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ONSOz
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Tiitiin ve Patateste Agrobacterium rhizogenes ile Transformasyon
Bu ¢alismada, Nicotiana tabacum Samsun NN ve Solanum tuberosum Yayla

kizi varyeteleri yabani tip Agrobacterium rhizogenes 8196 ile transforme edildi ve
transformasyon Southern blot hibridizasyonu ile kanitiandi.

ABSTRACT
Transformation of Tobacco and Potato by Agrobacterium rhizogenes
In this study, Nicotiana tabacum Samsun NN and Solanum tuberosum Yayla

kizi varieties were transformed by wild type Agrobacterium rhizogenes 8196 and
transformation was confirmed by Southern blot hibridization.



I. GIRIiS$

Bitkilerin rekombinant proteinlerin, yeni karbonhidratlarin veya
lipidlerin dretimi i¢cin kullaniimalari son yillardaki en dnemli arastirma
konularindan biridir. Diinyadaki en ucuz protein kaynaklarindan olan
bitkilerden bu yetenekieri nedeniyle besin endistrisinin yanisira
cesitli farmakolojik drinlerin eldesi i¢in de yararlanilabilmektedir
(MOLONEY, 1995). Ornedin insan serum albumin geni (HSA) transgen
teknolojisi ile patatese aktariimig 12 kg HSA/hektar verim elde
edilmistir (SIUJMONS ve ark., 1990). Molekiler biyo-iretim olarak
tanimlanan bu alan bitki biyoteknolojisinde bitki 1slahi ve sekonder
metabolit Gretimlerinden sonra sinirsiz yeni ufuklar agmistir.

Patates (Solanum tuberosum), nigastali yumrulari igin yetigtirilen
dinyanin en 6énemli bitkisel besin kaynaklarindan biridir. Anayurdu
Giiney Amerika’'daki And Daglari olup 16. ylzyilda Avrupa’'ya
getirilmistir. 18. ylzyildan itibaren pek ¢ok llkede ana besin kaynadi
olarak ekmegdin yerini aimistir. Yurdumuzda da yuzyildan fazla bir
zamandan beri yetistirilmektedir. Guniimuzde basta gelen patates
ureticileri; Bagimsiz Devletler Topluiugu, Almanya, Fransa, ingiltere,
Hollanda, lIrlanda, Ispanya ve Tirkiye'dir. Bol miktarda nisastanin
yanisira kalsiyum ve C vitamini iceren patates, insan besini oldugu
gibi hayvan yemi olarak da kullanihir. Solanin adi verilen alkaloidin,
nisasta, glukoz ve alkol eldesinde de hammadde olarak patatesten
yararlanilir. Patates bazi viruslerin (patates X ve Y virasi)
bakterilerin (Erwinia carotovora, Pseudomonas solanacearum) ve
mantarlarin (Rhizoctonia solani, Alternaria solani) neden olduklari
hastaliklara kargi ¢ok duyarlidir (DESTAFANO-BELTRAN ve ark.,
1990). Cesitli zararlilardan (Heliothis sp., Spodoptera sp.) da blylk
Olgcide etkilenir (PEFERON ve ark., 1990).



Keyif verici yapraklart igin yetistirilen, ekonomik degere sahip
olan tiatindn (Nicotiana tabacum) anayurdu ise Orta ve Giney
Amerika’'dir. 16. ylazyilda Avrupa’ya getirilen titin, 6nceleri sis bitkisi
olarak daha sonralari gifa bitkisi olarak kullaniimigtir. 17. ylzyildan
beri tatin ziraati yurdumuzda da yapilmaktadir. Ginimizde basgta
gelen titan ureticileri; Cin, ABD, Hindistan, Brezilya, ltalya, Tirkiye
ve Yunanistan’'dir. Cesitli iklim ve toprak sgartlarina kolayca uyum
saglayabilen tatin bitkisi, tasidig:i nikotin ve nornikotin adi verilen
alkaloidlerinden dolayl hemen hemen her (lkede yetistiriimektedir.

In vitro kosullarda, steril sentetik besiyerlerinde bitki pargalarinin
(hiicre, doku veya organ) kultirlemesinin yapilabilmesi; doku
kiltara sistemlerinin kurulmasi; bircok bitkinin kisa sirede ve fazla
miktarlarda Uretilebilmelerini mimkin hale getirmigtir (MURASHIGE
ve SKOOG, 1962).

Modern doku kuoitiarid ve gen transferi ydntemierinin patatese
uygulanmas:i ile ustin 6zellikteki bitkiler kisa zamanda
secilebilmektedir (LAWSON ve ark., 1990). Ancak, kullanilan bitki
genotipi, doku kitiri ve gen transferi yéntemlerinin uygulanmasinda
sinirlayict olmaktadir (HIGGINS ve ark., 1992; BAYROVIC ve ark.,
1995). Tuber olugsumu sirecinin gelisimsel olarak kontrol edilebilmesi
patates bitkisinin doku kultari sistemlerinde kullaniiabilmesinde
olumlu bir 6zellik kazandirirken rejenerasyon siresinin uzun olmasi
bu bitki igin olumsuz bir &ézelliktir (OOMS ve ark., 1985). Kiltarid
yapllan patates bitkisine, hastalik ve zararlilara kargi dayanikhlik gibi
6zelliklerin kazandirilmas: biylik &6nem tasimaktadir. Bu amagla
yapilan caligmalar iginde virislere direngli bitkilerin elde edilmesi
verim ve kaliteyi korumak ag¢isindan énemlidir (TIMMERMAN, 1991).

Tutdn bitkisi ekonomik &éneminin yanisira doku kdltari ve
molekiiler diizeydeki ¢aligmalarda da yaygin olarak kullaniimaktadir.
Tatunden alinan eksplantlar kiltir kogullarinda kolayca rejenere olma
yetenedindedirler. Ornedin, yapraktan alinan somatik hiicreler uygun
doku kultird kosullari saglandiginda 1-2 hafta icerisinde rejenere



olarak yeni bitkiler olusturabilmektedirler. Benzer sekilde, titin
yapraklarindan izole edilen protoplastlar da (hicre duvarlari
kaldiriimig hicreler) yiksek oranda yeni bir bitki olugturma
yetenegindedirler. Tatinin gen transferi yontemlerinde basgarih bir
sekilde kullaniimasi, bu bitkiyi molekiler biyoloji caligmalari igin
model organizma haline getirmistir (HORSCH ve ark., 1985;
GOZUKIRMIZI ve ark., 1995).

