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Oz: Bu calismada, Isatis constricta (Givit otu) bitkisinden cimlendirme sonucu elde edilen in vitro gelisen
yaprak ve yaprak sapi eksplantlari Agrobacterium tumefaciensin onkogenik A281 hattiyla inokule edilmistir.
Tdmor olusumu, eksplantlar inokile edildikten 15 giin sonra baslamis olup, 4 hafta sonra GUS analizi
yapilmistir. En fazla timét olusumu yaprak sapi eksplantinda 50 mg/l kanamisin iceren aydinlik (16 saat 1sik
fotoperiyodunda) denemesinden elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler /satis constricta (givit otu), Agrobacterium tumefaciens, GUS analizi, timoér olusumu.

Tumor Formation in Isatis constricta Davis (woad) Using Oncogenic
A281 Strain of Agrobacterium tumefaciens

Abstract: Leaf and petiole explants obtained from in vitro grown seedlings of Isatis constricta (woad)
were treated with oncogenic A281 strain of Agrobacterium tumefaciens. Tumour formation started on explants
after 15 days and continued until 4 weeks when gus test was performed. The highest gus positive results were
recorded from petiole explants selected on medium containing 50 mg/l kanamycine under 16 h light

photoperiod.
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Giris

Isatis consticta Davis (Brassicaceae) c¢ok yillik bir
bitkidir. Turkiye icin endemik olan bu bitki Adana,
Elazig ve icel ydrelerinde dogal olarak bulunmaktadir
(Tubives 2007). Bu bitkinin ilkk yil olusan
yapraklarindan elde edilen boya degisik amaglar igin
kullaniimaktadir. Gegmiste, yapraklarindan elde edilen
¢ivit renkli boyasiyla, ¢ok yaygin olarak halicilikta
kullanilmigtir. GlnimUzde, gevreye zarar vermeden
tehlikesizce kullanilabilmesi ve dogada pargcalanma
Ozelligine sahip olmasi nedeniyle Almanya’ da
ahsaplarin bozulmasinin énlenmesinde, Ingiltere’ de
yazici mirekkeplerinin imalatinda kullaniimaktadir.
Isatis yapraklarinda bulunan glucobrassicin maddesi
Cin’de kanser Onleyici olarak kullaniimaktadir (Anonim
2007). Ayrica gugli kdk sistemi sayesinde de toprak
erozyonu 6nlemektedir. Giniimlzde de A. tumefaciens
ve A. rhizogenes bakterileri ile 6zellikle cift gcenekli bitki
turlerine; herbisitlere, sogugda, hastalik ve zararllara
dayaniklilk gibi 6zelliklerin bitkilere aktarimi yaygin
olarak yapilmaktadir. Ancak, bu yéntemde gen aktarim
orani bitki tirlerine gére degismekle birlikte oldukga
disUktir. Bu ylzden arzu edilen genin ¢alisilan klttr
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bitkisine aktarilabilmesi, etkin bir gen aktarma
sisteminin gelistiriimesine baglidir. Bu ¢alismanin
amaci; [ constricta bitkisinde degisik eksplantlar
kullanarak A. tumefaciensin onkogenik A281 hatti ile
in vitro kosullarda gen aktarim c¢alismalarina uygun
olup olmadigini arastirmaktir.

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali: Calismada kullanilan bitki
materyali I. constricta Elazi§ Maden licesinden 2006
yilinda ve A. tumefaciensin A281 pBI1211 hatti (Hood
ve ark. 1986) G.U Gazi Egitim Fakiltesi‘nden temin
edilmigtir. pBI1211 plazmidi T-DNA bélgesinde GUS ve
NPT-II genleri tagsimaktadir.

