen bitkilerin bir ¢ogunun yagadifim rapor etmislerdir.
C. sativus cv. Bonszczagowski ¢esidinde kullamlan tek yapraktan 135 bitkicigin
regenere oldu@u belirtilmistir. Seraya aktarilan biitiin bitkiler morfolojik ve fizyolojik
olarak normal olarak gelistifi, gigek actifi ve meyve olusturdugu goézlenmistir. RO
analizinde bitkilerde genetik varyasyonun gorilmedigi, R1’de iki yeni fenotiplerin
olustugu fakat bu varyasyonun R2’de gozlenmedigini bildirmislerdir. Bu metodu
homogeneous hiyar bitkileri iiretiminde tavsiye edilebilinecegini rapor etmislerdir.

Kuijpers ve ark. (1996) yapmis olduklan bir gahsmada hiyar bitkisinin (C.
sativus L.) yaprak pargalarnim 4.5 uM bezylaminopurine (BA) iceren ortamda kiilttire
almiglar ve ilk kiltirde degisik periyodlar ve farkh dizeylerde 2.4-D, picloram veya
naphtalin asetik asit (NAA) bulunan ortamda kiltiire almislar ve daha sonra standart
ortama aktarmslardir.

Standart ortamda kiiltire alinan eksplantlardan % 10 oranindan daha az
embriyogenik kallus olugumu go6zlendifi belirtilmigtir. Baslangicta uygulanan
picloram, NAA veya 2,4-D’nin diigiik konsantrasyonunu igeren (1.4 pM) ortamlarda
hi¢ embriyogenik kallus olusumunun olmadifim rapor etmislerdir.

Embriyogenik kallus olugumunun ilk dénem boyunca (10 gin) 2,4-D
konsantrasyonu 14 puM oldugu zaman % 40 oraninda artufi bildirilmistir.
Eksplantlann 14 uM 2,4-D iceren ortamda daha uzun sire kiiltiire alinmasi
durumunda daha disik embriyogenik kallus olusumuna neden oldugu rapor

Reichert ve Zimmerman (1996) yapmus olduklan bir ¢alismada 14 adet ticari
hiyar gesidinin kiltir ortamu tzerindeki somatik embriyogenesis ve sirgiin
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organogenesisi olugturma kapasitesini aragtrmuglardir. Bu aragtirmada icin olgun
kuru tohumlardan ve 7 ginlik fideciklerden aldiklan kotiledon yapraklarim
kargilagtrnmglardir. Yapilan incelemeler sonucunda aragtirilan yedi hyar cesidinde
(Burpless F1 Hibrit, Burpee Hibrit II, Cross Country, Piclebush, Sweet Delight,
Tasty Green ve Yard Long) regenerasyon yeteneSinin yiksek oldugu tespit
edilmistir. Somatik embriyogenesis regenerasyonun elde edilmesinde Picklebush
cesidinin diger cesitlerden daha iyi sonug¢ verdigi, bunun yamnda Burpless Flninde
hibritinin siirgiin gelisiminde en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir. Bahsedilen
regenerasyon ¢esidinde gelisen basamakta kotiledon pargalanmn &zelliginin
regenerasyon yeteneginde etkili oldugu rapor edilmigtir.

Lou ve ark. (1996) yapms olduklan bir caligmada ir vitro da gelistirilen hiyar
bitkisinin kotiledon pargalarindan olusacak morfogenesis lizerine sakkaroz
seviyesinin etkisini aragtrmmglardir. Hiyar kotiledon pargalanm ilk olarak (farkh
konsantrasyonlarda 2,4-D igeren modifive edilmiy MS ortamu ve 131mM sakkaroz
iceren ortam lizerinde kiiltiire ahndiklarinda 8 uM konsantrasyonunda 2,4-D igeren
ortamin en fazla sayida somatik embriyo olusumunun gercekelestifini tespit
edilmigtir. Bunun yaninda yiiksek seviyede (263mM) sakkaroz ve 1 - 16 uM 2,4-D
iceren doku kiiltiirii ortamt tzerinde kiiltiire alinan bitki pargalarindan somatik
embriyo olusturma sikhfim tegvik ettiini bildirmiglerdir (% 82-95). Normal
embriyolanin geligmesi 4-8 yM 24-D iceren ortamda elde edilmis ve diger
cahgmalarda yilksek seviyede sakkaroz bulunan kiltir ortamlannda morfogenik
regenerasyonun ITAA ile tegvik oldufu tespit edilmistir. Verilen mevcut IAA
konsantrasyonu (57,1 uM) ve 131 mM sakkaroz ile sadece adventif siirgiin olusumu
gozlendigi, halbuki 263 mM sakkaroz hem siirgin gelisimini hemde somatik
embriyogenesis’i tegvik ettifi gOzlenmistir. Artan sakkaroz konsantrasyonu (394
mM) sadece somatik embriyogenesis’i tegvik ettifi ve % 70 oramnda somatik
embriyo olusumunu arttirdiga bildirilmigtir. Buda gostermigtir ki IAA ile kombine
edilecek vyiiksek sakkaroz konsantrasyonu hiyarda somatik embriyo tesvikinde
kullamlabilecegi rapor edilmistir.

Mohiuddin ve ark. (1997) yapmus olduklan bir aragtirmada 5 hiyar (C. sativus
L.) ¢esidini besi ortam lizerinde kiiltiire alindifinda ortama giimiis nitrat (AgNOs)
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ilavesinin hipokotil, distal ve proximal kotiledon pargalanndan sirgiin geligimi
iizerine olan etkisi incelemislerdir. Araghrma esnasinda hiyar gesitlerinde distal
kotiledon ve hipokotillerde gok az bir siirgiin geligimi gozlenmigtir. Kiltiir ortamina
farkh konsantrasyonlarda AgNOs ilavesinin (10.30 ve 50uM) Suyo Long kailtivar
hari¢ distal kotiledonlarda siirgiin gelisimini arttirdii ve etkin olarak siirgin
gelisimini batiin hiyar cesitlerinde proximal kotiledon ve hipokotil bitki doku
parcalarinda eksplant bagma siirgiin sayisinda artisa neden oldugu rapor edilmistir.

Bir bagka aragtrmada kullamlan eksplant kaynagmin embriyogenik kallus
formasyonunda somatik embriyogenesisde ve bitki regenerasyonundaki etkisini C.
sativus cv. Poinsett 76 gesidi igin aragtinlmgtir. Kallus olusumu ve geligmesi biitiin
govde ve kotiledon parcalanndan olugtufunu fakat govde parcalarindan
embriyogenik kallus olusumunda bagansiz oldugu belirtilmigtir. En iyi sonucun
kotiledonlarn ilk par¢alanndan % 56 oraminda embriyogenik kallus formasyonu ve 5
adet bitki regenerasyonu ile elde edildigi rapor edilmigtir (Guedes ve Jenning, 1999).

Kim ve ark. (2000) yapmus olduklan bir ¢aliymada hiyar bitkilerinin (C.
sativus) kotiledonlanm tagtyan hipokotil pargalanm kullanarak fazla sayida siirgiin
olusumunu tesvik eden uygun bir metod bulmak igin aragtirma yapmuglardir. En fazla
sayida adventif siirgiin gelisimi 2 mg/l zeatin iceren MS ortam iizerinde kiltiire
alinan hiyar bitkilerinin hipokotil parcalan iizerinden elde edildigi bildirilmigtir.
Kotiledon olgiisiiniin ve hipokotil uzunlugunun siirgiin olusumu tzerindeki etkilerini
kargilagirmak amaciyla ¢imlendikten 3-5 giin sonra elde edilen bitki pargalanm
bakteri ile transforme ederek elde ettifi bitkilerden aldiklan kisa hipokotil
parcalarindan (2 mm) ve 1-2 parcaya boliinmiis kotiledonlardan fazla sayida (% 90-
80) adventif siirgiin gelisiminin oldugunu tespit etmislerdir. Buna rafmen uzun
hipokotiledon par¢alanindan ve 2’den fazla pargaya bolinmis kotiledonlardan az
sayida siirgiin olustufunu bildirmiglerdir. Kotiledon tastyan hipokotillerden regenere
olan adventif siirgiinler kesilerek 1 mg/l TAA tasiyan kok ortamlarma aktarmuglar ve
koklenen bitkiciklerden normal bitkiler gelistigi rapor edilmistir.

Ondrej ve ark. (2000) yapmis olduklan bir aragtirmada Cucumis tiirlerinden (C.
sativus, C. melo, C. metuliferus, C. zeyheri) embrioyolar elde etmeyi ¢ahsmglardir.
Kendine dollendikten bir, iki ve ii¢ hafta sonra olgunlagmamis meyvelerin

10
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embriyolarim kesmigler ve bu embriyolan in vitro kiiltirde gelistirmiglerdir.
Cucumis spp. igin en uygun ortamn diigitk seviyede seker, biiylime regiilatorleri ve
1518 var oldugu ortamlar oldugunu bildirmiglerdir. C. sativus ve C. melo’da kendine
dollenmeden iki hafita sonra alinan olgunlagmamig ebriyolardan bitki regenere
oldugunu, fakat bunun yaminda diger tirler ile yapilan denemelerde Gi¢ hafta sonra
alinan ebiryolardan bitki gelisimi gbzlenmedifi belirtilmistir. Genellikle, C.sativus
ve C. melo’'nun embriyo kiiltiileri ile difer Cucucmis spp.’den daha basanh
olundugu ve C. sativus’da kendine dollenmeden bir hafta sonra alinan ebriyolardan
da baganh sonugclar elde edildigi rapor edilmigtir.

2.2. Agrobacterium Aracih@ ile Hiyar Bitkisine (C. safivus L.) Gen
Transferi ile Ilgili Cahsmalar

Trulson ve ark. (1986) yapmig olduklan bir ¢aliymada hiyar bitkilerinin (C.
sativus L. cv. “Straight Eight”) hipokotil doku pargalanim A.rhizogenes’in pARCS
plazmidini tagtyan irka ile ko-kiltire alarak transgenik bitkiler elde etmek igin
arastirmalar  yapmuglardir.  Bitkiye aktarnlan DNA iizerindeki neomycin
phosphotranferase geni aracihfin (mpt II) ile Southern blot analizi yapmuglar ve
transgenik olan bitkileri tespit etmiglerdir. Fakat bu test sonucunda aktarimak
istenen genin transgenik oldugu duisinilen bitkilerden sadece bazlarinda
bulundugunu tespit etmiglerdir.

Trulson ve ark. (1986) yapmus olduklan bir aragtrmada hiyar bitkisinin
hipokotil par¢alanm A. rhizogenesis’in pARC8 vektoriinii tagtyan wki ile transforme
ederek elde ettikleri transgenik hiyar bitkilerinde (C. sativus L.,cv.”Straight Eight”)
kok gelisimini gozlemiglerdir. Enzyme Neomycin Phosphotranferase II (npt II) geni
tagiyan vektoriin DNA’sim bitkiye aktarmuglar ve bu aktanlan genin bitki hiicrelerini
kanamisine karst dayamkh kildigim belirtmiglerdir. Elde edilen transgenik bitkiler
normal goriiniighi ve Neomycin Phosphotranferase II igin pozitif sonu¢ verdigi tespit
etmigler ve vektér DNA’y1 tagiyan transgenik bitkileri Southern blot analizi ile test
etmiglerdir ancak transgenik oldugu duginiilen bitkilerden sadece bazilannin Ri-
plazmidin DNA’sim tagidix rapor edilmigtir.