Bitkilerde gen transferi ¢aligsmalarinda kullanilan Agrobacterium
turleri patojenik 6zellige sahip olan toprak bakterilerindendir. 330’un
Uzerinde dikotiledon bitkiyi yara bdélgesinden infekte ederek diizensiz
doku gelisimine neden olurlar. Bitkilerin ©6nemli bir kisminin
Agrobacterium ile transforme edilebilmesinin genetik mihendisligi
agisindan 6nemi, bu bakterinin kendi plazmit DNA’sinin bir kismini
konak bitki hicrelerine dogal olarak aktarabilmesidir (MURRAY,
1993). Ancak, bitkilerde ortaya c¢ikan transformasyon frekansiari,
kullanilan bitki tdarine, bakteri susuna ve yoénteme gére farklihik
gbstermektedir. Agrobacterium ile monokotillere gen transferi, bu
bakterinin monokotil bitki hiicre duvarina baglanamamasi, T-DNA
promotérlerinin disik dizeyde aktivite gbéstermesi, vir genlerinin
yeterince c¢alismamasi ve monokotillerin degisik oksin/sitokinin
dengesine sahip olmalarindan dolayi, dikotiledonlardakine gére daha
disik dizeyde basarilabilmektedir (AN ve ark., 1985).

Degisik Agrobacterium turleri (A. tumefaciens, A. rhizogenes,
A. rubi, A. radiobacter) farkli bitkilere gen transferi galigmalarinda
kullanilmaktadirlar. A. tumefaciens’e ait plazmit DNA’sinin bitki
genomuna girisinin saptanmasi bitki ile patojenik bakteri arasindaki
iliskinin ortaya konulmasini saglamistir (KERR ve BRISBANE, 1983;
KLEE ve ark., 1987). Bu plazmit DNA’s| bitkilerde timér olugsumunu
tesvik ettigi icin T; (tumor inducing) plazmit olarak tanimlanmakta ve
tag tumér (crown gall) adi verilen farklilagmamis hiicre
topluluklarinin meydana gelmesine neden olmaktadir. Daha sonraki
yillarda yapilan galigmalarda A. rhizogenes tirinin tasidig: plazmitin



ise sacgak kok (hairy root) olusumunu tesvik ettigi belirlenmis ve bu
6zelliginden dolay! R; (root inducing) plazmit olarak isimlendirilmigtir
(SIMPSON ve ark., 1986).

Her iki organizma arasinda biylak benzerlikler olmasina ragmen
A. tumefaciens tarafindan olugturulan infeksiyonun molekiler dizeyi,
A. rhizogenes’inkinden daha iyi anlagiimistir (WEBB ve MORRIS,
1992). Her iki Agrobacterium tiuriine ait plazmitlerin bitki genomuna
giren kisimlari T-DNA (transfer olan DNA) bdigeleridir (GRANT ve
ark., 1991). 14-42 baz ¢ifti uzunlugundaki T-DNA her iki ucunda
transformasyon igin gerekli olan 25 baz ¢iftlik tekrar bdlgeleri igerir
(MELCHERS ve HOOYKAAS, 1987). R; plazmidi {zerinde bulunan
diger bir bolge ise, T-DNA’nin kesilerek bitki hiicresine transferinde
rol oynayan enzimleri gifreleyen vir genlerini tasir. ‘

R; plazmidinin T-DNA béigesi TL ve TR olmak lzere iki pargadan
meydana gelir. Her iki segmentin bitki genomuna girisi stabildir. TR
bélgesi oksin ve opin tarevierinden olan agropin biyosentezi ile
iligkilidir. TL bélgesi ise, sagak kdk fenotipinin ortaya ¢ikmasindan
sorumiu olan, ro/ A,B,C,D olarak adlandirilan 4 gen Ilokusunu
tagimaktadir (WHITE ve ark., 1985; SPENA ve ark., 1987; CAPONE
ve ark., 1989; TEPFER, 1983; TEMPE ve CASSE-DELBORT, 1989;
GELVIN, 1990).

Opin adi verilen nadir amino asitler Agrobacterium tarlerinin
karbon ve azot kaynagidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda 3 farklh
opin tipi olan agropin, mannopin ve kukumopin ile ilgili R;
plazmitleri belirlenmistir. A. rhizogenes’in sadece agropin tipinin
A. tumefaciens’te tanimlanmis olan oksin biyosentezinden sorumliu
aux 1 ve 2 (tms) genlieri ile homoioji ve komplemantasyon gésterdigi
saptanmigtir (WHITE ve ark., 1985; COSTANTINO ve ark., 1980).

Ri plazmiti ile transforme edilen koéklerin gelisimi normal bitki
buyUmesine oranla daha yiiksektir. Bu nedenle, giinimizde genis bir
sekonder drin grubu (gesitli alkaloidler, naftakinonlar, steroidler,
protein yapisinda olmayan amino asitler, allelokimyasal bilesenier,
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terpenoidler, flavonoidler vb.) kék kdilturlerinde sentezlenebilmektedir
(PHILLIPSON, 1990).

Transforme kok kiltdrierinin gelisimindeki baglica hedefler;
(1) A. rhizogenes araciligiyla genetik manipulasyonu yapilacak konak
organizma sinirini genigletmek, (2) cesitli yontemler ile ireme oranini
yikseltmek, (3) biyosentez yollarinda ig g6éren anahtar enzimleri
kodlayan genlerin anlatimi yoluyla Grin birikimini arttirmak ve
(4) bitkileri biyo-fabrikalar olarak kullanmaktir.

A. rhizogenes’in bitkilere gen transferinde kullanilabilmesi igin
bitki ve bakteri diizeyinde bazi faktédrlerin optimizasyonu gereklidir.
Canki ayni bakterinin degisik suslarinin, bir bitki taranian farki
varyetelerini infekte edebilme yetenekleri farkhdir. Ayni zamanda,
doku kaltari ortaminin bilegimi, kaltdrlerin tutuldugu ortamin fiziksel
kogullari (sicaklik, 1s1k, nem vb.) da bitki rejenerasyonunu ve gen
transferinin bagarisini etkilemektedir (HORSCH ve ark., 1985).

Son yillarda antikor mihendisligindeki geligmeler ile, sentetik tek
iplikli antijen baglayan degisken pargali proteinler (scFv=Single chain
fragment variable) olusturulabilmektedir. scFv molekulleri,
imminglobulin molekilinin degisken kisimlarinin (V. ve Vy) bir
peptid képri ile birbirine bagli oldugu tek iplikli polipeptidierdir
(WHITLOW ve FILUPA 1991; OWEN ve ark., 1992a). scFv
teknolojisinin birgok uygulamasi arasinda scFv genlerinin bitki
dokularindaki ekspresyonu; tarimsal biyoteknoloji ve bitki koruma
amaglart agisindan biyik &énem tasimaktadir. Patojenitenin
engellenmesi igin antiviral scFv’lerin olusturulmasi, bitki koruma
alanindaki en modern uygulamalardandir (OWEN ve ark., 1992b;
TAVLODORAKI ve ark., 1993).

Bu caligmada; tureviendigi antikor molekild ile ayni affinitede
antijen baglama kapasitesine sahip, sentetik, tek zincirli ve antikor
molekiliniin sadece degisken bélgelerini igeren, scFv genlerinin fazla
miktarda Uretimini saglayacak, biyo-fabrikalar kurmak amacina
yOnelik bir 6n calisma olarak A. rhizogenes 8196 yabani susu R;
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plazmiti ile yurdumuzda yaygin bigimde ekimi yapilan Nicotiana
tabacum L. cv. Samsun NN ve Solanum tuberosum L. cv. Yayla kizt
bitkilerinde gen transfer sistemlerinin optimizasyonu amagiandi.



