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Oz: Bu calismada aygigeginin Ekiz genotipinden secilen 9 farkli hatta ait in vitro gelisen bir haftalik
bitkicikler kullaniimistir. Her hattan yaprak, yaprak sap! ve olgunlasmis kotiledon eksplanlari bitkiciklerden izole
edilerek Agrobacterium tumefaciens’in onkogenik A281 hattiyla inokule edilmiglerdir. Tumoér olusumu eksplantlar
inokle edildikten 6-7 gliin sonra baslamis olup, 4 hafta sonra denen aygicegi hatlarina ait btiin eksplantlarda

timor olusumu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Helianthus annuus L., Agrobacterium tumefaciens, onkogenik, timdr olusumu

Tumor Formation in Sunflower Using A281 Strain of
Agrobacterium tumefaciens

Abstract One week old in vitro plantlets of nine lines selected from genotype Ekiz of sunflower were
used in this study. Leaf, petiole and immature cotyledon explants from each line were treated with oncogenic
A281 strain of Agrobacterium tumefaciens. Tumors induction started on all explants with in 6-7 days of culture
and 100% tumor formation was observed on all explants after 4 weeks of culture.
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Girig

Dinya nlfusunun hizla artmasi tarimsal agidan
islenebilir alanlarin sabit kalmasi veya giderek
azalmasi nedeniyle, bazi yillarda ve bazi bélgelerde
beslenme sorunuyla kargi karsiya kalinmaktadir. Bu
sorunun her gegen gun 6nemi daha da artmaktadir.
Aclik ve dengesiz beslenme sorununun ¢dzimi igin

ise enerji, protein, vitamin ve mineral maddeler
yoniinden zengin besinlerin Uretimi ve tlketimini
yayginlastirmak gerekmektedir. Uygun teknolojinin

gelistiriimesine, 1slah edilmis cesitlerin kullaniimasina
ragmen dinyada birgok monokultir tarim yapilan
alanlarda verim azalmaktadir.

Gindmizde Agrobacterium tumefaciens ve A.
rhizogenes bakterileri ile Ozellikle cift cenekli bitki
tlrlerine gen aktarimi yaygin olarak yapilmaktadir.
Ancak, bu yéntemde gen aktarim orani bitki tlrlerine
gére degismekle birlikte oldukga dusuk olup, arzu
edilen genin caligilan kultir bitkisine aktarilabilmesi,
oncelikle etkin bir gen aktarma sisteminin gelistirilerek
uygulamaya konulmasina baglidir. Rejenerasyon ve
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gen aktarim calismalari birbiri ile ¢ok yakindan ilgilidir.
Aycicegine ilk gen aktarim calismalarinda hipokotil
eksplanti kullanilmistir (Evrett ve ark. 1987, Alibert ve
ark. 1999) Bu calismalarda aygiceginde
transformasyon calismalarinin olduk¢a zor oldugunu
bildirmistir.

Eksplantin yasi (Schrammeijer ve ark.1990), eksplanta
yapilan islemler (Bidney ve ark. 1992; Knittel ve
ark.1994; Grayburn ve Vick, 1995), Agrobacterium
hatti ve vektér kombinasyonu (Bidney ve ark. 1992),
ko-kultivasyon suresi, kdultir 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
ayciceginde gen aktarim calismalarini etkilemektedir.
Bu calismanin amaci; aygiceginin Ekiz genotipine ait
degisik eksplantlar kullanarak A. tumefaciens’in
onkogenik A281 hatti araciliiyla in vitro kosullarda
gen aktarim c¢alismalarina uygun olup olmadigi
arastiriimaktadir.
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Materyal ve Yontem

Bitki Materyali: Calismada kullanilan bitki
materyali Ekiz genotipinden segilen 12/15, 15/12,
24/19, 28/29, 48/33, 13/34, 34/26, 25/33, 5/6 numarali
hatlar ve A.tumefaciens’in A281 pBI1211 hatti (Hood
ve ark. 1986) AU Ziraat Fakiltesi, Tarla Bitkileri
Bolumi‘nden temin edilmistir.pBI1211 plazmid T-DNA
bélgesinde GUS ve NPT-II genleri tagmaktadir.