Blyume ortamlan ve Kkuiltiir kosullan:
Calismada MS besin ortami (Murashige ve Skoog
1962) % 3'lik sukroz ilave edilerek kullaniimistir. Besin
ortaminin pH’si, otoklavlanmadan 6nce 1N NaOH ya
da 1N HCI kullanilarak 5.6 - 5.8’e ayarlanmistir.
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Ortama agar %0.7 g/l (Type A, Sigma) ilave edilmistir.
Ortam hazirhginda c¢ift distile saf su kullanimigtir.
Sterilizasyonu otoklavda 1.2 atmosfer basing ve 120
°C'de 20 dk. tutularak saglanmistir. I constricta
tohumlar %25 c¢amasir suyunda (Ace) +Tween 20
1/100 (v/v) 20 dakika sterilizasyona tabi tutulmustur.
Daha sonra 3 kez 5er dakika steril distile su ile
durulanmigtir.  Steril petri kaplari igerisinde, uygun
asamada uygun eksplant almak amaciyla MS temel
besin ortaminda ¢imlendirilmistir. Tim kdlttrler Philips
beyaz floresan 1s131 (Preheat Daylight - 42 pmol
photons m? s™) altinda 16 saat I1sik ve 8 saat karanlik
fotoperiyodunda 24 + 2 °C sicaklikta tutulmuslardir. In
vitro gelisen 4 aylik bitkilerden yaprak sapi ve yaprak
eksplantlari izole edilerek A. tumefaciensin A281
pBI1211 hatti (Hood ve ark. 1986) ile 1:50 oranda MS
sivi ortamda 2 saat muamele edilmigtir. Daha sonra
buradan alinan eksplantlar 24 saat siireyle MSO igeren
ortamda kokultivasyona alinmistir. Tim eksplantlar
500 mg/l Cefotoksin ve farkli konsantrasyonlarda
Kanamisin (0-25-50 mg/l) iceren MS seleksiyon
ortamina her petride 4’er eksplant olacak sekilde, 3
tekerrir hem karanhk (24 saat karanlk) hem de
aydinlik (16 saat 1s1k) fotoperiyoduna kltiire alinmistir.
Eksplantlar da 4 hafta sonunda GUS pozitif testi gen
aktariminin yapilip yapiimadigina bakilmistir.

Histokimyasal GUS Analizi: Histokimyasal GUS
analizi  Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)In
protokollerine gére yapilmistir. Bitki dokulari 100 mM
sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, % 0.1 Triton X
—100 ve 1 mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide
(X-gluc) igeren soliisyonda 37 °C‘de gece boyu inkilbe
edilmistir. Daha sonra dokular % 100’lik alkolde
yikanarak mavi bélgeler belirlenmistir.

istatistiksel Degerlendirmeler: Denemede elde
edilen verilerin ortalamalari “SPSS 13 for Windows”
programi yardimiyla ONE WAY ANOVA'ya tabi
tutulmustur.  Muamele ortamlanni  karsilastirmak
amaciyla Duncan testi yapiimistir.

Bulgular ve Tartisma

Eksplantlarda timér olusumu, inokilasyondan 15
n eksplantlarin mavi renk vermesi gus geninin basari
ile bitki genomuna entegre oldugunu kanitlamigtir. Bu
eksplantlarin  GUS pozitif ylzdesine bakilmis ve
Duncan analizi yapilmistir (Cizelge 1).

Bu calismada yaprak sapr eksplantlarinda
aydinlikta gin sonra baslamistir. Timér olusumu
baslangicindan 4 hafta sonra GUS analizi yapiimistir.
X-gluc ile yapilan muamele sonucunda, 24 saat sonra
GUS pozitif ola25-50 mg/I Kanamisin iceren seleksiyon
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ortaminda en iyi sonuglar (%58,3-66,6) (Sekil 1) elde
edirken; Ayni ortamlarda yaprak eksplantlarinda ise
sonu¢ alinamamigtir.  Karanlik ortamda seleksiyona
birakilan eksplantlarda ise genel olarak yaprak sapi
eksplantinin daha iyi sonu¢ verdigi ancak her iki
eksplanta da aydinliga gére belirgin bir disis oldugu
g6zlenmistir.