II. MATERYAL ve METOD
iI1.1. Bitki ve Bakteri Materyali

Bu caligsmada kullanilan Solanum tuberosum L. cv. Yayla kizi,
Zirai Arastirma Enstitisi Bornova-lzmir'den, Nicotiana tabacum L.
cv. Samsun NN ise Tekel Arastirma Enstitisii Cevizli-lstanbul’dan
saglandi. Her iki bitki varyetesi de Agrobacterium rhizogenes 8196
yabani bakteri susu ile transforme edildi.

I1.2. Bakteri Uretimi

A. rhizogenes’in 8196 mannopin tip R; plazmitini iceren yabani
susunun; Luria-Broth (LB) sivi besiyerinde (Tablo 1), 37°C’de 600
devir/dakika’daki calkalayici inkiibatoér icerisinde bir gecelik kiltarleri

yapildi.

Tablo 1. A. rhizogenes 8196 bakteri susunun daretiminde
kullanilan Luria-Broth (LB) stvi besiyeri.

Maddeler Miktarlar (g/l)

Bactotrypton 10
Yeast extract 5
NaCl 10 pH 7.0




11.3. Bitki Doku Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Doku kiltarleri; patates bitkisinde tuber diski, titiinde ise direkt
steril ortamda yetistirilen tohumlardan gelisen bitkiciklerin internod ve
sera kosullarinda yetistirilmis bitkilerin yaprak disk eksplantlar:
kullanilarak kuruldu.

i1.3.1. Tiitiin Doku Kiiltiiriiniin Kurulmasi

Tatinde doku kiltirlerinin kurulmasi1 amaciyla, titin tohumlar: ve
serada yetistirilmis olan bitkiciklerin yapraklarindan yararlaniidi.

11.3.1.1. Tutin Tohumlari Kullanilarak Doku Kiltirinin
Kurulmas:

Tatan tohumlarn yilizey sterilizasyonu igin, %70 etanolde 5 dakika
tutulduktan sonra %1 sodyum hipoklorid solusyonunda 20 dakika
birakildilar. Siire sonunda tohumlar en az 2 saat steril destile su ile
yikanarak hormonsuz Murashige ve Skoog (MS) (MURASHIGE ve
SKOOG, 1962) (Tablo 2). 25°C’deki kontrollu bitki buyiitme kabininde
16 saat 150k / 8 saat karanlik periyodunda tutularak ¢imlenen bu
tohumlardan alinan bitkicikler, 4 haftada bir alt kiltirleme yapiimak
suretiyle hormonsuz MS besiyerierinde c¢ogaltilarak doku kultirleri
kuruldu.

11.3.1.2. Serada Yetistirilen Tiutin Bitkilerinin Doku
Kiltiriniin Kuruimasi

Serada yetigtirilen tatin bitkilerinden eide edilen yaprakiarin
ylzey sterilizasyonu igin, %70 etanolde 5 dakika tutulduktan sonra %1
sodyum hipoklorid solusyonunda 20 dakika birakildilar. Siire sonunda
yapraklar en az 2 saat steril destile su ile yikandilar. Steril tatin
yaprakiarindan 0.5 cm c¢apinda yaprak diskleri g¢ikarildi ve titan
rejenerasyon besiyeri olan Naftalen Asetik Asit (NAA) ve Benzil Amino



Purin (BAP) hormonlarini igeren, MSD,4 olarak adlandirilan besiyerine
(Tablo 2) aktarildilar. Yaklagik 20-25 giin sonra yaprak disklerinden
gelisen bitkiciklerin, 16 saat 1§tk / 8 saat karanlik periyodunda
25°C’deki kontrollu bitki buyutme kabininde 4 haftada bir alt
kalturlemeleri yapilarak doku kiltarleri kuruldu.

11.3.2. Patates Doku Kiltiiriiniin Kurulmasi

Patates tuberleri ylzey sterilizasyonu amaciyla kabuklari
soyulduktan sonra %70 etanolde 5 dakika tutulup ardindan %1’lik
sodyum hipoklorit solusyonunda 20 dakika birakilan ve en az 2 saat
steril destile su ile yikanan tuberierden 0.5 cm ¢apinda kesilen diskler
Zeatin Ribosid (ZR) ve Indol Asetik Asit (IAA) iceren MS (Tablo 2)
besiyerine aktarilarak doku kultari baslatildi. Yaklagik bir ay sonunda
steril patates diskleri Uzerinde geligsen bitkicikler kesilerek mikro
codaltim ile ¢ok sayida bitkicik elde edildi. Bu kiltirler 25°C’deki
kontrollu bitki blyitme kabininde 16 saat i1sitk / 8 saat karanhk
periyodunda tutuldular. Alt kiltiariemeler 4 haftada bir yapiidi.

Il.4. A. rhizogenes ile Inokiilasyon ve Inkiibasyon
Calismalari

Tatan ve patateste transformasyonun gergeklestiriimesi igin
kullanilan bitki pargalari A. rhizogenes ile inokiile edildiler.

11.4.1. Tutun Yaprak Diskleri ve Patates Tuber Disklerinde
Inokiilasyon

Steril titin yaprak ve patates tuber diskleri (yaklagik 45-50
adet), Aesoo= 0.1, 0.2 ve 0.4 olacak sekilde sivi LB besiyeri ile
sulandirilmig, bir gecelik taze A. rhizogenes 8196 solusyonunda 15’er
dakika tutularak inokille edildiler. Tuber ve yaprak diskleri daha sonra
hormonsuz MS besiyerinde 2 gin karanlik sgartlarda ko-kiltire
edildiler. Bu sure sonunda fazla miktarda dremis olan bakterileri



uzaklastirmak amaci ile tuber ve yaprak diskleri 500 mg/l Cefotaxime
(Cx) igeren steril destile suda 4-5 saat yikandilar. Diskler, daha sonra
degisik Cx konsantrasyoniarimi (250, 350, 500 ve 650 mg/l) iceren
MS+ 1 mg/l NAA besiyelerinde 16 saat 15tk / 8 saat karanhk
periyodunda, 25°C’deki kontrollu bitki biOyatme kabininde koék
olusturmak lzere tutuldu ve alt kiltirlemeler 4 haftada bir yapild:.
Istatistiksel analizler khi-kare testi ile yapildi.

11.4.2. Titiin ve Patates internod Eksplantiarinda inokiilasyon

Doku kiltirinde gelisen patates ve titin gdévdelerinin farkh
bélgelerinden alinan yaklastk 1-2 mm c¢apindaki internodlar,
Aeoo= 0.1, 0.2 ve 0.4 olacak sekilde sivi LB besiyeri ile sulandiriimisg,
bir gecelik taze A. rhizogenes 8196 solusyonunda 15 dakika tutularak
inokule edildiler. Bu internodlar 2 giin karanhk kosullarda hormonsuz
MS Dbesiyerinde tutuldular, bu sire sonunda, ortamda fazla
miktarda Uremig olan bakterileri uzaklagtirmak amaci ile 500 mg/l Cx
iceren destile suda 4-5 saat vyikandilar. Internodlar, farklii
konsantrasyoniardaki (250, 350, 500 ve 600 mg/l) Cx ve 1 mg/l NAA
iceren MS besiyerlerinde 16 saat 1s1k / 8 saat karanlik sartlardaki
kontrollu bitki biaylitme kabininde sagak kék olusturmak Gzere
tutuldular.