Biiyime ortamlann ve kiiltiir kosullar:
Calismada MS besin ortami (Murashige ve Skoog
1962) % 2'lik sukroz ilave edilerek kullaniimistir. Besin
ortaminin pH’si, otoklavlanmadan énce 1N NaOH vya
da 1N HCI kullanilarak 5.6 - 5.8’e ayarlanarak ortama
agar (Type A, Sigma) ilave edilmistir. Ortam
haziriginda  ¢ift distle saf su kullaniimigtir.
Sterilizasyonu otoklavda 1.2 atmosfer basing ve 120
°C'de 20 dk. tutularak saglanmistir. Tim kiiltirler
Philips beyaz floresan 1s1g1 (Preheat Daylight - 42
umol photons m? s™) altinda 16 saat I1sik ve 8 saat
karanlik fotoperiyodunda 24 + 2 °C sicaklikta
tutulmusglardir. Sterilizasyon uygulanan Ekiz
genotipinin 9 hattina ait tohumlar (Cizelge 1) yine steril
petri kaplari igerisinde, uygun asamada uygun eksplant
almak amaciyla MS temel besin ortaminda
cimlendirilmisti.  In  vitro gelisen bir haftalik
bitkiciklerden  yaprak, yaprak sapi ve olgunlasmis
kotiledon eksplantlari izole edilerek A.tumefaciens'’in
A281 hatti (Hood ve ark. 1986) ile 1:50 oranda MS sivi
ortamda %2 saat bekletilmistir.

Histokimyasal GUS Analizi: Histokimyasal GUS
analizi Jefferson (1987) ve Ozcan (1993)In tarif ettigi
protokollerine gdre sekilde 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) iceren soliisyonda 37 °C‘de gece
boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular % 100’lik
alkolde yikanarak mavi bolgeler belirlenmigtir.

istatistiksel Degerlendirmeler: Denemede elde
edilen verilerin ortalamalarnn “SPSS for Windows”
programi  yardimiyla ONE WAY ANOVA'ya tabi
tutulmustur. Muamele ortamlarini  karsilastirmak
amaciyla Duncan testi yapilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Agrobacterium tumefaciens’in onkogenik A281
hatti ve aygiceginin Ekiz genotipinin 9 hatti ile yapilan

gen aktarimi c¢alismalarinda in vitro gelisen
bitkiciklerden yaprak, yaprak sapi ve kotiledon
eksplantlari izole edilerek kullaniimigtir.  TUmor

olusumu inokiile edildikten 6-7 giin sonra baglamistir.
Tdmor olusumu baslangicindan 4 hafta sonra A.
tumefaciens’in onkogenik A281 hatti ile tim aygicegi

hatlarinda %100 timoér olusumu goérilmdastar. 13/34
numaral hatta hem yaprak sapi hemde kotiledon
eksplantinda sirasi ile en blyuk timor ¢capr 2,52 cm ve
2,74 cm olarak belirlenmistir. Yaprak eksplantinda en
buytk timor capr (2,18 cm) 28/29 hattinda tespit
edilmigtir. Eksplantin biyUk bir kisminda ¢ok koyu bir
mavi renk olusumu goérilirken diger kisminda mavi
renk olusumu gerceklesmemisti. Bu durum GUS
geninin bitki kromozomlarindaki pozisyon etkisine bagh
olmaktadir. A281 ile yapilan bu calismada GUS
ekspreyonunu c¢ok yiiksek olarak gerceklesmistir. X-
gluc ile yapilan muamele sonucunda renk olugsumu ilk
yarim saat icinde meydana gelmistir.

Tamor agirligr degerleri yaprak sapi eksplantinda
0,41-1,99 g arasinda, yaprak eksplantinda 0,42 - 2,56
g arasinda ve kotiledon eksplantinda 0,69 — 2,88 g
arasinda degismistir. En agir timér 2,88 g ile kotiledon
eksplantinin 13/34 hattinda ve en kigulk deger yaprak
sapi eksplantinin 28/29 hattinda 0,41 g ile gérulmustur
(Cizelge 1). Gaponenko ve ark. (1991), A.
tumefaciens’in  A281, pBI121 hatlari ile Enesw-ei,
Peredovik, Rzhaksinskii, Ultraskorospelyl ve inbred hat
36-29 ile inokule edilmistir. Rzhaksinskii ¢esidinde her
iki Agrobacterium hatti ile transgenik kallus elde

edimistir. Bizim calismamizda transgenik tumorler elde
yonuyle

edilmistir.  Bu benzerlik

goralmustar.