11
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Chee ve Slightom (1991) yapmis olduklan bir ¢ahgmada hyar bitkisinin (C.
sativus L. cv. Poinsett 76) kotiledon yapraklanm disarmed Agrobacterium’un
C582707’nin pGA482GG/cpCMV19 binary vektér plazmidini tagtyan ik ile
transforme etmislerdir. Arastirmada kullandiklan bakterinin T-DNA bolgesinde
neomycine phosphotransferase I (npt II), B—glukorinodase (GUS) ve hiyar mozaik
viriisit protein kiifim C(CMV-C) igerdigini bildirmiglerdir. Transformasyondan
sonra kotiledon yaprak pargalarim 100 mg/l kanamisin iceren MS ortam iizerinde
kiiltiire alnmis ve bu ortam iizerinde transgenik oldugu varsayilan embriyogenik
kalluslardan olusan embriyolarin geligtigini ve bunlardan transgenik bitkiler
olustugunu bildirilmigtir. Bitiin Ro transforme olmug bitkilerinde morfolojik olarak
normal gelismenin gozlendigini ve mpt II igin pozitif sonuglar verdikleri tespit
etmislerdir. Southern blot analizi ile npr II GUS ve CMV-C protein kilifinin var
oldugunu ispat etmiglerdir. Bu aragtirmalar sonucunda Agrobacterium aracihg ile
gen transferi sistemi ve somatik embryogenesis olusumunda bu yontem
Cucurbitacea familyasinda transgenik bitkilerin Uretimi igin etkili bir yontem olarak
kullamlabilecegi rapor edilmistir.

Bir aragirmada hiyar bitkilerinin kotiledon yapraklan A. fumefaciens’in
GG/cpCMV19 binary vektor plazmidini tasiyan pGA482 wki ile gen transferi
yapmuglardir. T-DNA bolgesinde binary vektor bitkilere aktanlabilen neomycin
phosphotransferaz (npt II), B-glucuronidase (GUS) ve hiyar mozaik viriisiiniin
protein kilifim (CMV-C) tasidigh bildirilmigtir. Transformasyondan sonra kotiledon
yaprak pargalanm 100 mg/l kanamisin iceren MS ortamu izerinde kiiltiire
almiglardr. Bu ortam Uzerinde transgenik oldugu varsayllan embriyogenik
kalluslann  olustufunu ve bunlardan bitki regenerasyonunun oldugunu
gozlemlemiglerdir. Olusan bitiin bitkileri #pr I agisindan ile test etmigler ve geligen
bitkilerin morfolojik olarak normal olduklan bildirmiglerdir. Daha sonra olasi
transgenik bitkileri southern blot analizi ile segmigler ve enzyme-linked
immunosorbent analizi ve Western blot analizi ile test etmiglerdir (Chee ve
ark.,1991).

Nishibayashi ve ark. (1996) yapmug olduklan bir ¢alijmada transgenik hiyar
(C. sativus L) bitkisi elde etmek i¢in hipokotil eksplantlarim A. fumefaciens’in NOS-
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npt 1I, CaMV 358-I-gus ve CaMV 35S-hph genlerini igeren irki ile tranforme ederek
bagarih bir yontem gelistirdiklerini rapor etmiglerdir. Acetosyringone ilavesi yapilan
ortamlar iizerinde hipokotil doku pargalaninin A. tumefaciens ile 5 giin boyunca ko-
kiltire ahndif1 zaman transformasyon sikhifimn arttifim bildirmiglerdir. Transgc;nik
doku pargalan 50-1000 mg/l kanamisin iceren ortamdan 20-30 mg/l hygromicineB
iceren ortamda daha etkili bir sekilde secildigi bildirilmiglerdir. 4-6 hafta sonra
siirgiin regenerasyonunun oldugunu 12-21 hafta sonra da kok geligiminin g6zlendigi
rapor etmislerdir.

Punja ve Raharjo (1996) yapmug olduklan bir cahgmada Endeavor ¢esidi ii¢
hiyar bitkisi (C. safivus L.) hattma petunya, tiitiin ve soyadan elde etmis olduklan
kitinase genini A. fumefaciens‘i kullanarak aktarms ve Alfernaria cucumerina,
Botrytis cinerea, Colletotrichum lagenarium ve Rhizoctonia solani ile inokule
edilmis transgenik olmayan bitkiler ile tarnsgenik bitkilerin tepkileri arasindaki
farklart kargilagtiromglardir. Her ¢aligmasinda da bitkilerin in vitro da yapraklannin
inokule edilmesinde ve hastaliklann gelismesinde transgenik olan ve transgenik
olmayan bitkiler arasinda bir fark bulunamadifim bildirmislerdir. Iki bitkiden izole
edilmig kitinase geni ile transforme edilmis havug bitkisinin (Dacus carota) Nanco
ve Golden State gesitlerinin A.radicini, B.cinerea, R. solani, Sclerotium rolfsii ve
Thielaviopsis basicola patojenleri ile inokule edildikten sonra bitkilerde olugan
degisimleri go6zlemlemigledir. Titiin kitinase genini iceren transgenik bitkilerin
B.cinerea, R. solani, Sclerotium rolfsii ile inokulasyonundan sonra lezyonlarin
gelistigi son gapr ve gelisme oram inokulasyondan 7 giin sonra belirgin olarak arttig
fakat petunya kitinase geninin aktanldif: bitkilerde bunlann gozlenmedigini
bildirmiglerdir. Transgenik bitkilerde A. radicini veya 7. basicola’ya karst
dayamkhlik arasinda fark edilebilir bir degigiklik gozlenmedigini bildirmiglerdir. Bu
sonuglarin 111 altinda havug bitkisine aktanlan kitinase geni adi gegen i¢ fungal
patojene karst dayamklih$ arttirdiim rapor etmiglerdir.

Raharjo ve ark. (1996) yapmis olduklan bir ¢aligmada petunya, tiitiin ve
soyadan izole edilen kitinase genlerini iceren A.tumefaciens’n ¢ wk ile hiyar
bitkisinin Endeavor ¢esidine aktararak transgenik hiyar bitkisi elde etmiglerdir.
Petiole bitki parcalanm bakteri siispansiyonu ile (10° hiicre ml™) 48-96 saat ko-
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kiiltiire alarak 5 uM 2,4-D , BAP , 50 mg/l kanamisin ve 500 mg/l karbensilin igeren
MS ortam tizerinde kiiltiire almglardir.

Embriyogenik kallus olusturma orammm kullamlan 4. tumefaciens vektoriin
wrklarina ve transformasyon siiresinin uzunluguna bagh olarak % 0-12 arasinda
degistiini belirtmiglerdir. En yiksek oranin kullanlan leucinopin ikt ile
petunya’nin asidik kitinase geninin aktanldigi bildirmiglerdir. Kanamisine dayanikh
embriyogenik hiicre hatlanmn ¢ogaltmak i¢in 1.0/1.0 uM 24-D/BA, 50mg/l
kanamisin igeren ortamda kiltire alarak elde etmislerdir. 1.0/1.0 uM NAA/BA ve
50mg/l kanamisin igeren s;vi MS ortamn Gzerinde geligen hiicre agregatlan
gelismesini tamamlayinca farkhi ortama almiglardir. Leusinopine wrki ile ve diger g
vektor ile transformasyonu yapilan transgenik kallus ve bitkileri southern blot analizi
ve PCR analizi ile test ederek mpt II genin bitkilere aktanldigim kamtlanmugtir.
Western analizi ile de aktanlmg olan asidik kitinase geninin bitkilerde varhgim
tespit etmiglerdir.

Tabai ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir ¢ahgmada geltik bitkisinden izole
edilen kitinase genini (Rcc2) Agrobacterium araciifn ile hyar (C. sativus L)
bitkisine transfer etmiglerdir. Transgenik oldufu varsayilan 200 siirgiiniin regenere
oldugunu ve bu sirginlerin 100 mg/1 kanamisin igeren MS ortamu {izerinde kiiltiire
alindiklanm belirtmiglerdir. Gelijen 60 siirgiinde aktarilan Rcc2 geninin integre
oldugunu kamtlamak igin testler yapmslar ve bu genlerin varlifm kanitlammglardir.
Test edilen bu bitkilerden 20 tane bitkinin gri kif (B. cinerea) ile infekte edildiginde
15 tane bitkinin kontrole gére daha fazla dayamkliik gosterdifini bildirmislerdir.
Elde edilen transgenik hiyar bitkilerinden 3’Ginii B.cineria’ya karst dayamkhlik
gosterdigini (CR29, CR32 ve CR 33) ve bu nedenle hastaligin yayilmasimn bu
bitkilerde tamamen durdugunu belirlemiglerdir. Gen aktannm yapilmig dayanikh
transgenik bitkiler (CR32 ve CR33) kontrol bitkilerle ile karsilagtinldiginda
dayanikh bitkiler ile kontrol bitkiler arasinda hastahklara karsi dayaniklihk acisindan
farhbklar olduunu belirlemiglerdir. CR33 gesidinde patojenin  apresorium
olusturmasimt ve hiflerin penetrasyonunu durdurdugunu CR32’nin ise hiflerinin
penetrasyonuna izin verirken hastalifin geligmesini engelledigini belirlemislerdir.
Aynica CR32’nin ebeveynleri 3:1 (dayamkli:duyarh) oraminda bir fark gosterdigi
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kurguni kiife karst dayamkliifin tamamen genetik oldugunu tespit etmislerdir. Elde
edilen bu dayamkh hiyar bitki cesitlerinin hastaliklara dayamkh bitkiler elde
edilmesinde kullamlabilecegini rapor etmislerdir.

Ganapothi ve Perl-Treves (2000) tarafindan yapilan bir aragtrmada hiyar
bitkisine (C. sativus cv. Poinsett 76) A tumefaciens aracihif ile gen aktararak
kotiledonlardan  direck  organogenesis  olanaklarim incelemislerdir.  Disik
konsantrasyondaki BAP seviyesinde kiiltiire alnan kotiledonlanin sapa baglanan
kisminda siirgiin ve kok gelisiminin oldufunu tespit etmislerdir. Hiyar kotiledon
parcalan Agrobactermum™un pME 524 (pGA 492 Gr-Bar (-)) plazmidini tasiyan EHA
105 wrka ile inokule etmiglerdir. T-DNA bolgesi neomycin phosphotransferase II (npt-
II), B—glukorinodase (uidA) ve bar genlerini icerdidi bildirilmistir. Transforme olan
siirgiinler 6 mg/l PPT ile etkili olarak segmisler ve 4 haftada siirgiin regenerasyonu
elde ederek acetosyringone kullammnin kotiledon eksplantlaninda transformasyon
sikhiim arttirdifim rapor etmiglerdir.

2.3. Diger Cucumis spp. Tiirlerinde Yapilan Bitki Regenerasyonu ve Gen
Transferi ile ilgili Caliymalar

Fang ve Grumet (1990) yapmus olduklan bir aragtirmada transgenik kavun
bitkisi (C. melo) elde etmek igin A. tumefaciens’in kanamisine dayamklilik genini
iceren LBA 4404 wuki ile kotiledon bitki parcalanm ko-kiiltiire alarak
transformasyonda etkili bir yontem tespit etmeye caligmuslardir. Bitki pargalarim
bakteri ile 3 giin siire ile ko-kiiltiire alarak daha sonra transforme olmug dokulan
segmek igin kanamisin igeren siirgiin regenerasyon ortamm izerinde kiiltiire
almiglardir. Kiiltiire aldiktan 3-5 hafia sonra bitki eksplantlan iizerinde siirgiin
olusumu gozlenmis ve geligen strgiinler kesilerek topraga aktanlmadan O6nce
kanamisin iceren kok gelisim ortaminda kiiltiire almglardir. Ug ay sonra morfolojik
olarak normal bitkiciklerin gelistigi bildirilmigtir. sptz I7 geni tasiyan regenere olmusg
bitkiler Southern blot analizi yapilmiglar ve testlenen bitkilerden % 85’inde bu genin
varhif tespit edilmigtir. Dot blot analizi ile diSer generasyonlardaki genler transgenik
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bitkilerde yaprak kallus aragtirmas: ile test etmigler ve transformasyon etkinligini
etkileyen faktorleri aragtirmiglardir.