Her bir deney serisi igin bakteri inokiilasyonu yapilmaksizin
yetigtirilen kontrol kiltirleri ve inokule edilerek yetistirilen kaltarler
morfolojik olarak iziendiler ve transgenik kék olugsumu gdésteren
eksplantiar molekiier g¢aligmalar igin ayrildi. Istatistiksel analizier
khi-kare testi ile yapiidi.
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Tablo 2. Doku kiiltiri ¢aligmalarinda kullanilan besiyerleri.
1) Hormonsuz besiyeri, 2) Tatin yaprak diskierinde rejenerasyon
besiyeri, 3) Tuber disklerinde rejenerasyon besiyeri.

(*: mg/l, **: g/l, #%xx: ml/l)
ICERIK 1 2 3

Amonyum Nitrat® 1650.0 1650.0 1650.0
Borik asit® 6.2 6.2 6.2
Kalsiyum Kilorit* 332.2 332.2 332.2
Kobalt klorite6H,0"* 0.025 0.025 0.025
Kuprik Siilfate5H,0" 0.025 0.025 0.025
Etilendiamintetraasetikasite2H,0" 37.26 37.26 37.26
Demir Sulfate7H,0" 27.8 27.8 27.8
Magnezyum Silfat” 180.7 180.7 180.7
Manganez Silfate1H,0° 16.9 16.9 16.9
Molibdik Asite2H,0" 0.25 0.25 0.25
Potasyum lyodid* 0.83 0.83 0.83
Potasyum Nitrat® 1900.0 1900.0 1900.0
Potasyum Fosfat® 170.0 170.0 170.0
Cinko Sﬁlfat-?HgO‘ 8.6 8.6 8.6
| Agar®” 11 11 11
Sukroz*” 30 30 30
Glisin*** 2.0 2.0 2.0
myo-inositol*** 100.0 100.0 100.0
Nikotinik Asit**" 0.5 0.5 0.5
PridoksineHCI*** 0.5 0.5 0.5
TiamineHCI*** 0.1 0.1 0.1
Benzil amino purin® 1.0
2,4-Diklorofenoksiasetikasit’

Gibberellik Asits*

indol Asetik Asit* 1.5
Naftalen Asetik Asit’ 0.1

Zeatin ribozid* 0.5
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11.5. Transformasyonun Molekiiler Diizeyde Analizi

Tatan ve patates Dbitkilerine A. rhizogenes ile yapilan
transformasyon, morfolojik gbézlemlerin yanisira molekiler dizeyde
genoma giren A. rhizogenes T-DNA’sinin Southern blot hibridizasyonu

ile de aragtiriidi.

11.5.1. Transforme Tiitiin ve Patates Bitkilerinde Geligsen
Sacak Koklerden DNA izolasyonu

Bitki DNA’si, WALBOT (1988) yéntemine gére izole edildi.
Transforme kékler, 1.5 ml'lik mikrotip igerisinde sivi azot ile
dondurulduktan sonra 6zel bir cam pipet ile toz haline getirildi. Daha
sonra 0.5 ml’lik ezme tamponu (Tablo 3) icerisinde bulamag olana dek
ezildi. Mikrotip buz igerisine 5 dakika oturtuldu. 4°C’de
5000 devir/dakika’da 5 dakika santrifijlendikten sonra sipernatant
atildi. Cokelti 0.3 ml sispansiyon tamponunda (Tablo 3) siispanse
edildi. Bu tiplere hiicre ¢eperi ve zarinin par¢calanmasi amaciyla 20 ul
%20 Sodyum Dodesil Silfat (w/v) (SDS) eklendi ve tip birkag kez
karigtirildi. 70°C’deki su banyosunda 15 dakika birakildi. Mikrotipe
proteinteri ¢éktirmek igin 150 pl 7.5M amonyum asetat eklendi.
30 dakika buz igerisinde bekletildikten sonra 15000 devir/dakika’da
5 dakika santrifijleme yapilarak amonyum silfat c¢oéktaralda.
Supernatant yeni mikrotibe alindi. Uzerine 0.7 ml izopropanol ekliendi
ve 15 dakika buz igerisinde birakildi. DNA 4°C’de 5 dakika 14000
devir/dakika’da santrifijleme ile ¢oktirildi. Sdpernatant atildi. Tip
icerisindeki ¢okelti kurutma kagidi Gzerinde kurutuldu. Cokelti 25 pl
Tris-EDTA (TE) tamponu (Tablo 3) igerisinde ¢oézlindlraldi. RNA’'nin
uzakiastiniimasi amaciyla 10 yl RNaz (10 mg/ml) ekienerek 37°C’deki
su banyosunda 15 dakika birakildi. Solusyona esgit hacimde
fenol-kloroform (kloroform:izoamilalkol 24:1) eklenerek 14000
devir/dakika’da 10 dakika santrifijleme ile proteinler ortamdan
uzaklastirildi. Ust faz yeni bir mikrotibe alindi. Solusyona tekrar esit
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hacimde fenol-kloroform ekiendi ve mikrotiip 14000 devir/dakika’da
10 dakika santrifijlendi. Ust faz yeni bir mikrotiibe alindi. Final
konsantrasyonu 0.3 M olacak gekilde 3 M sodyum asetat (pH 5.2)
eklendi. Iki hacim soduk etanol (%99.5) eklendi ve -70°C’deki derin
dondurucu igcerisinde 30 dakika tutuldu. Tapler 15000 devir/dakika’da
10 dakika santrifijlendi. Ust sivi atildi ve ¢ékelti 1 ml %70’lik sofuk
etil alkol ile yikanarak 15000 devir/dakika’'da santrifijleme yapildi.
Ust sivi atiidiktan sonra pellet kurutuldu ve 25 ui TE tamponunda
¢6zundurdldi.

Tablo 3. Genomik DNA lzolasyonunda Kullanilan Solusyonlar.