calismalarda

Sekil 1. In vitro kosullarda onkogenik A. tumefaciens ‘in A281
hatti ile aycicegine gen aktarimi (a) aygiceg@inin 12/15
hattina ait yaprak sapi eksplanti ile timér olusumu ve
GUS pozitif goriintlisu (b-i) yaprak (b-ii) yaprak sapi (b-
iii) kotiledon eksplantlarina ait GUS pozitif testi.
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Cizelge 1. A. tumefaciens’in onkogenik A281 hattinin Aygiceginin Ekiz genotipine ait 9 hattin yaprak, yaprak sapi,
kotiledon eksplantlarinda timor olusumuna ait Duncan testi sonuglari

Hat Timor Capi (cm) Tumor Agirhgi (g)
Yaprak sapi Yaprak Kotiledon Yaprak sapi Yaprak Kotiledon

12/15 0,51 c* 1,18 b 1,23d 1,99 a 2,56 a 241a
15/12 0,47 c 0,94 c 1,51 cd 1,53 ab 232a 2,04 a
24/19 2,01 ab 1,28 b 1,70 c 0,51c 0,56 c 1,65b
28/29 1,40 b 2,18 a 2,28 ab 041c 1,53 b 0,69 c
48/33 2,07 ab 1,32b 1,72 ¢ 1,51 ab 0,49c 0,69 c
13/34 2,52 a 1,22b 2,74 a 1,77 a 0,42c 2,88a
34/26 1,43 b 1,92a 1,64 cd 0,63 ¢ 1,70 b 0,85¢c
25/33 249a 2,14 a 254 a 1,65a 1,18 b 1,25 bc
5/6 1,98 ab 1,80 ab 255a 1,09b 0,94 bc 1,68 b

*Ayni sttunda farkli harfle gosteren ortamlar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

A. tumefaciens’in A281 hatti ile asilanmasi ile
olusan timorler ve bu timorlerin X- Gluc ile
muamelesiyle tim timoérlerde  GUS pozitif sonuglar
elde edilmesi in vitro kosullarda aygicegine
Agrobacterium’la gen aktarilabilecegini gostermektedir.
A. tumefaciens’in onkogenik hatti A281 ile muamele
sonucunda eksplantlarda olusan timoérler ve galisma
sonucunda elde edilen veriler herbisitlere, soduga,
hastalik ve zararlilara dayaniklilik genlerininde aygicegi
bitkisine  aktarilarak, transgenik bitkilerin elde
edilebilegini gdstermektedir.
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	Büyüme ortamları ve kültür koşulları: Çalışmada MS besin ortamı (Murashige ve Skoog 1962) % 2’lik sukroz ilave edilerek kullanılmıştır. Besin ortamının pH’sı, otoklavlanmadan önce 1N NaOH  ya da 1N HCl kullanılarak 5.6 - 5.8’e  ayarlanarak ortama agar (Type A, Sigma) ilave edilmiştır. Ortam hazırlığında çift distile saf su kullanılmıştır. Sterilizasyonu otoklavda 1.2 atmosfer basınç ve 120 oC‘de 20 dk. tutularak sağlanmıştır. Tüm kültürler Philips beyaz floresan ışığı (Preheat Daylight  - 42 (mol photons m-2 s-1) altında 16 saat ışık ve 8 saat karanlık fotoperiyodunda  24 ± 2 oC sıcaklıkta tutulmuşlardır. Sterilizasyon uygulanan Ekiz genotipinin 9 hattına ait  tohumlar (Çizelge 1) yine steril petri kapları içerisinde, uygun aşamada uygun eksplant almak amacıyla MS temel besin ortamında çimlendirilmiştir. In vitro gelişen bir haftalık bitkiciklerden  yaprak, yaprak sapı ve olgunlaşmış kotiledon eksplantları izole edilerek A.tumefaciens’in A281 hattı (Hood ve ark. 1986) ile 1:50 oranda MS sıvı ortamda ½ saat bekletilmiştir. 