Chee (1991) yapmis oldugu bir aragtirmada kavun (C. melo cv. Topmark)
bitkisinin kotiledon eksplantlanndan regenerasyon igin etkili olan bir metod
aragtirmast yapmuglardir. En iyi bitki regenerasyonunun oldugu kiiltiir ortamunin 1
mg/l BA, vitamin ve MS tuzlanm i¢eren ortam oldugunu tespit etmigler ve 0.05 mg/l
BA igeren MS ortaminda kiiltiire ahnan eksplantlardan da vegetatif siirgiin gelistigini
bildirmiglerdir. Gelisen siirgiinler 0.01 mg/l NAA iceren MS ortaminda
koklendirilerek topraga aktanlmi§ ve morfolojik olarak normal bitkiciklerin gelistigi
rapor edilmigtir.

Srivastava ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir aragtrmada C. vulgaris [C.
lanatus] cv. Melitopol’skii’nin kotiledon pargalanmi A. fumefaciens’in pGV3850
plazmidini tagtyan ki ile seleksiyon ortaminda kiiltiire almadan once transforme
ederek bitki regenerasyonunu
gozlemislerdir. 4. rhizogenes’in pAK320 Neo + pRI15834 vektoriinii tagtyan ik ile
hipokotil parcalan ko-kiiltiire alinarak daha sonra selektive MS ortamu iizerinde
kalluslardan koklerin olugtugunu gozlemlemiglerdir. Kalluslarin kanamisin igeren
bitki regenerasyonu igin kullamlan regenerasyon ortamu iizerinde Neomycin
Phosphotranferase II’ye pozitif tepki verdigi bildirilmistir. Fenotipik ve enzimatik
caigmalar gostermistir ki kimerik kanamisin resistanshik geni kotiledon disklerinden
regenere olan bitkilere aktanldig: tespit edilmigtir.

Dong ve Jia (1991) yapmug olduklan bir galiymada 8 adet farkli karpuz (C.
lanatus)  ¢esidinin  degisik  yaglardaki  kotiledon  yapraklanmin  farkhs
kombinasyonlarda hormon igeren MS ortaminda kiiltiire almmslardir. En fazla siirgiin
regenerasyon oram (% 92-60) 5 mg/l BA ve 0.5 mg/l IAA igeren MS ortaminda
tohumlarn gimlenmesinden 5 giin sonra kullanilan kotiledonlar kullamldifi zaman
elde edildigini tespit etmiglerdir. 0.2 mg/l kinetin igeren MS ortaminda kiiltiire alinan
bitki doku parcalanindan eksplant bagina geside bagh olarak 5-10 siirgiin geligtigi
goOzlenmigtir. 0.1 mg/l NAA igeren MS ortaminda gelisen siirgiinlerden kok geligimi
tesvik edilerek gelisen siirgiinlerin kok olusturmalanim saglamuglardir. Zeatin igeren
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ortamda siirgiin geligiminin BA igeren kultiir ortamindaki kadar etkili oldugu, ancak
kinetin veya isopentenyladenine igeren ortamdan daha etkili oldugu rapor edilmistir.
Comptom ve Gray (1993) yapmus olduklan bir caliyjmada BA igeren MS
ortaminda kotiledon yapraklan kiltire alarak karpuz bitkisinde (C. lanatus L.)
adventif siirgiin gelisimini gozlemlemiglerdir. On caligmalar sonucundaki bulgular
gostermigtir ki, BA (0, 5,10 ve 20uM) ve TAA (0, 0.5 ve 5uM) uygulamasmin
bitkilerde siirgiin geligimi igin gerekli oldugu fakat konsantrasyonunun g¢ok 6nemli
olmadifi bildirilmigtir. Kiltir ortamma BA ve IAA ilavesinin kallus olusumunu
arttirdify ve siirgiin geligimini inhibe ettii belirtilmigtir. Ancak en iyi sonucun % 30
> oldufu zaman elde edildifi tespit edilmistir. Bitki doku pargalarindan geligen
sirgiin sayisiiin oram kotiledonlar iki pargaya aynldiginda (%39) veya kesilme
yerine bagh olarak degistii bildirilmistir. Kotiledonlar sapa baglandify yerden
kesilirse % 43 oramnda siirgiin geligimi gozlendigi, kotiledon boydan boya 4 pargaya
ayrildifinda disik oranda (% 16) siirgin gelisimi oldugu tespit edilmistir.
Kotiledonlarin u¢ kismimin siirgiin gelisiminde bagansiz oldugu belirtilmigtir. Siirgiin
gelisimi geng fideler kullamldifinda daha az gelisirken tohum ¢imlenmesinden 5 giin
sonra kullanilan eksplantlardan ortalama geligen siirgiin sayist parga bagmna
Minilee’de % 90 <, S86NE’de % 64 ve JubileeIl’de % 50 arasinda oldugu
bildirilmigtir. 10, 15 veya 20 ginlik bitkiler kullamldiginda daha az siirgin
geligimini gozlemlemiglerdir. Sirgiin gelisimde etkili olan bir ¢ok sitokininin
optimum kogullarda daha etkili oldugu tespit edilmigtir. 50-10uM BA uygulamasi
eksplant bagina geligen siirgiin oramm ve eksplant basina siirgiin sayisim kinetin
(20uM) ve thidiazuron (0,1uM) uygulamasindan yaklagtk 2-4 kez daha fazla
arttirdify bildirilmigtir. Eksplat bagina regenere olan sirgin sayis1 ve slrgin oram
diploid bitkilerde triploid ve tetraploid hatlardan daha fazla olugu rapor edilmigtir.
Gray ve ark.(1993) yapmus olduklan bir aragtirmada, kavun bitkisinin (C:melo
L) ‘Male Sterile Al147° kiltivanm kullanarak yiikksek siklikta somatik
embriyogenesis i¢in uygun olanaklan aragtrmuglardr. Ortadan ikiye kesilen
kotiledonlar oksinlerden 2,4-D ve sitokininlerden BA, TDZ, Kin veya 2 IP igeren
ebiryo gelisim ortaminda (EI) kaltire almuglardir. 5 mg/l 2,4-D ve 0.1 mg/l TDZ
iceren ortam iizerinde kiiltiire alinan eksplantlardan % 49 oraminda bitki geligimi
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oldugu gozlemigler ve eksplant bagina 3.3 somatik ebiryo elde edildigi bildirilmigtir.
1-2 hafta EI ortamunda kiiltiire alinan kotiledonlardan 3-4 hafta kiiltiire alinmasma
gore daha iyi sonug elde edilecegi bildirilmistir. Eksplantlarin 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik periyodu takiben bir hafta karanlik periyodda eksplantlann kiiltiire alinmasi
2, 2 haftadan daha fazla karanlikta birakmaktan veya hi¢ karanhkta birakmamaktan
daha fazla (% 26) elde edildigi belirtilmistir. Fakat g6zlemler sonucunda eksplant
bagina 1-2 hafta karanhkta birakma ile aym sayida embriyo elde edildigi
bildirilmistir. EI ve ED ortamindaki sakkaroz seviyesinin kullanilan eksplantlardan
embriyo olusmas1 ve gelismesinde belirgin olarak etkili oldufu belirtilmigtir. EI
ortaminda % 3 sakkaroz bulunmasi % 1.5 veya % 6 bulunmasindan daha fazla
embriyo olusumunu tesvik ettidi tespit edilmigtir. Buna ragmen % 3 sakkoroz igeren
EI ortamu uygulamalan % 3 veya % 6 sakkaroz igeren ED ortamina orania belirgin
olarak eksplant bagmma diger uygulamalardan daba fazla embriyo olusturdugu
bildirilmigtir (8, 5 ve 11,9).

Choi ve ark. (1994) yapmus olduklant bir ¢alismada karpuz bitkisinden (C.
lanatus) elde edilen kotiledon yapraklaninin u¢ kisimlanm degisik biiyiikliklerde
keserek eksplantlan 6 mg/l BAP igeren basal MS ortam iizerinde kiiltiire almglardir.
Isigin siirgiin gelisiminde 6nemli oldufunu tespit etmiglerdir. Transforme olmus
bitkileri elde etmek igin, kotiledon bitki parcalarim A. tumefaciens’in CaMV 35S
promotor-B-glucuronidase (GUS) genini ve NOS promotor-neomycin
phosphotransferase genini tagtyan LBA 4404 ki ile 48 saat 1 mg/l BAP ve 200 uM
B—hydroxyacetosyringone i¢eren MS ortam iizerinde ko-kiltiire alarak gen transferi
yapmuglardir. Ko-kiiltire aldiktan 48 saat sonra eksplantlan 1 mg/l BAP, 250 mg/l
karbensilin ve 100 mg/l kanamisin iceren MS ortaminda aydinlik kosullarda kiiltiire
almmg ve 4 hafta sonra adventif siirgiinler olustufunu g6zlenmiglerdir. Gelisen bu
siirgiinlere histokimyasal GUS testi yapilmg ve sonu¢ olarak geng yapraklarn
yaklagik olarak % 16 oraminda pozitif tepki verdigi tespit edilmigtir. Tekrar 1 mg/l
BAP igeren MS ortamm iizerinde kiiltiire alinan kotiledon yapraklarn 5 giin igerisinde
Agrobacterium ile transforme olmug hiicreler degisiklife ugrammg ve bu GUS analizi
sonucu pozitif ¢ikan rejenere bitkilerde Southern blot analizi ile de test etmislerdir.

7.C. YORSEKOCRETIM KURULY

DOKUMANTASYON MERKEZ
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Valles ve Lasa (1994) yapms olduklan bir caligmada kavun bitkisinin (C. melo
L.,cv.Amarillo Oro) kotiledon eksplantlanim 4. fumefaciens’in pBI121.1 plazmidini
tagtyan LBA4404 irk: ile gen transferi yapmuslardir. T-DNA bolgesi kanamisine
dayamkhihk geni olan Nopaline sentetase/neomycin phospho transferase II (npr 17)
kimerik genini ve Karmbahar Mozaik Viriis 35S/ B—glucuronidase (GUS) kimerik
genini tapimakta oldugunu belirtmiglerdir. Transformasyondan sonra kotiledon
pargalart 100 mg/l kanamisin iceren gelisme ortamma aktanlmms ve transgenik
oldugu varsayilan siirginlerin gelisimini takiben morfolojik olarak normal bitkilerin
gelistigi bildirilmigtir. Transgenik bitkileri polymerase zincir reaksiyon (PCR) ,
southern blot analizi, npt IT geni ile ortam Gzerinde gelisen bitkiyi selekte ederek ve
GUS geni aktannmu ile test edilmistir. Transformasyon prosediirine etki eden
faktorleri aragtirmuglardur. .

Szalai (1995) yapmus oldugu bir aragtirmada karpuz bitkisinin (C. lanatus)
Szigetcsepi5 F1 ¢esidinde in vifro kogullarda 0.2 mg/l 2,4-D iceren MS ortanu
tizerinde kallus olusturmak amaciyla kotiledon eksplantlannm 4 hafta kiiltiire
almiglardir. Hormon icermeyen ortammda kiiltire alindiktan 9 hafta sonra
ekkplantlar izerinden kallus fakhlagmasim go6zlendigini ve 16. hafia sonunda da
tamamen regenerasyon oldugunu Dbelirtmiglerdir. Karpuzlarda regenerasyon
kapasitesi bitki biiyiime regilatorlerinin konsantrasyonundan ¢ok bitki genotipine
bagh oldugu rapor edilmistir.

Islam ve ark. (1997) yapms olduklan bir aragtirmada karpuz bitkisinin olgun
zigotik embriyosundan yiiksek oranda bitki regenerasyonu elde etmek igin uygun bir
yontem aragturnmglardir. Verimli siirgiin regenerasyonunun BA ve IAA tagtyan
Linsmaer and Skoog ortaminda elde ettiklerini belirtmislerdir. Embriyosu kesilmig
cksplantlar kotiledonlara oranla daha fazla siirgiin geligimini elde ettiklerini
belirtmiglerdir. Sirgiin olustuktan sonra kék olusumu igin 1 mg/l NAA iceren MS
ortamunin kullanldig: rapor edilmigtir.