Tamponun [smi Icerigi Miktarlar

Ezme Tamponu Sukroz %15
Tris-HCI, pH 8.0 50 mM
EDTA 50 mM
NacCl 250 mM

Sispansiyon Tamponu Tris-HCI, pH 8.0 20 mM
EDTA 10 mM

Tris-EDTA Tamponu Tris-HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA 1mM

11.5.2. Plazmit izolasyonu

Bakterilerden plazmit izolasyonu BIRNBOIM ve DOLY (1979)
yontemine go6re yapildi. A. rhizogenes 8196 susu, LB besiyerinde
27°C’deki calkalayici inkibatdérde dretildi. Mikrotipler igerisine
bakteri solusyonunun 1.5 mi’si kondu. Hicrelerin toplanmas! amaciyla
12000 devir/dakika’da 2 dakika santrifijleme yapildi ve siipernatant
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atildi. Hicrelerin Gizerine geperlerinin parcalanmas! amaciyla 100 pi
lizis solusyonu (Tablo 4) ilave edildi (Lizis solusyonu lizozimsiz
hazirlandi ve kullanimdan hemen 6nce bu solusyona lizozim eklendi.)
ve 5 dakika buz iginde bekletildi. Mikrotibe 200 pl alkalin-SDS
solusyonu (Tablo 4) eklendi ve siispansiyon berrakiagincaya kadar
hafifce karigtirildi. Proteinleri ¢oktirmek igin tiiplere 150 pl 3 M
sodyum asetat (pH 4.8) eklenerek 10 dakika buzda bekletildi. 12000
devir/dakika’da 10 dakika santrifijleme yapildi. Sdpernatant yeni
mikrotibe alindi. DNA’yr ¢Oktirmek amaciyla 1 ml soguk etanol
(%99.5) sipernatant dzerine eklendi ve karistinidi. 15 dakika
-70°C’deki derin dondurucuda bekletildikten sonra 12000
devir/dakika’da 10 dakika santrifijleme yapildi. Sipernatant atildi ve
pellet RNA'nin uzaklagtirilmas: amaciyla 1.2 uyg RNaz igeren 100 pl
TE tamponunda ¢o6zindirilda. Protein ekstraksiyonu igin 100 pl
fenol-kloroform eklendi ve 12000 devir/dakika’da 10 dakika
santrifijleme yapildi. Yeni mikrotiibe alinan Ust faza 10 pyl 2M sodyum
asetat (pH 5.6) eklendi. Uzerlerine 1 ml soduk etanol (%99.5) konarak
-70°C’deki derin dondurucuda 15 dakika tutuldu. Tupler 12000
devir/dakika’da santrifij edildi ve supernatant atildi. Gdékelti 2 defa
%70 soguk etanol ile yikandi. DNA, oda sicakliginda 15 dakika
tutularak kurutulduktan sonra 25 uyl TE tamponu igerisinde
¢bzundirilda. lzole edilen plazmit DNA’lar1 -20°C’de saklandi.
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Tablo 4. Plazmit |zolasyonunda Kullanilan Solusyonlar.

Solusyonun ismi icerdigi Maddeler Miktarlar

Lizis Solusyonu Tris-HCI, pH 8.0 25 mM
EDTA 10 mM
Glukoz 0.5 mM
Lizozim 1 mg/ml

Alkalin-SDS Solusyonu NaOH 0.2 M
SDS %1

11.5.3. Genomik DNA’larin ve Plazmit DNA’sinin Restriksiyon
Endonukleaziari ile Kesimi

Izole edilen genomik DNA ve plazmit DNA’sinin miktar tayinlerinin
yapilmasi icin, Tris-EDTA  tamponu kullanilarak 1/200’lak
sulandirimlarin UV-spektrofotometresinde (MiltonRoy, 601) 260 nm
dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine bakildi ve g¢ift zincirli DNA
molekillerinin konsantrasyonu asagidaki formial (MANIATIS ve ark.,
1989) kullanilarak hesaplandi.

DNA miktari= OD2gp X 50 x Seyreitme katsayisi
Genomik DNA’larin ve A.rhizogenes 8196 plazmit DNA’sinin
restriksiyon endonukleazlari ile kesimi igin kullanilan tampon ve

enzimler asagida Dbelirtilen oranlarda mikrotiplerde biraraya
getirildiler:
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Genomik DNA 10 ul (5 ng) Plazmit DNA’s1 10 ul (5 ng)

Enzim tamponu 2 pl Enzim tamponu 2 ul
EcoR |* 1 ul (10 U) EcoR I* 1 pl (10 V)
Hind Hx=* 1 pl (10 U) Hind Hisex 1 ul (10 U)
Steril destile su 6 ul Steril destile su 6 pl
Toplam hacim 20 pl Toplam hacim 20 pl

Bu tipler, 37°C’deki su banyosunda 3 saat boyunca tutularak
restriksiyon endonukleazlart ile kesim yapildi. (*EcoR |,
EC 3.1.23.13; *xHind Ill, EC 3.1.23.21)

11.5.4. Elektroforez

Restriksiyon endonukleaziari ile kesilen genomik DNA’lar ve
plazmit DNA’s1 %0.8’lik agaroz jel kullanilarak elektroforez ile analiz
edildi. 0.8 g agaroz tartilip 100 ml 1xTris-Borat tamponunda (Tablo 5)
eritildi. 5 ul etidyum bromid (10 mg/ml) ilaveli jel elektroforez tankina
alindi. Kesilmig olan bitki DNA 6rneklerinin tamam: (20 pl), plazmit
DNA’larinin ise 15 plI'si 3 ul yikileme tamponu 6x (Tablo 5) ile
karigtirilarak jeldeki ceplere yuklendi. Markir DNA 6rnegi olarak Pst |
enzimi ile kesilmis A DNA’s1 kullaniidi. Ornekler jelde 2 saat
suresince sabit 65 Volt'ta yaratalda.
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Tablo 5. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponiar.

Tampon ismi Icerigi Miktarlar

Tris-Borat

Tamponu (5x) Tris bazi 90 mM
Borik asit 90 mM
EDTA, pH 8.2 2 mM

Elektroforez Yikleme

Tamponu (6x) Bromofenol mavisi % 0.25
Sukroz % 40 (w/v)

11.5.5. Southern Blot Hibridizasyonu

Transformasyonun molekiler diizeyde saptanabilmesi igin
Southern hibridizasyon yapildi.

11.5.5.1. Prob’un Hazirlanmas:i

izole edilen ve restriksiyon endonukleazlar: ile kesime ugratilan
A.rhizogenes 8196 plazmit DNA’s1 asagida oranlari verilen Random
Primed DNA Labeling Kit kullanihp y*?P ile isaretiendi.

DNA pargalari 2 ul (25 ng plazmit DNA’sina karstlik)
dATP, dGTP, dTTP 3 ul
Reaksiyon karigimi 2 ul

50 uCi [y*?P]1dCTP 2 pl

Steril destile su ile hacim 19 pl’ye tamamiandi ve 1 ul Klenow

enzimi ilavesi ile toplam hacim 20 ul olarak ayarland:.
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Prob olarak kullanilacak DNA pargalarinin isaretlenmesi
amaciyla, karisim 30 dakika 37°C’deki su banyosunda bekletildi ve bu
slire sonunda reaksiyon 2 ul 0.2 M EDTA eklenerek durduruldu.
Radyoaktif olarak isaretienmis problar -20°C’ye kaldirildi.