Rejenerasyon ve gen aktarim galismalari birbiri
ile gok yakindan ilgilidir (Evrett ve ark. 1987, Alibert ve
ark. 1999). Eksplantin yasi (Schrammeijer ve
ark.1990), eksplanta yapilan igslemler (Bidney ve ark.
1992; Knittel ve ark.1994; Grayburn and Vick, 1995),
Agrobacterium hatti ve vektér kombinasyonu (Bidney
ve ark. 1992), ko-kultivasyon siresi, kiltir ortaminin
hormonal kompozisyonu (Schrammeijer ve ark.1992,
Escandon ve Hahne 1991; Pugliesi ve ark. 1993)
seleksiyon ortaminin 6zellikleri ile konsantrasyon
(Moyne ve ark. 1989; Laparra ve ark. 1995)
Agrobacterium ile gen aktarim c¢alismalarini
etkilemektedir. Bu ¢calismada da farkli eksplant tipi ve
seleksiyon ortaminin ézellikleri etkili olmustur. Ayrica,
GUS geninin bitki kromozomlarindaki pozisyon
etkisine bagh olarak, ayni deneme icinde farkl
eksplantlarin mavilik tonu ve yiizeyindeki alaninda da
da degisiklik gérilmustir.

Khawar ve ark. (2004) tarafindan Trigonella
foenum-graecum’da seleksiyon ortaminda 50 mg/l
kanamisin  iceren  besin  ortaminda  yapilan
Agrobacterium tumefaciens A281 hattiyla yaptiklar
¢alismada da farkli eksplant kullanimi farkli oranlarda
timdr olusumuna neden olmustur. Bu sonuglar
¢alismamizi desteklemektedir.

Sekil 1. In vitro kosullarda A. tumefaciens ‘in
onkogenik A281 pBIl1211 hatti ile 16 saat
1sik fotoperiyoduna muamele edilmis /.
constricta yaprak sapi eksplantlarin 50 mg/l
Kanamisin iceren seleksiyon ortamlardan
gelisen o6rneklerin GUS negatif ve pozitif

goruntdleri.
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tlmor olusumu”

Cizelge 1. A. tumefaciens’in onkogenik A281 pBI1211 hattinin l.constricta yaprak ve yaprak sapi eksplantlarinda GUS

pozitif olusumuna ait Duncan testi sonuglari

Muamele Kanamisin Eksplant basina GUS pozitif %
(mg/l)
Yaprak Yaprak sapi

0 33,3b 0,00c
16 saat Ik 25 00,0c 58,3ab
fotoperiyod 50 00,0c 66,6a*
Karanhk 0 41,6ab 50,0ab
25 00,0c 33,3b
50 25,0b 25,0b

*Ayni situnda farkli harfle gésteren ortamlar arasinda fark 0.05 diizeyinde énemlidir

Mercuri ve ark. (2000) Afrika meneksesinde
Agrobacterium A281 ile yaptidi ¢alisma da da en iyi
sonuglar yaprak sapi eksplantinda elde edilmistir. Bu
acidan calismamizla benzerlik  gdstermektedir.
Bhatnagar ve Khurana (2003) Morus indica’da
yaptiklar ¢alismada, hipokotil, kotiledon, yaprak,
eksplantlarini  kullanarak, 50-75 mg/l kanamisin
iceren seleksiyon ortamina almiglardir ve 7 giin sonra
yapilan GUS analizinde yaprak eksplantlarinin %50’si
GUS pozitif gtkmistir. Bu sonuglar bizim kulandigimiz
eksplant (yaprak) ve kanamisin orani ile benzerlik
gbstermektedir.

I. constiricta bitkisinin yaprak sapl
eksplantlarina, X- Gluc muamelesi sonucunda GUS
pozitif sonuglar elde edilmesi in vitro kosullarda
Agrobacterium araciliyi ile gen aktarilabilecegini
g6stermektedir. Yapilan bu calisma ile I constiricta
bitkisine ileride herbisitlere, soguda, hastalik ve
zararllara dayaniklilik genlerinin aktarilabilecegini
gOstermektedir.
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