Amor ve ark. (1998) yapmig olduklan bir caliymada bir antresense ACC
oxidase geni aktanilmg transgenik C. melo bitkisinde etilenin siirgiin gelisimdeki
rolinii aragtirmuglardir. ACC oxidase etilenin biyosentezinde son basamagin katalizi
oldugunu ve transgenik bitkilerin yaprak ve kotiledon eksplantlanmn da disik
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miktarda ACC oxidase aktivitesi ve etilen iiretimi gosterdifini tespit edilmiglerdir.
Halbuki transforme olmamg kontrol dokulanyla kargilastinldifinda dokularn
arasinda farklihlk gozlenmediZini belitmiglerdir. Transgenik dokulardaki siirgiin
regenerasyon oram 50-100 uM 2-chloro ethyl phosporo asit ilavesi ile arttirilmigtir.
Sonuglardan da acikca gorildiga gibi in vitro da C. melo’da etilenin bitki
regenerasyonunda 6nemli bir rol oynadiim rapor etmiglerdir.

Mhatre ve ark. (1998) yapmis olduklan bir caiymada in vitro da bitki
olusumunda bitki biiyiime regilatorlerinin ve etilen inhibitorlerinin etkisini
incelemigledir. Elde ettikleri siirgiinleri igerisine IAA, BA ve caseinhydralizat (CH)
ilave edilen ortam iizerinde kiiltiire alinan kotiledonlar ve u¢ kisimlanindan elde
ettiklerini bildirmiglerdir. CH’nin yerine diger bityiime regiilatorleri ilave edildiginde
regenerasyonunun artmadifim fakat kallus gelisimini engellendifi belirtmislerdir.
Etilen inhibitérleri, kobalt chlorit ve giimiis nitrat gibi maddeler gelisme ortamina
ilave edildiginde kotiledonlardan siirgiin gelisimi tesvik edildifi go6zlenmigtir.
Belirtilen diger bilesiklerin de ortho-coumeric asit gibi tegvik edici etkisinin
kotiledon iizerinden siirgiin gelisimde olduk¢a yiiksek etkide bulundugu rapor

Ezura ve ark. (2000) yapmug olduklan bir gahymada kavun bitkisinde (C. melo
L) binary bir vektér olan B-glucuronidase genini tastyan A. fumefaciens ile gen
transferinde etilenin etkisini aragtirmuglardir. Etilen iireten kavun bitkisinin kotiledon
pargalan 1-aminocycopropone-I-carboxylic asit (ACC, 20-200uM) ilavesi ile
yiikselen ve aminoethoxy- vinylglycin ilavesi ile inhibe olan (AUG,10 pM) bitki
olusturdugu goézlenmistir. Agrobacterium inokulasyonu ile eksplantlann etilen
Uretimi artrug ve inokulasyon boyunca AUG ilavesi ile etilen Uretimi azaldif
bildirilmigtir. Agrobacterium ile 4 gin inkibasyondan sonra gen transfer edilen
eksplantlar transient uidA ile test edilmistir. Inkiibasyon ortamma ACC ilavesi
eksplantlara Agrobacterium ile gen transferi sikhfim azaltiyfim ve AUG’nin
yitkselttigini belirtiimiglerdir. Bu sonuglar i1 altinda etilenin Agrobacterium ile
gen transferinde 6nemli oldugu rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Aragtirma 2000-2002 tarihleri arasinda C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliumi Biyoteknoloji Laboratuvannda yiritalmiigtiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar

Aragtirmada kullamlan kimyasallar bu kimyasallarla hazirlanan kiiltiir ortamlan
stok soliisyonlari ve bunlann icerikleri ekler kisminda verilmigtir.

3.1.2. Transformasyonda Kullamilan Bitki Materyalleri

Cengelkdy hyar cesidi (C. sativus L.) tohumlannin in vitro da ¢imlendirilmesi
ile elde edilen bitkilerin kotiledon ve hipokotil pargalan ile kontrol olarak in vitro
siirgin ucu kilturi ile elde edilen titiin bitkisinin (Nicotiana tabaccum var. samsun)
yaprak pargalan bitki materyali olarak kullamlmigtir.

3.1.3. Gen Transferinde Kullanilan Plazmid ve Bakteri Irklan

Aragtirmada kanamisine dayamklihik geni (upt II) ile B—glukurodinaz (GUS)
genlerini tagjiyan ve 17.4 kb biyikligindeki pGA482GG plazmidini igeren A.
tumefaciens’in EHA101 ki gen transferinde kullamlmigtir. Arastirmada kullanilan
plazmid Dr. Mukadder Kayim tarafindan aragtrmalanmzda kullandmak iizere
verilmistir. Aragtirmada kullanilan plazmidin haritas1 Sekil 3.1.‘de verilmigtir.

Klonlama Bélgesi

Sol Simir 1 | L - Sag Smir
Bolgesi {1 st/ Bolgesi

CaMV GUS NT NP NPTII NT
355 P

Sekil 3.1. Bitki transformasyonun da kullanilan pGA482GG plazmidinin haritas:
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3.2. Metod
3.2.1. Kiiltiir Ortamlarimmm Hazirlanmasi

Aragtirmada kiiltir ortam olarak Murashige and Skoog (MS; 1962) ortam
degisik hormon konsantrasyon ve kombinasyonlan ilave edilerek kullamlmigtir. Bu
ortamlarm icerikleri ekte verilmigtir. Ortam ve stok soliisyonlarimin hazirlanmasmda
destile su (dH,O) kullamlmug olup, bitki biiyiime dizenleyici hormonlar ilave
edilerek hazirlanan ortamlarin pH’s1 0.5-1 M KOH ve 0.5-1 M HCI ile hiyar bitkileri
(C. sativus ) igin 5.8 ve tutiin bitkileri (Nicotiana tabaccum) igin de 5.5°e
ayarlanmgtir. Hazirlanan kiiltiir ortamlanm katilastirmak amaciyla hiyar bitkileri (C.
sativus ) igin % 0.2 phytogel ve tiitiin bitkileri (N. fabaccum) igin % 0.8 agar (Merck
agar) ilave edilerek ortamlar 250 ml'lik erlenlere konulmustur. Hazirlanan bu
ortamlar otoklavda 121 °C’de 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika sire ile
sterilizasyona tabi tutulmustur.

Hazrlanan ortamlara antibiyotik ilavesi gerekli oldufu durumlarda,
antibiyotikler yitksek sicakhkta bozuldugundan dolayr 0.22 p por geniglifine sahip
filtrelerden gegirilerek soguk sterilizasyona tabi tutulmus ve otoklavda steril edilmis
ortamlar 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine steril kosullarda istenilen
diizeyde ilavesi yapilmstar.

3.2.2. Hayar Tohumlarmm In Vitro Kosullarinda Cimlendirilmesi ve
Bitkilerin Elde Edilmesi

Transformasyon ¢ahgmalannda kullamlmak amaciyla gerekli olan kotiledon ve
hipokotil pargalanm elde etmek igin hiyar bitkisinin (C. sativus ) tohum kabuklart
soyularak % 70’lik ethanolde 1 dakika bekletilip bunu takiben tohumlar steril saf su
ile yikanarak 6n sterilizasyonu yapilmigtir. Daha sonra tohumlar % 0.1’lik Tween-20
% 15° lik ticari sodyum hipoklorid (NaOCI) ¢ozeltisi igerisinde 15 dakika
calkalanarak yiizeysel sterilizasyona tabi tutulmus ve 3 kez steril saf su ile
yikanmigtir. Bu gekilde steril edilen tohumlar steril kabin (Lamin air flow) igerisinde
filtre kagtlan Gizerinde 15-20 dakika bekletilerek tizerindeki fazla nemin alinmast
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i¢in kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan tohumlar 2 MS ortamu (izerinde 3-S5 ve 10
giin siire ile karanhk kogullarda 25-26 °C’de iklim odalaninda kiiltire alinmugtir.

3.2.3. Transformasyonda Kullamilan Tiitiin Yapraklarimn In Vitro Siirgiin

Ucu Kiiltiiri ile Elde Edilmesi
In vivo'da geligtirilen titiin bitkilerinden siirgiin uglan kesilerek yiizeysel
sterilizasyon amaciyla once 30 dakika gesme suyuyla yikanmugtir. Bunu takiben
alinan siirgiin uglan deterjanh su ile yikanarak % 70’lik ethanolde 1 dakika
calkalanms ve 1 kez steril destile su ile yikanmugtir. Daha sonra siirgiin uglan %
0.’lik Tween-20 igeren % 10°luk NaOQCl soliisyonunda S dakika c¢alkalanmmg ve 3
kez steril destile su ile yikanarak steril cam petriler igerisine yerlestirilen steril filtre
kagitlan tizerinde bitki pargalarindaki nemin almmas: igin bekletilmistir. Kuruyan
siirgiin uglari daha onceden hazirlamp otoklavda steril edilmis 250 ml cam erlen
icerisindeki % 3 sakkaroz ve % 0.8 agar iceren pH’s1 5.5.’¢ ayarlannmg 50 ml
olgiisiinde MS ortamu iizerine kiltiire alinarak 25-26 °C ve 16 saat aydinhk 8 saat

karanlk klima odalarinda kiiltiire almmuglardur.

3.2.4. Transformasyonda Kullamlan Bitki Doku Parcalan ve Ortamlarin
Belirlenmesi

In vitro’da hyar tohumlaninin gimlendirilmesi ile elde edilen bitkilerden alinan
kotiledon yapraklar ii¢ degisik sekilde denenmigtir. Kotiledonlar tiim olarak, ortadan
enine ve ortadan boyuna ikiye bolunerek ortamlar iizerinde kiiltire alinmugtir.
Aragtirmada kullanilan diger bitki doku pargas: olan hipokotiller ise 0.5-1 ve 2 cm.
uzunluunda olacak gekilde kesilerek kiiltire alinmigtir. Bunlara ilavaten hipokotil
ve kotiledonlan birlikte tagiyan bitki pargalan da denenmigtir. Surgin geligimini
tesvik etmek amaciyla kotiledon ve hipokotil doku pargalan, icerisinde BAP (6-
Benzyl amino purine), NAA (1-Naphthalene acetic acid), IAA (3-Indol acetic acid),
zeatin, kinetin ve 2.4-D (2,4-Dichlorophenoxy acetic acid)’nin farkh konsantrasyom
ve kombinasyonlarimi iceren MS ortami iizerinde kotiledon yapraklarin damarh
kisimlan ortama temas edecek sekilde ve damarh kismu iste gelecek sekilde

23



3. MATERYAL VE METOD Ela KOSE

hipokotil pargalarimin da kesilen u¢ kisimlan ortam iginde olacak gekilde kiiltiire
almmugtir.

3.2.5. A. tumefaciens’in Kiiltiiri

Transformasyonda kullanilan tizerinde npt II genini igeren A. fumefaciens’in
EHA 101 wki 50 mg/l kanamisin igeren 25 cm gapindaki cam petri kutularinda
bulunan katt YEP ortamu (Ek 2) iizerine 6ze ile ¢izilerek 28°C’de kiiltiire ahnmgtir.
Bakterileri taze olarak muhafaza etmek amaciyla kati ortam uzerinde gelistirilen
bakteriden her 15 giinde bir olmak iwizere bir koloni 6ze ile ahinarak tekrar 50 mg/l
kanamisin iceren YEP ortamm izerinde alt kiiltire alinmug ve koloni geligimini
tamamlayana kadar bakteriler geligtirilmigtir. Koloni geligimini tamamlamg olan
bakteriler transformasyonda kullamhincaya kadar petri kutulan igerisinde +4°C’de
buzdolabinda 1-1.5 ay muhafaza edilmigtir.