11.5.5.2 Elektroblot

Bitki genomik DNA’larini ve plazmit DNA’larini iceren agaroz jel
bir kiivet icersine konuldu. Jelin lizerini 6értecek kadar denatiirasyon
solusyonu (Tablo 6) eklenerek 20 dakika bekletildi. Sire sonunda,
kivet igerisindeki solusyon ortamdan uzaklastirildi. Agaroz jel,
Uzerine benzer sekilde 4xTris-Glasiyalasetikasit-EDTA (TAE) tamponu
(Tablo 6) eklenerek 15 dakika bu solusyonda tutuldu. Daha sonra
4xTAE tamponu atildi. Jel boyutlarinda kesilmis bir nitroselliloz kagt,
jel ile birlikte 1xTAE tamponu igerisinde 15 dakika bekletildi.

Nitroselliloz kagit agaroz jelin (zerine gelecek sekilde, i¢
ylizeyinde Whatman kagitlart bulunan ve iki pargadan olusan
elektroblot kasedi igerisine yerlestirildi. Kaset soguk odada bulunan
ve i¢i 1xTris-Borik asit-EDTA (TBE) (Tablo 6) ile dolu tank igersine
konularak 60 Volt'ta 4 saat bekletildi. Sire sonunda nitroselliloz
kagit UV 1sik altinda incelenerek agaroz jeldeki tum DNA pargalarinin
kagit Gzerine gecip gegmedidi gézlemlendikten sonra kagit UV 1sik
altinda kurutuldu.

11.5.5.3. Prehibridizasyon

Nitroselliloz kagit, agzi kapakli cam bir tip igersine alinip
dzerini ortecek sekilde hibridizasyon solusyonu eklendi. Cam tip
hibridizasyon etiivi igerisinde 2 saat siresince 65°C’de yikandi.
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11.5.5.4. Hibridizasyon

Prehibridizasyon iglemi bittikten sonra, DNA parcalarini tagsiyan
nitroselliloz kagit ayni sekilde adzi kapakli bir cam tip igersine alindi
ve lzerini 6rtecek sekilde 20 ul radyoaktif prob igeren hibridizasyon
solusyonu (Tablo 6) eklendi. 65°C'de 5 saat hibridizasyon
firrninda yikandiktan sonra nitroselliloz kagit 5 dakika sidresince
%5’lik sodyum klorir-sodyum hipofosfat-EDTA (SSPE) (Tablo 6)
solusyonunda bekletildi.

11.5.5.5. Otoradyografi

Nitroselliloz kagit jelatin ile her tarafi é6rtiillecek sekilde kapland.
Karanlik odada, igerisinde otoradyografi filmi bulunan - kasete
yerlestirildi ve 1gtk almamasi igcin kaset siyah bir zarf igerisine
konuldu. -70°C’de 3 gun bekletildikten sonra film banyo edildi ve
bantlarin varligi arastiriid:.
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Tablo 6. Southern Blot Hibridizasyonunda Kullanitan Solusyonlar.

Solusyon ismi Icerigi Miktarlar pH
Denatirasyon NaOH 20 g
NaCl 87.65 ¢g
Denhart (x1) Ficoll 20 g
Polivinil prolidon 20 g
Bovin serum albumin 20 g
TAE (x50) Tris base 247 g
.Glasiyalasetikasit 57.1¢g
EDTA (0.5 M) 100 ml 8.0
SSPE (x20) NaCl 174 g
NaH2P0O4.H,0 27.6 g
EDTA (0.5 M) 100 mi 7.4
TBE (x5) Tris base 54 g
Borik asit 27.5 g
EDTA (0.5 M) 100 ml 8.3
Hibridizasyon SSPE (x20) 7.5 mi
solusyonu (30ml) Denhart (x50) 3 mi
SDS (%20) 0.75 mi
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HI.BULGULAR

l1.1. A. rhizogenes ile Transforme Bitkilerde Sagak Kok
Eldesi

A. rhizogenes ile inokiile edilen titiin ve patates bitkilerinde
transformasyonun morfolojik belirtisi olarak sacak kék gelisimi

gézlendi.

111.1.1. Titiin Yaprak Disklerinde ve Patates Tuber Disklerinde
Sacak Kok Olusumu

Kontrollu bitki biyiitme kabininde 16 saat i1g1k / 8 saat karanhk
sartlarda 25°C’deki 1 mg/l NAA iceren antibiyotikli MS besiyerindeki
patates tuber diskleri tizerinde yaklasik 15 giin sonra, titiin yaprak
disklerinde ise ayni besiyerinde yakiagik 10 gin sonra sagak koék
olusumiari gézienirken (Sekil 1) hormon igermeyen antibiyotikli MS
besiyerinde benzer sonuglar ancak 25-30 gin sonra elde edilebildi. En
yiksek oranda kék olugsumu tuber disklerinde %25 ve yaprak
disklerinde %55.6 ile 1 mg/l NAA igeren antibiyotikli MS besiyerlerinde
gézlendi (Tablo 7).
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Tablo 7. Nicotiana tabacum L. cv.

Samsun NN yaprak ve

Solanum tuberosum L. cv. Yayla kizi tuber disklerinde sagak kék

olusumu lGzerine NAA’in etkisi.

Besiyerleri Eksplant sayisi Sacak kbk tagiyan Frekans (%)
disk sayisi
Patates Titin Patates Tatdn  Patates Tatdn
MS8+500 mg/l Cx 48 45 4 10 8.3 22.2
MS+500 mg/lI Cx
+1 mg/l NAA 48 45 15+ 25« 25 55.6

* Patates tuber disklerinde 1 mg/l NAA iceren MS besiyerinde

sacak kék olugsumu anlamhdir (P< 0.05). ** Thtin yaprak disklerinde

1 mg/l NAA igeren MS besiyerinde sagak kdék olusumu anlamhdir

(P< 0.05).



Sekil 1. MS+500 mg/l Cx+1 mg/l NAA besiyerindeki 15 gunluk
a) Tatun yaprak disklerinde ve b) Patates tuber disklerinde gézlenen
sacak kok olusumlari.
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11.1.2. Titin  ve Patates internodlarinda Sacak Kok
Olusumu

Tatin ve patates gdvdelerinin apikal uglarina yakin bélgelerden
alinmis internodlarda, 16 saat 1s1k/8 saat karanlik periyodunda
25°C’deki kontrollu bitki biyitme kabininde 1 mg/l NAA iceren ve
icermeyen antibiyotikli MS besiyerlerinde yaklasik 10-15 gin
icerisinde sacak kék olusumlari gézlendi (Sekil 2). Tutin ve patates
internodlarinda sagak koék olusum sdurelerinin bayuk farkhliklar
gostermedigi belirlendi. Bunun yani sira, NAA igceren antibiyotikli MS
besiyerinde sagak kdék olusum frekanslari patates igin %20, tatin igin
ise %42 olarak saptandi (Tablo 8).

Tablo 8. Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN ve Solanum
tuberosum L. cv. Yayla kizi internodlarinda sagak koék olusumu
tuzerine NAA’in etkisi.