A. tumefaciens’in s kiltiirinii hazirlamak i¢in daha 6nceden kati YEP (Ek2)
ortamu iizerinde ¢izilerek gelistirilmis olan bakteri kolonisinden 6ze yardim ile bir
koloni alinarak, transformasyondan 6nce igerisinde 50 mg/l kanamisin bulunan steril
stvi YEP ortamm igerisine inokule edilmistir. Bu sekilde inokule edilen bakteri
kiiltirin 200 devir/dakika’da gahisan calkalayici tizerinde 28 °C’de bir gece inkiibe
edilmigtir. Ertesi sabah yine icerisinde 50 mg/l kanamisin igeren 20 ml sivi YEP
ortamu igerisine onceki gece gelistirilmis olan bakteri soliisyonundan 500-1000 pL
alinarak taze ortama inokule edilerek 6 saat aym kosullarda taze bakteri
siispansiyonu elde edilinceye kadar gelistirilmigtir.

3.2.6. Transformasyonda Kullamlacak Olan Bakteri Soliisyonunun
Hazirlanmas:

6 saat boyunca bir calkalayic1 Gizerinde gelistirilen bakteri soliisyonu 10 ml’lik
santriflij tiplerine e§it miktarlarda dagitilmig ve 20 dakika 2000 rpm’de santrifiij
edilerek bakterilerin tiplerin tabamna ¢Oktirilmesiyle pellet olusturulmas:
saglanmgtir. Pelletin dstiindeki sivi alinmeg ve 20 mg/] asetosiringon igeren stvi MS
ortamm ilave edilmigtir (Ek 7-8). Transformasyonda kullamlacak olan bakteri
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yogunlugu spektrofotometre (Shimadzu, UV 1208) yardimiyla UD= 550-600 nm’de
olgiilerek transformasyon igin uygun deger olan UD= 0.2-0.5’e ayarlanmugtir.

3.2.7. Bitki Doku Parcalarinin A. fumefaciens ile Transformasyonu

Agrobacterium ile gen transferi yapilacak olan doku pargalan kesildikten sonra
igerisinde ortamm pH’sim sabit tutmak amaciyla kullamlan 0.5 mg/l MES (2]N-
Morpholino]ethanesuifonic acid), bakterilerin bitki dokusuna girigini tesvik eden
20 mg/l asetosiringon ve 1 mg/l TAA igeren stvi MS ortamn igerisinde bekletilerek
bakteri ile gen transferinde kullamlmak tizere hazir duruma getirilmiglerdir.

Transformasyonda kullamlan bitki doku pargalan (kotiledon, hipokotil,
hipokotil ve kotiledonlan: birlikte tagiyan doku pargalan) 3.2.6.’da belirtildigi sekilde
hazirlanan bakteri solusyonunda petri kutulan igerisindeki 15 dakika siire ile
bekletilmigtir. Bu siire sonunda bir pens yardim ile ahnan bitki pargalan tizerindeki
fazla bakteri solusyonunun bitki pargalanndan uzaklagtinlmasi amaci ile steril filtre
kagitlan iizerinde bir siire bekletilmis ve kotiledon yapraklann damarh kismi ortama
gelecek sekilde veya tersi durumunda kiltire ainmigtir. Hipokotillerinde kesilen ug
kisimlan ortam igerisine girecek gekilde 9 cm ¢apindaki cam petri kutulan igerisinde
hazirlanmmg olan regenerasyon ortamu iizerinde 2 giin siire ile 25-26 °C’de karanhk
kosullarda bakteri ile ko-kiiltiire alinmgtir.

3.2.8. Tiitiin Yapraklarimn A. tumefaciens ile Transformasyonu

In vitro’da erlenmayerler (250 ml) igerisinde kat1 MS ortamu iizerinde siiriigiin
ucu kiltiiris ile geligtirilmiy olan tﬁtﬁn bitkilerinin yapraklan 1 cm? olacak gekilde
kigilk parcalara aynlarak yukanda 3.2.6.’de belirtildigi sekilde hazrlanan bakteri
soliisyonu igerisinde 10 dakika siire ile bekletilmistir. Daha sonra bitki pargalarinin
tzerindeki fazla bakterinin uzaklagtinlmast ic¢in yapraklar bir siire steril filtre
kagitlan iizerinde kurutulmug ve igerisinde 20 ml MS ortamm bulunan 9 cm capindaki
cam petri kutulan igerisindeki MS ortamm Gzerinde 48 saat karanhk kosullarda
kiiltiire alinmglardir.
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3.2.9. Transgenik Bitkilerin Regenere Edilmesi

Bitki doku pargalanimn iki giin siire ile bakteri ile ko-kiltiirinden sonra bakteri
haleleri gozlenen bitki doku pargalart 50 mg/l kanamisin ve 300 mg/l karbensilin
antibiyotiklerini ve 2 mg/l zeatin iceren MS ortamm iizerinde kiltire alinmglardir. Bu
uygulama ile gen transferi yapilmig bitki doku pargalanmn aktanlan npt II geni
sayesinde kanamisin igeren ortamda seleksiyonlan yapilmstir. Kiiltirlerde agin
bakteri gelisimi gozlendigi durumlarda bitki pargalan tamamen bakteriden
anndirlincaya kadar steril saf su ile yikanip filtre kagitlannda kurutularak tekrar aym
kiiltiir ortanu iizerinde kiiltiire ahnmgtir. Bitki pargalan her 15 giinde bir alt kiiltiire
ahnarak ortamlar tazelenip siirgiin regenerasyonu izlenmigtir. Bakteri ile inokule
edilmeden antibiyotikli ortam iizerinde kiiltiire ahnan bitki doku pargalan negatif
kontrol olarak, antibiyotiksiz bitki regenerasyon ortaminda kiiltiire alman bitki
parcalan da pozitif kontrol olarak alinmgtir.

3.3. Histokimyasal GUS Analizi

Histokimyasal GUS analizi Kayim tarafindan yapilan Jefferson ve ark.
(1987)’nin modifikasyonlarla (1997) yapilmustir. Antibiyotikli selektif kiltiir ortam:
izerinde embriyogenik kalluslardan olusan bitkiciklerden ve aynica test bitkisi olarak
kullamilan tiitiin yapraklanndan kugiik parcalar kesilerek Ek 4’de verilen soliisyon
icerisinde cam bir petri kabinda 37 °C’de 1-24 saat karanhkta inkube edilen bitki
doku pargalan her saat kontrol edilerek dokularda meydana gelen mavi renk degigimi
gOzlenmigtir.

3.4. Regenere Edilen Bitkilerin Koklendirilmesi

Kotiledon, hipokotil ve hipokotil + kotiledon pargalarindan geligen bitkicikler
bitki pargalanndan ayrlarak igerisinde antibiyotik igeren hormon igermeyen MS
ortaminda, 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l IAA igeren MS ortaminda kiiltiire almarak kok
olusumlan tegvik edilmigtir.
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3.5. Koklenen Bitkilerin Topraga Aktarilmas: ve Adaptasyonlan

In vitro kogullannda kok olugturan ve yaklagtk 10 cm boyuna ulagan bitkiler
erlenmayerler igerisinden cikanhip koklerindeki ortam kalmtilan gesme suyuyla
tamamen yikanarak temizlenmis ve zedelenmeler sonucu olusabilecek yaralardan
herhangi bir hastalik etmeninin girisini engellemek amaciyla koruyucu bir fungusit
olan kaptan (2 g/l) igeren su igerisinde bir siire bekletilmigtir. Bitkiler daha sonra
1:1:1 oraninda torf ve kum kangimina aktanlmgtir. Topraga aktanlan bitkilerin nem
kaybim engellemek amaciyla 15 giin siire ile saksilar polietilen plastik bir torba ile
kapatilarak afizlan baglanmmg ve birkag giin ara ile havalandinlarak agpin nemden
bitkilerin zarar gormeleri engellenmis ve bu suretle bitkilerin normal kogullara
adaptasyonlan saglanmgtir.

3.6. Bitkiden Genomik DNA’mn izolasyonu

Bitki genomik DNA izolasyonlan baz1 degigikliklerle Sharp ve ark. (1988)’'min
yOntemine gore gergeklestirilmigtir.

Transformasyon sonucu elde edilen 2 ayhk bitkilerin gen¢ yapraklarnndan
yaklagik 100 mg doku pargas: almarak 1.5 ml’lik ependorf tiipler igerisine konan
bitki doku pargalan sv1 azot igerisinde plastik bir gubuk yardim ile iyice ezilerek toz
haline getirilmi§ ve Gzerine 700 pl olacak sekilde ekstraksiyon bafin (Ek 9) ilave
edilerek iyice kangtinlmigtir. Bu kangim 15-20 dakika siire ile 65 °C’deki sicak su
banyosunda bekletilmigtir. Daha sonra 700 pl Kloroform+Isoamilalkol (24:1) ilave
edilerek 10 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmigtir. Bu asama tiipiin Gstiindeki sivi
berrak goriiniinceye kadar birkag kez tekrarlannmgtir. Daha sonra iistte kalan sivi yeni
bir epondorfa alinarak tizerine 8 ul R-nase ektraksiyon bafin ilave edilerek 5 dakika
oda sicakhifinda 14.000 rpm’de santriftij edilmigtir. Santrifiijjden sonra tiipiin Gstiinde
kalan siv1 bogaltilarak tabanda pellet halinde kalan DNA 6nce %100’lik ethanol ile
daha sonra da %70’lik ethanol ile yikanarak 15 dakika kurumasi igin bekletilmigtir.
Kuruyan DNA iizerine 10-30 ul ddH,O ilave edilerek 65 °C’deki sicak su
banyosunda 10 dakika bekletilmig ve bu gekilde izole edilen DNA’lar PZR i¢in hazir
hale getirilmigtir.
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3.7. PZR Analizleri

Polimeraz  zincir  reaksiyonu i¢gin @ kullamlan wmpr I (5
GAGGCTATTCGGCTATGACTG 3', 3' ATCGGGAGCGGCGATACCGTAS') ve
GUS primerleri ¢ GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG 3, 3
GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA 5) kullamlmgtir.

PZR analizi yapilacak olan bitki genomik DNA’lan GUS igin pozitif sonug
veren kanamisine dayamkh hiyar bitki yapraklarindan izole edilmigtir. Her reaksiyon
icin 100 ng DNA kullamlmigtir. Reaksiyon karnigim toplam 25 pl hacimde olacak
sekilde 0.75 ml mikrosantrifiij tiplerinde hazirlanmig ve Uzerine esit miktarda
mineral yag (Sigma) ilave edilerek PZR aletine (Techne/Genwus) yerlegtirilmisgtir.
Ornekler ilk olarak 94°C’de 2 dakika inkiibe edilmis ve daha sonra toplam 30 déngii
her bir dongiide 94 °C’de 1 dakika, 54 °C’de 2 dakika ve 72 °C’de 3 dakika olacak
sekilde yapimmgtir. Tim dongiiler tamamlandiktan sonra her 6megin sentez {iriinii
elektroforez yapilmis ve etidyum bromid ile boyandiktan sonra gériilebilir DNA
bantlaninin fotograflan ¢ekilmigtir.

3.8. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz jeli 1XTBE (Tris Borik Asit) elektoforez bafin kullamlarak
bazirlanmigtir. Amaca uygun olarak % 1 agaroz (tip I, Sigma) iceren jeller 1XTBE
icerisinde mikrodalga finnda eritilmis ve 60 °C’ye kadar sofutulduktan sonra iki
tarafi bant ile kapatilmmg, tarakh jel kahbina dokiilerek jel katilagtiktan sonra tarak ve
bantlar gikanlmigtir. Bu sekilde hazirlanan kalip elektroforez tankma yerlestirilerek
1/10 boya veya yiikleme bafin ile (% 0.25 bromofenol mavisi ve %25 Ficol
(400.000)) boyanan DNA’lar bir pipet yardim ile gukurlara yerlestirilerek 60-100
voltta 180 dakika elektroforezleri yapilmgtir(Bio Rad Model 3000Xi). Daha sonra
jel 0.5 pg/ml etidyum bromid ile 10-20 dakika boyanarak elektroforez baffin ile
yikanan jel 6rne§i 260 nm dalga boyunda bir UV transillimatér (Vilber Lourmat)
tizerinde olusan bantlann poloroid fotograflan ¢ekilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Aragtirmada Kullamlacak Olan Bitki Materyallerinin Belirlenmesi

Bitki regenerasyonunu tesvik etmek igin kullamlacak bitki doku pargalarinin
alindir huyar bitkilerinin tohumlarmin sterilizasyon gahsmasinda, tohumlarm tohum
kabuklari soyulmadan steril edilerek ' MS kiltir ortam izerinde kiltiire
ahndiklarmda tohumlar {izerinde bakteri gelisiminin oldufu gbzlenmigtir. Ayrica
sterilizasyon igleminde % 30 konsantrasyonunda sodyumhipoklorit uygulamas:
yapildigt zaman kiiltire alman tohumlardan gelisen bitkilerde deformasyonlarmn
oldufiu ve tohumlarm gimlenme siiresinin uzun zaman aldig: bu bitkilerden alman
doku parcalarmdan bitki regenerasyonun gozlenmedigi ve zaman icerisinde Sldigi
gozlenmistir. Buna kargihk kabuklan soyularak %15°lik sodyumhipoklorit ile
sterilizasyonu yapilan tohumlarin 2 MS ortamm fizerinde killtiire alinmalarmdan 5
giin sonra gelisen bitkilerin normal g&riin@imlii oldugu izlenmigtir (Sekil 4.2).

Sekﬂu%MSomumhdekmﬂlkkogﬂmdakﬂltﬁrea]mhsyar
tohumlarinn ¢imlenmesinden 5 giin sonra gelisen bitkiler

In vitro'da 3-5 ve 10 giin sire ile gimlendirilen tohumlardan elde edilen
bitkilerden alman bitki doku parcalan materyal ve metod 3.2.4.’de verildigi gibi
gesitli gekillerde kesilerek farkh konsantrasyon ve kombinasyonlarda bitki bitylime
diizenleyicileri iceren MS ortamn fizerinde kiilttire ahndiklannda en iyi bitki
regenerasyonunun tohum gimlenmesinden 5 giin sonra alman kotiledon ve
hipokotillerden elde edildigi gdzlenmistir. Cimlenmeden 3 gfin sonra kullanilan bitki
doku pargalarmin arastrma esnasmda dokularm cok geng oldugu igin bistirli ile
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kesim esnasinda parcalandifi gbzlenmis, ¢imlendirildikten 10 giin sonra kullamilan
bitki pargalarmdan ise ¢ogunlukla kallus olusumu gdzlenmistir. Trulson ve ark.
(1986), Fang ve ark. (1990), Chee ve ark. (1991) ve Kim ve ark. (2000)'nin da
yapmus olduklar gahgmalarda tohumun gimlenmesinden 5 giin sonra transformasyon
igin kullamlan kotiledon yapraklarmdan, denenen difier zamanlara gire daha fazla
bitki regenerasyonunun gergeklestifini rapor edilmistir. Bu bakimdan yapilan bu
aragtirmada elde edilen sonuglar literatiirde elde edilen sonuglarla uyum
igerisindedir. Ortadan enine iki pargaya bolimerek killtiire alnan kotiledon doku
pargalan ile 1 cm uzunlugunda kesilerek kiiltiire alnan hipokotil pargalarindan
regenere edilen bitki sayis1 aragtirmada ele alnan diger doku parcalarma gore daha
yiiksek oranda olmugtur.Ortadan boyuna ikiye kesilen ve tiim olarak kullamlan
kotiledon doku pargalan ile 0.5 ve 1.5 cm uzunluundaki hipokotil pargalarmdan
gogunlukla 5 giin sonra kallus olusumu gdzlenmistir. Kotiledon yaprak pargalan
kitlttire ahmirken yapragin damarh kisimlan kiiltéir ortanu f{izerine temas edecek
sekilde kiiltiire ahndify durumlarda bitki regenerasyonu olurken bunun tersi
durumunda bitki eksplant: fizerinden kallus olusmustur. Kim ve ark. (2000)'nmn
yapmi§ olduklan aragtrmada da benzer sonuglar ahnmugtir. Genellikle bitki
regenerasyonunun kotiledon yapraklanmn sapa baglanan kisimlarmdan daha fazla
olustugu, yapragm ug kisimlarindan ise daha az sayida bitki olusumu ger¢eklesmistir
(Ganapathi ve ark., 2000). Yapmus oldufumuz arastirmalar sonucunda petri kutular
igerisinde kiiltiire alman eksplant sayismin da bitki regenerasyonu iizerinde etkili
oldugu gbzlenmistir. 9 cm gapindaki bir petri kutusunda 15 adet bitki pargasindan
daha fazla sayida doku pargasi killtlire alindifi zaman eksplantlarm gelismesinin
yavaslayarak siirgiin regenerasyonunun olugmadif izlenirken buna karsihk 10 adet
bitki doku pargasi kiltiire alindifinda bitki regenerasyonunun gergelestifi
gorlilmiistiir.

4.2. Uygun Bitki Regenerasyon Ortammin Belirlenmesi

4.1'de belirlenen sonuglar i1 altinda belirlenen bitki doku pargalan
kullanilarak igerisinde BAP, zeatin, IAA, NAA, kinetin ve 2,4-D’nin farkh
konsantrasyon ve kombinasyonlarm igeren MS ortamu iizerinde 2 giin siire ile
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karanhk kogularda daha sonraki giinlerde ise 16 saat aydmhk 8 saat karanlk klima
odalarmda kiiltiire alman hiyar kotiledon yaprak pargalarindan iki hafta sonunda bitki
regenerasyonu gbzlenmeye baglanmustir (Sekil 4.3 - 4.5 ). Alman sonuglar Cizelge
4.1 ve Sekil 4.5°de verilmistir. Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4’de de gdrilldiifii gibi en
yiiksek oranda bitki olugumu 2 mg/l zeatin igeren MS ortanm {izerinde kiiltiire alman
kotiledon yapraklarmdan elde edilmistir. Bunu 1 mg/l zeatin ve daha sonrada 0.1
mg/l BAP iceren MS ortammin takip ettigi gdzlenmistir.

Sekil 4.3. Farkli hormon kombinasyon ve konsantrasyonlanm igeren MS
ortamin tizerinde bitki regenerasyonunu tegvik etmek amaciyla
kiiltiire alinan kotiledon pargalan

Geligen Bitki sayisi (%)
cuonSREHEHS

2 BAP
3 BAP
4 BAP |
5 BAP |
& BAP

1 Zeatin
2 Zeatin
3 Zeatin

51AA + 6 kinetin |
5BAP +0.2 NAA |
1BAP +0.21AA

224D+05

® 3BAP +0.2NAA |

|

4 BAP + 0.2 NAA

B 324D+184P |

g

|
g
é

Sd:il&d.Deﬁ;ikho;mnkonsmmsyonvekombimmmlmmiwenMS
ortami fizerinde kultire alnan kotiledon yaprak pargalanindan
olusan % bitki sayis1
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Cizelge 4.1. Denemede kullanilan farkh sitokinin ve oksin hormon konsantrasyon ve
kombinasyonu ile denemede kullamilan eksplant sayist ve regenere olan

bitki sayisi
Kullamilan Kullamilan
Kullamian Hormonlar Miktar Eksplant Regenere Olan
ve Kombinasyonlan (mg/) Sayisi Bitki Sayis1
BAP 0,1 50 8
BAP 0,5 60 6
BAP 1 60 5
BAP 2 70 4
BAP 3 70 *0
BAP 4 0
BAP 5 50 ]
BAP 6 50 %0
Zeatin 1 80 15
Zeatin 2 80 20
Zeatin =] 80 10
TAA + kinetin 15/8 80 *0
BAP + NAA 3/02 40 **Q
BAP + NAA 4/02 40 ol
BAP + NAA 5/02 40 **0
BAP + IAA 1/0.2 30 *0
2,4-D + Kinetin 2/05 40 ha )
24-D + BAP 2/05 40 b

* - Az miktarda kallus olugumu
*#: Orta derecede kallus olugumu
#+%: Cok yogun olarak kallus olugumu
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Kim ve ark. (2000)’'nmn da yapmis olduklan ¢ahgmada 2 mg/l zeatin iceren
kiilttir ortammdan yiksek oranda bitki regenerasyonunun gergelestifi rapor
edilmigtir. Ancak elde edilen siirgiin sayismn bu calismada elde edilen siirgiin
sayismdan daha fazla olma nedenini aragtirmada kullamlan bitki gesidinin yani
genetik materyalin farkli olugundan kaynaklandig diisiinilmektedir. Oteki hormon
konsantrasyon ve kombinasyonlarinda genellikle bitki olusumu yerine kallus
olusumu gdzlenmigtir. En fazla kallus olusumu kinetin ve BAP'm 2,4-D ile
kombinasyonlarim igeren MS ortamu iizerinde killtiire alman doku paralarinda
gozlenmigtir. Ancak bu kalluslardan bitki regenerasyonu gergeklegtirilememistir. Bu
calismada elde edilen sonuglara benzer sonuglar Kuijper ve ark. (1996)'nin hiyar
bitkisi doku pargalarindan siirgiin regenerasyonun tesviki ile yapmis olduklar:
calismalar sonucunda elde edilen sonuglarla Ortiiymektedir. Kiiltiire alnan
eksplantlar her 15 giinde bir alt kiiltiire alinmug ve regenere olan bitki sayilan tespit
edilmistir. BAP igeren killtiir ortamu {izerinde kiiltiire alnan bitki eksplantlarnda
diisik dozda kullamilan konsantrasyonlarmda bitki regenerasyonu gdzlenirken
yiiksek dozdaki BAP uygulamalarinda ise ilk hafialarda farkh derecelerde parlak ve
kirilgan kalluslar olugtugu, fakat 6. haftadan sonra da bu kalluslarda
kahverengilesmeler ve bunu takiben de 8litmler oldugu gézlenmistir. Ganapathi ve
ark. (2000)'nmn yapms oldugu aragtrmada da BAP uygulamasmda yksek dozda
eksplantlardan kallus olugtugu rapor edilmistir.

Sekil 4.5. 2 mg/l zeatin igeren MS ortam iizerinde kiiltiire alman kotiledon ve
hipokotillerden geligen kalluslar ve bitkicikler (ok ile gosterilmistir.)
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2 mg/l zeatin iceren kiiltir ortamu iizerinde geligen bitkicikler bistiird ile
kesilerek sfirglin geligimini tamamlamas i¢in aym ortam fizerinde her 15 giinde bir
altkiiltiire almmustir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Kotiledon doku pargalanindan tesvik edilen ve(a) 2 mg/l zeatin ile (b)
0.1 mg/l BAP igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan sirginlerin 4
hafta sonraki goriinimi

Sekil 4.7. Kotiledon paralarindan tegvik edilmig siirgiinlerin geligimini
tamamlamasi igin erlenmayerler igerisinde 2 mg/l zeatin iceren MS
ortam {izerinde kiiltiire alinan hiyar siirgiinleri

4.3. Agrobacterium ile Hiyar Bitkilerinin Genetik Transformasyonu

Onceki caligmalar sonucu belirlenen bitki materyallerinin 4. fumefaciens ile
transformasyonunda gen transferi yapilacak bakteri solilsyonu icerisine asetosiringon
ilave edildiginde transformasyon siklinn arttifii gozlenmistir.
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Benzer sonuglar Rharjo ve ark. (1996) ve Nishibayashi ve ark. (1996)’nin da
yapmus olduklari cahsmalar sonucunda rapor edilmistir. Transformasyon
caligmasinda Nishibayasht ve ark. (1996)'min belirtiklerinin aksine bitki doku
pmﬂannmlSdakﬂmdandahafazlabirsﬂrebaktmiwlﬁsyonuniqeﬁsﬁﬂe
bekletilmesi durumunda yada 2 giinden daha uzun bir siire bitki par¢alarmmn bakteri
ile ko-kiiltiire alindig1 zaman bakterinin daha sonra antibiyotik igeren ortam fizerinde
kiiltiire alndipinda bakterilerin 8lmedigi ve geligmesini sirdiird(igli gdzlenmigtir.
Bakteri ile transformasyonu  yapilmuig  hipokotil  bitki  parcalarmdan
transformasyondan 5 giln sonra kallus olusumu oldufu fakat 4. haftadan itibaren
kalluslarin sarararak Oldikleri gozlenmistir (Sekil 4.8). Nishibayashi ve ark.
(1996)'nn  yapmis olduklan cahgmada rapor edilen sonuglarm aksine
transformasyonda kullanilan hipokotil pargalarmdan gelisen bitki sayisinmn kotiledon
pargalarndan elde edilen bitki sayisma oranla gok daha az oldufu gozlenmistir
(Cizelge 4.2). Bbylece Ganapathi ve ark. (2000)'mn yapmis olduklan aragtirma
sonuglari ile bu aragtirma sonuglan uyum icerisindedir.