Besiyerleri Eksplant sayisi Sagak kok tasiyan Frekans (%)
disk sayisi
Patates Tatin Patates Tatan Patates Tatan
MS+500 mg/l Cx 25 25 3 4 12 28
MS+500 mg/l Cx
+1 mg/l NAA 25 25 15+ 16%= 20 42

* Patates internodlarinda 1 mg/l NAA igceren MS besiyerinde
sagak kok olusumlari anlamhidir (P< 0.05). ** Tutun internodlarinda
1 mg/l NAA igceren MS besiyerinde sagak kdk olugsumlari anlamhidir
(P< 0.05).
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Sekil 2. MS+500 mg/l Cx+1mg/l NAA iceren besiyerinde 15
gunlik (a) tatin ve (b) patates internodlarinda sagak kék olusumlari.
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111.2.inokiilasyon Sirasinda Bakteri Yogunlugunun
Transformasyona Etkisi

Bakteri yogunlugunun transformasyona etkisini belirlemek
amaciyla tatin yaprak ve patates tuber diskleri 600 nm dalga boyunda
farkli absorbans (0.1, 0.2 ve 0.4) degerlerindeki bakteri solusyonlari
ile inokile edildiler. Transformasyonun Agoo=0.2 oldugu durumda,
tutin yaprak disklerinde %65, patates tuber disklerinde ise %32.5 ile
en yuksek degerlere ulasildigi belirlendi. Bu absorbansin altindaki 0.1
ve Ustindeki 0.4 dederlerinde ise transformasyon frekansinin dustigu

goézlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Bakteri konsantrasyonun transformasyona etkisi.-

Absorbans inokiile edilen tuber Sagak kok tagiyan Frekans (%)
degerleri (Asoo) sayisi disk sayisi
Patates Tatan Patates Tatin Patates Tatan
0.1 40 40 4 10 10 25
0.2 40 40 15« 26+= 32.5 65
0.4 40 40 2 5 2.5 7-5

* Patates tuber disklerinde A600=0.2 bakteri yodunlugunda
meydana gelen sacak kék olusumlari anlamhdir (P< 0.05). #* Titin
yaprak disklerinde A600=0.2 bakteri yogunlugunda meydana gelen

sacak kék olugsumlari anlamhdir (P< 0.05).

11.3. Bakteri Uremesinin Durdurulmasi icin Kullanilan
Antibiyotik Miktarinin Transformasyona Etkisi

Ko-kiltivasyondan sonra ortamda fazla miktarda wremis olan
bakterilerin uzaklastiriimasi amaciyla Cefotaxime antibiyotidinin
cesitli konsantrasyonlari (250, 350, 500, 650 mg/l) denendi.
500 mg/I'nin altindaki antibiyotik degerlerinde (250, 350 mg/l) bakteri
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uremesi durdurulamadig icin transformasyon caligmalari
gerceklestirilemedi. Konsantrasyonun 600 mg/l'ye ylkseltildigi
durumda ise antibiyotigin eksplantiar tzerinde toksik etki gdsterdigi
belirlendi. Fazla miktarda dremis bakterilerin ortamdan kolayca
uzaklastirilabildigi 500 mg/l antibiyotik degerinde transformasyon
gerceklestirilebildi.

111.4. internod Boyutlarinin Transformasyon Basarisina Etkisi

Tutin ve patateste apikal boélgelerden alinan ve vyaklasik
1-2 mm capindaki internodlarda transformasyon basarisinin yiksek
dizeyde oldugu saptandi. Bununla birlikte alt bdlgelere inildikge,
internod c¢apinin artmasi dolayisi ile bakteri ile bitki arasindaki
etkilesim yiizeyinin artmasina karsihk apikal bélgelere nazaran
transformasyon basarisinin azaldig: gézlendi.

111.5. Sagak Koklerden izole Edilen DNA’nin Jel Elektroforezi
ile Belirlenmesi

Tiatln yaprak ve patates tuber disklerinde olusan sacgak kéklerden
izole edilen genomik DNA ve A. rhizogenes 8196 susundan izole
edilen R; plazmiti, EcoR | ve Hind Ill endonukleazlari ile kesildi. Elde
edilen DNA pargalarinin %0.8’lik agaroz jele uygulanmasiyla elde
edilen bantlar UV 1s1k altinda incelendi (Sekil 3).
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Sekil 3. Hind Ill ve EcoR | restriksiyon enzimleri ile kesilmis bitki
genomik DNA’lari ve plazmit DNA’lari.1) Kontrol DNA, 2) A DNA,
3) Tatdn  bitkisinde transforme sacgak kéklere ait DNA,
4) A. rhizogenes 8196 susunun plazmit DNA’s1, 5) Patates bitkisinde
transforme sacgak koklere ait DNA.

111.6. Southern Blot Hibridizasyon ile Transformasyonun
Kanitlanmasi

Agaroz jel elektroforezinde belirlenen, A. rhizogenes 8196 yabani
susuna ait R; plazmitinin yaklasik 12 baz c¢iftlik T-DNA bélgesinin bitki
genomundaki varlhigi  Southern blot hibridizasyon sonuglarinin
otoradyografik olarak gézlenmesi ile kanitlandi (Sekil 4).
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Sekil 4. Southern hibridizasyonundan sonra otoradyografi
filminde 1) Kontrol DNA, 2) A DNA, 3) Tatun bitkisinde transforme
sacak koklere ait DNA, 4) A. rhizogenes 8196 susunun plazmit
DNA’s1, 5) Patates bitkisinde transforme sacak kéklere ait DNA.
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IV. TARTISMA ve SONUC

Bu galigsmada, Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN ve Solanum
tuberosum L. cv. Yayla kizi bitkilerine A. rhizogenes 8196 yabani
bakteri susunun R; plazmiti doku kiltarid kosullarinda aktarilarak
transforme sacak kokler elde edildii Sagak kék olusumunun
antibiyotikli MS besiyerine eklenen 1 mg/l NAA ile %100’Gn Uzerinde
artis gosterdigi izlendi. Benzer gekilde yapilan galismalarda gesitli
arastirict gruplari da farkhi bitki tdrlerinin A. rhizogenes ile
transformasyonunu gergekiestirmigslerdir ve sagak ko&ék olusturmak
amaciyla 1 mg/l NAA iceren MS besiyerlerini tercih etmislerdir
(OLIVER , 1986; BERCETCHE ve ark., 1987; KRSNIK-RASOL ve
JELASKA, 1991). Baz arasgtirici gruplari ise benzer caligmalarda
hormon icermeyen MS besiyerlerini kullanmiglardir (OOMS ve ark.,
1985; DAVEY ve ark., 1987; WEBB ve ark., 1990; OTANI ve ark.,
1993). Bu ¢aligmada hormonsuz besiyerinde olusan transforme sagak
koék orani dusuk olarak goziendi. Degisik bulgular, kullanilan bitki tard
ve A. rhizogenes susu farkliligi ile agiklanabilir.