Cizelge 4.2. A. tumefaciens ile gen aktanimi yapilan kotiledon ve hipokotil doku

tesvik sayisi ve transformasyon bagansi
Kullanilan Elde Edilen | Siirgiin Transformasyon
Eksplant saysi | Siirgiin Regenerasyon Basgans: (%)
Sayist rami (%)
Kotiledon 474 98 20.6 80
Hipokotil 650 4 0.6 80
Toplam 1124 102 21,2

Bunun iizerine Chee (1990)’nin yapmus oldufu ¢abgmada oldugu gibi
hipokotil pargalar: 4 giin boyunca 0.5 mg/l kinetin ve 2 mg/l 2.4-D bulunan ortamda
killtilre alnip daha sonraki giinlerde siirgtin gelisimini tegvik etmek igin 1 mg/l NAA
ve 0.5 mg/l kinetin iceren ortamda kltiire almmuglar fakat benzer sonuglar
alinamamustir. Bunun baglica sebebi bu aragtrmada kullanilan bitki gesidinin farkh
olmasmna dayandmilabilir. Ciinkii Lou ve ark. (1994)min yapms oldufu bir
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Wmﬂakﬂhnﬂmherbﬁkiwsidhﬁ:uygﬂmlmmmundafﬂkh
sonuglar verdigi rapor edilmistir.

Sekil 4.8. A. fumefaciens ile transformasyonu yapilarak S0 mg/l kanamisin,300
mgflkarbensilinvengﬂzeaﬁniqamMSonmﬁzeﬁndehﬂtﬁre
alman hipokotil doku parcalanndan 5 giin sonra gelisen kalluslar

Ayrmmsfonmsyoﬁansomkﬁkﬂroﬂmﬂzmindekﬂkﬂmahm

katibdonpmga]annmyapm@nsapahaghnd;ﬁthhrmdanlveyaZbﬁkicﬂc
geﬁaﬁ@gﬁzkn&kmyapmﬂmuqhsmﬂmmdmﬂmndokuwulamdmnadimn
bitkicik gelistigi vaya hig bitki gelismeyip sadece kallus olustufu gdzlenmistir (Sekil
49 — 4.10). Buna parelel sonuglar Ganapathi ve ark. (2000)'mn yapmig oldugu
qahmhrsummﬂadaeldcedﬂmisth.Tmsﬁ)msyondnnmmkuhﬁrom
tizerinde killtire alman bitki pargalanndan birinci haftada kinlgan, yesil ve parlak
kallus olusturmaya baglayip ikinci haftadan sonra siirgiin geligimi g&zlenmistir.
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Sekil 4.9. Transformasyon igin 2 giin sire ile A. fumefaciens ile ko-kiiltiire tabi
tutulduktan sonra icerisinde 50 mg/l kanamisin, 300 mg/l karbensilin,
2 mg/l zeatin igeren MS ortanu {zerinde kiiltiire alinmig kotiledon
doku pargalan

Sekil 4.10. Bakteri ile transformasyonu yapilarak petri kutulan igerisinde besi
ortamu fizerinde kiiltiire alinan hipokotil ve kotiledon bitki doku
pargalarimin klima odasindaki genel gorinimi

Arastirmada bakteri ile gen transferi yapimadan antibiyotik igeren ortam
iizerinde killtire alman kontrol bitkileri ilk haftalarda normal gelismesini

L. X Uik s

ON MERKEZI
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siirdiiriirken daha sonraki haftalarda bitki pargalannn sararak oldiikleri gdzlenmistir
( Sekil 4.11-b).

Sekil 4.11. a) A. tumefaciens ile gen transferi yapilmg kotiledon yapraklanndan
antibiyotik igeren (kanamisin ve karbensilin) ortam tzerinde
uygulamadan 2 hafta sonra geligtirdigi sirginler (ok ile
gosterilmigtir) b) A. fumefaciens ile gen transferi yapilmamig
kotiledon yapraklann antibiyotik igeren ortam fiizerindeki sararmug
kotiledon ve hipokotil doku pargalan (Kontrol)

Bir bagka denemede de hipokotil+kotiledonlarm beraber bulundufu bitki
parcalar 2 mg/l zeatin igeren ortam fizerinde killttire alnarak geligen silrgiin sayilan
tespit edilmigtir ($ekil 4.12).

Sekil 4.12. A. fumefaciens ile transformasyondan sonra antibiyotik iceren bitki
regenerasyon ortami iizerinde kiltire alinan hipokotil+kotiledon
pargalanindan tegvik edilmis siirgtinler
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Kiltiire ahnan bu bitki pargalarmdan her eksplanttan sadece bir siirgiin
geligiminin oldugu gdzlenmistir. Bitki eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin
gelismelerini tamamlamas: i¢in erlenlerde bitki regenerasyon ortamu fizerinde kiiltiire
alindiktan 4 hafta sonra geligimini tamamladigs izlenmigtir(Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Transformasyon somucu regenere edilen kotiledon,
hipokotil+kotiledon bitki doku pargalanndan tesvik edilen
sirginlerin geligiminin tesviki igin 2 mg/l zeatin iceren M3
ortam Gizerinde kiiltiire alinan siirgiinler

4.4. Elde Edilen Transgenik Bitkilerin Kdklendirilmesi ve Dogal Kosullara
Adaptasyonlan

4 hafta erlenlerde kiiltiire alnarak siirgiin geligimini tamamlayan siirgiinler
daha sonra kok gelisimi igin hormon igermeyen MS ortamu iizerinde, 0.1 NAA ve 0.1
IAA igeren koklendirme ortami fizerinde kiiltiire alindifi zaman hormon igermeyen
MS ortam iizerinde kok geliimini daha iyi oldufu gbzlemlenmistir.
Transformasyondan sonra siirgiin geligimi tamamlanarak koklenme ortami fizerinde
killtiire ahnan bitkilerden 3 hafta sonra 10 cm uzunlufunda kok olustufu izlenmistir.
Topmgaaktmhrakdogalkcsuﬂuaadapmsyonlmsaﬂmbhkihrmmalhﬂym
gostermigler ve gigek olusturmuglardir (Sekil 4.14, 4.15. 4.16).
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Sekil 4.14. Basal MS ortam iizerinde kok olugturarak gelisimini tamamlayan
topraga aktanlma asamasma gelmig hiyar bitkileri

Sekil 4.15. Topraga aktanlarak dogal kosullara adaptasyonlan saflanms 5
haftalik transgenik hiyar bitkileri

40



4.BULGULAR VE TARTISMA Ela KOSE

Sekil 4.16. Klima odalalannda geligtirilmig 2 ayhk transgenik hiyar bitkileri
4.5. Agrobacterium Aracihf ile Tiitiin Bitkisine Gen Transferi

In vitro siirgiin ucu kiiltiirii ile elde edilmis olan tiltiin bitkisi yapraklarindan 1
e’ biiyiiklogiindeki parcalar alnarak 4.3.2.'de oldugu gibi 4. tumefaciens araciig
ile gen transferi yapilmug daha sonra doku pargalar antibiyotik igeren MS ortam
fizerinde killitire alindiktan 2 hafia sonra yaprak parcalarmin kesim yerlerinden
siirglin gelisimi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.17). Gen transferi gergeklesmemis
dokularm antibiyotik iceren killtiir ortam {izerinde klorofillerini kaybederek sararip
oldikleri izlenmigtir. Bu sayede kanamisine karst dayamikhlik geninin aktanldig:
eksplantlar segilmistir. Olusan siirgtinler basal MS ortam: {izerinde killtiire almarak

kok geligimi tesvik edilmis ve koklenen bitkiler topraga akatarimuglardir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. a) A. tumefaciens ile transformasyonu yapilarak antibiyotik iceren
MS ortam iizerinde kiltiire alinan tiitin doku pargalanindan 3 hafta
sonra regenere olan sirgiinler (ok ile gosterilmistir) b)
Transformasyonu yapilmig tiitiin bitkilerinin antibiyotik igeren MS
ortam iizerinde kok olugturmast
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4.6. Histokimyasal GUS Analizi

A.  tumefaciens ile transformasyonu yapilarak kanamisin iceren bitki
regenemsyonoﬁarmﬂzeﬁndcgeﬁ;mhﬁsﬂrdﬁentﬂtﬂnvehyarbﬁkiduku
pargalarma istenilen genlerin aktanildiklarimi  kanitlamak amaciyla uygulanan
histokimyasal GUS analizinde bitki doku pargalari X-gluk soliisyonunda 37°C’de
inkiibe edildikten 12 saat sonra transgenik dokularda meydana gelen mavi renk
olusumu gozlenmistir ($ekil 4.19(a)). Analizde kullamlan doku pargalarmdan %
90’ninin mavi renge doniigtiikleri izlenmigtir. Buradaki doku pargalarmin mavi renge
boyanmalari plazmid tizerindeki GUS geninin transformasyonda kullandigimiz bitki
doku pargalarina aktarildifinn bir gstergesidir (Choi ve ark., 1994; Valles ve ark.,
1994; Nishibayashi ve ark., 1996; Ganapathi ve ark.,2000; Ezura ve ark., 2000).

Sekil 4.19. a) Tranformasyondan sonra bitki doku pargalarma yapilan GUS analizi
sonucunda tiitiin ve hiyar bitki doku pargalarinda gozlenen mavi renk olugumu b) 2
ayllkhmsg&ﬁkbitkiladeGUSandizimmdohﬂardameydmgﬂenmvirenk
degisimi
TopmgaadaptnsyomsaglamrakZaymﬂegeﬁqﬁrﬂmmsgaﬁkhyu
bitkilerine uygulanan GUS analizi sonucunda kullamlan bitki materyallerinden

%80"inin mavi renge boyandiklan gdzlenmistir (Sekil 4.19(b)).
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4.7. Transgenik Bitkilerden izole Edilen DNA’larn PZR Analizi ve
Agoroz Jel Elektroforezi

DNA izolasyonu 6 transgenik bitkiden ve 1 kontrol bitkisinden PZR analizi
igin 3.7.’de verilen yonteme gore yapilmistir. Yapilan PZR analizleri sonucunda

npt Il ve GUS genlerinin marker gen ile aym bilyikliikte bant olugturduklan $ekil
4.20 ve 4.21°de gorilmektedir.