Agrobacterium ile transformasyonu yapilacak olan Dbitki
parcalarinin ko-kultivasyondan sonra, fazla miktarda uUremis olan
bakterilerin ortamdan uzaklasgtiriilmasi amaciyla, gram negatif
bakteriler Gzerine etkili Cefotaxime (Cx), Carbenicillin ve Amfisilin
antibiyotikleri kullaniimaktadir (WEBB ve ark., 1990). Bu galigmada
patates ve titin bitki pargaciklari A. rhizogenes 8196 ile 2 gin
karanlik sartlarda ko-kultlire edildi. Bu sire sonunda ortamda fazla
dremis bakterilerin uzaklastiriimasi igin Cx antibiyotiginin degisik
konsantrastonlarini (250, 300, 500 ve 600 mg/l) iceren solusyonlar
kullanildi. En iyi sonug, 500 mg/i Cx igeren solusyonlar ile MS
besiyerinde alindi. DAVEY ve ark. (1987) da titin ve patates bitkileri
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ile yaptiklari bir galigma sirasinda ayni amagia 500 mg/l Cx iceren MS
besiyerini kullanmiglardir.

Calismanin inokilasyon asamasinda kullaniian Agrobacterium
yogunlugu, transformasyon basarisini direkt olarak etkilediginden
optimum bakteri yogunlugu spektrofotometrik 6igimlerie tayin edildi.
Bu amagla, 600 nm dalga boyundaki ¢ farkli absorbans degerini
(0.1, 0.2 ve 0.4) veren bakteri solusyonlari kullanildi. Absorbans
dederinin 0.1 oldugu durumda, ko-kiiltivasyon ortamdaki bakteri
yoguniugunun disik olmasi nedeniyle istenilen transformasyon
frekans! elde edilemedi. Absorbans degerinin 0.4 oldugu degerde ise
ko-kiltivasyon sirasinda ¢ok fazla bakteri (rediginden bunlar
ortamdan uzaklastirilamadi. Absorbans degerinin 0.2 oldugu durumda
ise transformasyon frekansinin yiksek oldugu saptandi ve
transformasyon c¢aligmalarinda bu dederi veren bakteri solusyonlari
kullanildi.

Tatin ve patateste Agrobacterium rhizogenes 8196 yabani susu
ile yapilan transformasyon galigmalari sonucunda, bu bakteriye ait R;
ptazmitinin sagak kék olusumundan sorumiu olan T-DNA bélgesinin
bitki genomuna girip girmedigi molekiiler diizeydeki analizierlie test
edildi. Bu amagla, titin ve patateste olugsan sagak kdklerden izole
edilen genomik DNA’larin EcoR | ve Hind Iil restriksiyon
endonukleazlar: ile kesimleri yapildi. Elektroforez analizi sonucunda,
T-DNA bélgesini tagidigi dasinilen DNA bantlari radyoaktif isaretli
problarin kullanildidi Southern blot hibridizasyonu ile kesin olarak
ispatiandi. DURAND-TARDIF ve ark. (1985) N. tabacum’da, OOMS ve
ark. (1985) S. tuberosum’'da, OWENS ve CIRESS (1985) Glycine
max’ta, OTANI ve ark. (1993) /pomoea batatas’da Ri plazmitine ait
T-DNA bélgesinin bitki genomuna girigini kesin kanitlamak igin
Southern blot hibridizasyonu kullanmiglardir.

A. rhizogenes ile bitki dokularinin transformasyonu, ticari
é6nemi olan metabolitleri {reten genig organizma gruplarina
uygulanabilmektedir. Ginlimizde ¢ok genig bir sekonder Grin grubu
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bitki kéklerinde sentezlenebilmektedir. Bu tip kéklerde cesitli alkaloid
tiplerine ilaveten, naftakinonlar, steroidler, tiofenler gibi diger
sekonder bilegikler de sentez edilebilmektedir. Transforme kdék
kulturleri genetik ve biyokimyasal ag¢idan son derece dengeli
yapilardir. Sekonder Granlerin Oretimi kék kilturlerinin strekli olarak
devam ettiriimesine baghdir. Arastirma sonunda elde edilen sagak
koéklerde herhangi bir sekonder ariin analizi yaptimadi.

Bu calismada, A. rhizogenes 8196 yabani sugu ile yapilan
optimizasyon daha sonraki agamada bitkilerde sentetik tek zincirli
antikorlarin bol miktarda dretimi igin yaptlacak ¢aligmalara bir

basamak tegkil edecektir.
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v. OZET

Titiin ve Patateste Agrobacterium rhizogenes ile Transformasyon

Tatin (Nicotiana tabacum) ve patates (Solanum tuberosum) en
6nemli Grdn bitkilerindendir. Bu bitkilerin hayvansal proteinlerin
uretimi igin biyo-fabrikalar olarak kullaniimasi ekonomimize biyik
girdiler saglayacaktir.

Bu galigmada bol miktarda sentetik hayvansal protein (retimi igin
uygun gen aktarimi yontemlerinin gelistiriimesi amaci ile N. tabacum
Samsun NN ve S. tuberosum Yayla kizi varyeteleri Agrobacterium
rhizogenes 8196 yabani susu ile transformasyonunun optimizasyonu
yapildi.Inokiilasyon igin bu bakterinin Asgo=0.2 yoJunluktaki kiltiiri ve
ko-kiltivasyon igin MS + 500 mg/I Cefotaxime + 1 mg/l Naftalen
Asetik Asit besiyeri kullanildi. Kaltarler 16 saat 1§51k / 8 saat karanlik
periyodundaki kontrollu bitki biyitme kabininde tutularak transforme
sagak kékler elde edildi. Bu kéklerden DNA izolasyonu yapildi ve bu
DNA’lar EcoR | ve Hind Ill restriksiyon endonukleazlar: ile kesildi.
Transformasyon, [732P] CTP ile isaretli Agrobacterium rhizogenes
8196 R; plazmit DNA’sinin prob olarak kullanildigi Southern blot
hibridizasyon yéntemi ile kanitlandi.

Optimize edilen ydéntemler sonraki asamalarda gen aktarimi
caligmalarina bir basamak tegkil etmektedir.
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SUMMARY

Transformation of Tobacco and Potato by Agrobacterium
rhizogenes

Tobacco (Nicotiana tabacum) and potato (Solanum tuberosum)
are the most important crop species. Using of these plants for
production of animal proteins as a bio-factory is going to provide
great amount of income for our economy.

In this study, for production large amount of synthetic animal
proteins, in aim of developing appropriate gene transfer methods,
transformation of N. tabacum Samsun NN and S. tuberosum Yayla kizi
varieties with Agrobacterium rhizogenes 8196 wild strain were
optimized. Culture of bacteria concentrated Agp0o=0.2 for inoculation
and MS + 500 mg/l Cefotaxime + 1mg/l Naphthalen Acetic Acid media
for co-cultivation were used. Transformed hairy root were obtained
under the light for 16 hours and 8 hours dark period in the regulated
plant growth cabinet. DNA was extracted from these roots and
digested using EcoR | and Hind Il restriction endonucleases.
Transformation was confirmed by Southern blot hibridization method
using [732P] CTP labelled R; plasmid DNA of A. rhizogenes 8196.

Methods which have been optimized in this study, are going to be
first step for the further gene transfer studies.
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