Transgemk Bitki 1

sgenik Bitki 2
Transgemk Bitki 3
Transgenik Bitki 4
Transgenik Bitki 5
Transgenk Bitk: 6

=)
-
g
jus}
«
Z
A
-

Kontrol

Tran:

kb

202

660
564

Sekil 4.20 : Hiyar bitkisinin farkli ve aym kotiledon yapraklardan elde edilen

transgenik bitkilerin GUS geni igin PZR analizi; kontrol:
transgenik olmayan hiyar bitkisi
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=
g 5
s 1
a 8
- [

Transgenik Bitk: 2
Transgenik Bitki 3
Transgenik Bitki 4

Transgenik Bitki 5
Transgenik Bitki 6

kb

2027

700

Sekil 4.21 : Hiyar bitkisinin farkh ve aym kotiledon yapraklardan elde edilen
transgenik bitkilerin npt II geni igin PZR analizi; kontrol:
transgenik olmayan hiyar bitkisi

Sekil 4.20 ve 4.21'de de goriildiigii gibi kontrol bitkisi PZR friinleri
elektroforez sonucunda herhangi bir bant olugturmazken antibiyotikli ortam {izerinde
segilerek GUS analizinde pozitif sonug veren transgenik bitkilerin PZR {iriinleri
npt II (700 kb)ve GUS (660 kb)genlerine spesifik DNA bantlar olusturmuglardr.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada, hiyar bitkisine Agrobacterium aracihf ile gen transferi yapmak
icin degisik hormon konsantrasyon ve kombinasyonlan  kullamlarak bitki
hiicrelerinin totipotensi ozelliginden yararlanmak suretiyle yiiksek oranda bitki
regenerasyonu tesvik eden uygun ortamin belirlenmesi ve Agrobacterium ‘un
kanamisine dayamkhiik (npt IT) ve B-glukuronidaz genlerini tagiyan pGA482GG
plazmidini bulunduran EHA101 wki ile gen transferi yapmak amaglanmigtir. Daha
sonra kanamisin iceren ortam iizerinde gelismesini surdiren bitki doku pargalanm
segerek transgenik oldugu varsayilan siirginlerin histokimyasal GUS analizi ile de
test ederek daha sonra kéklendirme ortam iizerinde killtiire alnarak gelismesini
tamamlayan bitkilerin dogal kogullara adaptasyonlarim saglamak hedeflenmistir.

1) Bu amagla hyar bitkisi tohumlan kabuklan soyularak %10
konsantrasyonunda ticari sodyum hipoklorit ile steril edilerek ortam dzerinde
karanhk kogullarda kiiltiire alinmuglardir. Yapilan bu galsma sonucunda kullanilan
doku pargalanindan en fazla siirgiin regenerasyonu tohum gimlenmesinden 5 giin
sonra transformasyonda kullanilan eksplantlardan elde edilmigtir. Cimlenmeden 3 ve
10 giin sonra kullamilan bitki doku pargalarnindan siirgiin olugumu gozlenmemistir.

2) Uygun siirgiin regenerasyonu ortamint belirlemek igin yapilan 6n galigmalar
sonucunda % 25 siirgiin regenerasyonu baganisi ile 2 mg/l zeatin iceren MS ortami
oldugu belirflenmigtir. Bunu % 20°lik basan ile 1 mg/l zeatin ieren regenerasyon
ortam: takip etmistir. Aragtirilan difer hormon konsantrasyon ve kombinasyonlari
iizerinde kiiltire alman bitki doku parcalaninda genellikle kallus olusumu
gozlenmistir.

3) Araghrmada kullanlan bitki doku parcalanndan en fazla siirgiin
regenerasyonu kotiledon yapraklar ortadan ikiye enine bolunerek damarh kismu
ortama temas edecek sekilde kiiltiire alindifi zaman elde edildigi ve regenere olan
siirgiinlerin daha gok kotiledon yapraklarin sapa baglanan kisimlanndan gelistigi
gozlenmistir. Hipokotil bitki pargalarindan gok az sayida siirgiin olustugu daha gok
kallus geligimi oldugu izlenmigtir. Ayrica petri igerisinde killtire alnan bitki doku
pargast sayisimnda bitki regenerasyonu iizerinde etkili oldugu belirlenmistir.
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4) Gen transferi calismalarinda bitki doku pargalannin uzun siire bakteri ile ko-
kiiltire ahnmasi durumunda bakterilerin daha sonraki antibiyotik igeren ortam
iizerinde kiltiire alindiklarmda 6lmeden geliymesini devam ettirdikleri gozlenmistir,
Ayrica gen transferi yapilirken bakteri soliisyonunun hazirlandifn ortam igerisine 50
UM asetosiringon ilavesinin transformasyon sikhim arttirdify belirlenmigtir. Gen
transferi yapilmug bitki doku pargalan 50 mg/l kanamisin igeren bitki regenerasyon
ortam: iizerinde kiiltire alndiginda % 80’ninin geligmesini devam eftirdigi
belirlenmistir. Geligen bu doku parcalarna uygulanan histokimyasal GUS analizi
sonucunda da uygulamadan 12 saat sonra dokularda aktanlan genin etkisi ile mavi
renk defisimi gozlenmis ve 24 saat sonra yapilan gozlemlerde de uygulamaya tabi
tutulan doku pargalarindan % 75’inin mavi renge doniigtiikleri izlenmistir.

5) Regenere olan transgenik oldugu tesbit edilen siirgiinler basal MS ortam
tizerinde 3 hafta kiiltiire alindiktan sonra 10 cm uzunlugunda kok olusturduklan ve
bu sekilde gelisen bitkilerin saksilara aktanldiginda % 78’inin dogaya adapte oldugu
belirlenmigtir. Klima odalannda saksilarda geligen transgenik bitkilerin normal yesil
aksam ve gigek olusturduklan gozlenmistir.

6) Elde edilen transgenik bitkilerden DNA izolasyonu yapilmistir. Yapilan
PZR analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin elektroforezi yapilarak npt I1 genlerinin
varlifi dolayistyla da bitkilerin transgenik oldugu kanitlanmugtir.

Yapilan bu caligma ile hiyar bitkisinde daha sonra yapilacak tanmsal agidan
énemli olan genlerin aktanlmasi igin uygun bir protokol olusturulmustur. Daha
sonraki yapilacak galigmalarda farkl hiyar gesitleri ele ahmarak bitki regenerasyon
kapasiteleri saptanip en yiiksek kapasiteye sahip gesit segilebilir ve bu aragtirma 1518
altinda hastalik ve zararhlara dayamkllik genleri bu aragtirma ile belirlenen yonteme
gore bitkiye aktanlarak testlenebilir. Transgenik oldugu kamitlanan bitkiler tarla
kosullarina aktanlarak tohumlan alimp bu tohumlardan tekrar bitki yetigtirilerek bu
bitkilerde aktanlan genlerin diger nesillere de aktanldigim belirlemek igin tekrar test
edilebilinir.
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OZGECMIS

1978 wilinda Mersin’nin Mut ilgesinde dogdum. Ilk, orta ve lise egitimimi
Mut’ta tamamladm. 1995 yihinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimiinii kazandim ve 1999 yilinda birincilik derecesiyle mezun oldum.
Aym yil Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Anabilim Dah tarafindan agilan
yiiksek lisans smavina girerek Bitki Koruma Boliminin Fitopatoloji Anabilim Dah
Biyoteknoloji Laboratuvarninda yiiksek lisans yapmaya hak kazandim.
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EKLER

Ek 1. Bakteri kiltirlerinde kullanilan antibiyotikler, bu antibiyotiklerin
¢Oziildiigii maddeler, stok soliisyonlar ve kullanma konsantrasyonlar.

Kullanilan Coziicii Stok Soliisyon Kullamilan Konsantrasyon
Antibiyotikler Madde (mg/ml) (ng/ml)
Kloramfenikol Metanol 20 20
Tetrasiklin Metanol 10 10
Kanamisin H20 10 25-50
Streptomisin H20 200 100-200
Rifampisin Metanol 10 50
Sefoksim H20 25 250
Vankomisin H20 25 250
Sefotaksim H20 25 250

Ek 2. Agrobacterium tumefaciens’ in geligtirilmesinde kullamlan kati YEP ortami
(pH 7.0 olmal1)

Kimyasallar Miktarian (gr/l)
NaCl (Merck) 5
Yeast Ekstrakt (Difco) 5
Triptone (Difco) 10
Agar (Difco) 15
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Ek 3. Hiyar ve tiitiin bitki parcalanmin kiiltiire ahndifn MS (Murashige ve
Skoog, 1962) ortam igerigi

Kimyasallar Miktarlan (mg/l)
Inorganik Maddeler
NHNO; 1650
KNO; 1900
CaCl.2H,0 440
MgS04.7H;0 370
KH,PO, 170
Kl 0,83
H;BO; 6,2
MnS0,.4H,0 223
ZnS04.TH,0O 8,6
Na;Mo004.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoClL.6H;O 0,025
FeS04.7H,0 27.8
Na; EDTA..2H,0 37,3
Organik Maddeler
Myoinositol 100
Nikotinik asit 0,5
Piridoksin HCI 0,5
Thiamin HCI1 0,1
Glisin 2
Sakkoroz %3
Phytogel % 0,2
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Ek 4. Histokimyasal GUS analizinde kulamlan X-Gluk analiz bafin (X-Gluc)

Kimyasallar Miktarlan
5-Brom-4-klor-3-indolil-B-D-
glukuronid 1 mM
NaHPO4 100mM pH 7.0
Triton X-100 % 0.1
K + ferriksiyanit 4 mM
Kloramfenikol 100 pg/ml

Ek 5. Histokimyasal GUS anlizinde kullanilan sodyum fosfat buffer (pH 7.0

olmahdir).
Kimyasallar Miktarian
NaH,P0,.2H,0 (A) 0.05M
Na,HPO,4.12H,0 (B) 0.05M

005 M konsantrasyonunda hazirlanan A solisyonundan 39 mi, B
soliisyonundan 61 ml alinarak kangtinldiginda elde edilen solisyonun pH’si 7.0 olur.
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Ek 6: Asetosiringon (As) hazirlanmas:

Asetosiringon Kullanilan Miktarlar
Asetosiringon 10 ml
Dimetil sulfoksit (DMSO) veya
EtOH 0.5 ml
ddH,0 95ml
Soliisyon filtre ile steril edilir.

Transformasyon Denemelerinde Kullamilan Ortamlar ve Stoklar

Ek 7: Tutiin transformasyon ortami

Kimyasallar Kullanilan Miktarlan
10 ml

MS makro elementleri

MS mikro elementleri 10 ml

Sakkaroz % 3

BAP 2 mg/l

NAA 0.5 mg/l

Asetosiringone 20 mg/l

MES 500 mg/l

Agar %0.3
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Ek 8: Hiyar bitki eksplantlarinin trasformasyon ortamm

Kullamlan Kimyasaliar Kullamlan Miktarlan
MS ortam 10 ml
Zeatin 2mg/lz
Asetosiringon 20 mg/l
MES 500 mg/l
Sakkaroz % 3
Phytogel % 0.2

Ek 9: Molekiler Biyoloji Testlerinde Kullanilan Ortamlar Ve Stok Soliisyonlarimn
Icerikleri

TE Bafir
Tris-HCI (10mM) 1.21 gr
Na,-EDTA (1 mM) 037 gr
ddH,0 1000 ml

HCI asit ile pH 8.0’a ayarlandiktan sonra ddH,O ile toplam hacim 1000 ml’ye
tamamlamir ve otoklav edilir.

1M Tris-HCI ph 8.0
Trisma-Base 60.6
ddH,O 500 ml

300 ml ddH,O igerisinde Tris ¢ozilir HCI ile pH 8.00’a ayarlandiktan sonra
toplam hacim ddH,O ile 500 ml’ye ayarlanarak otoklav edilir.
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5 M NaCl

NaCl 2922 gr
ddH,0 100 mi
Otoklav ile steril edilir.
0.5 M Na,-EDTA pH 8.0
Na,-EDTA 93 gr
ddH,0 500 ml

400 ml ddH,0’da Na,-EDTA NaOH ile pH’si ayarlandiktan sonra toplam
hacim ddH;O ile 500 m!l’ye tamamlanir ve otoklav edilir.

Rnaz (10mg/l ml stok)
Rnaz A (Sigma) 10 mg
ddH,0 1 ml

15 dakika steril bidestile su igerisinde kaynatilir ve —20 °C’de saklanir.

5XTris Borik Asit Bafir: (TBE)
Trizma 54 gr
Borik asit 275gr
0.5 M Na-EDTA 20 ml

ddH,0 ile toplam hacim 1000 ml’ye tamamlamir ve otoklav edilir.
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Etidyumbromid (EtBr) (0.8 pg/ml)

Etidyumbromid 4ul
ddH,0 50 ml
PZR Reaksiyon Kanisimm

KCI 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
MgClI, 25mM

Her bir ANTP(dATP, dGTP, 200 uM
dCTP ve dTTP)’dan

Her primer igin 1uM

Taq polimeraz 1 Unit
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