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Agrobacterium tumafaciens aracihgiyla nohut bitkisi (Cicer arietinum L.)’ne

Anahtar
Kelimeler
nohut,
Agrobacterium,
transformasyon,
enjeksiyon,
infiltrasyon.

gen aktarimi

Ridvan TEMIZGUL, Mikail AKBULUT

Erciyes Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, KAYSERI

OZET

Bu ¢aligmada cesitli eksplantlar (kotiledon nodlar1 ve embriyo eksenleri), ¢esitli biiyiime
diizenleyicileri ve bu diizenleyicilerin farkli konsantrasyonlari gibi parametrelerin
rejenerasyon ve transformasyona etkileri arastirilmistir. Kotiledon nodlarinin Agro-vakum
infiltrasyonu, ¢imlendirilmis nohut tohumlarmin Agroinokiilasyonu, embriyonun
Agroenjeksiyonu ve ylizey sterilizasyonu yapilmis kuru nohut tohumlarinin
Agrobacterium solusyonu ile imbibisyonu (sisirme, emdirme) olmak tizere dort farkli
transformasyon  stratejisinin  etkinligi denenmistir. Transformasyon etkinligine
Agrobacterium suslari, kokiiltiivasyon siiresi, eksplantin gelisme evresi, yaralama,
infiltrasyon ve kiiltiivarlar gibi ¢esitli parametrelerin etkisi arastirtlmistir. Transformasyon
etkinligi gecici GUS aktivitesine bakarak veya selektif ortamda yasayan eksplantlara
dayanarak belirlenmistir. Transgenlerin varligi, ayda bir alt kiiltiire alinan selektif ortamda
3-4 ay seleksiyona tabi tutulmus bitkilerde PCR analizleri ile belirlenmistir. Test edilen
Agrobacterium tumefaciens suslart arasinda (KYRT1, C58C1 ve EHA 101) en iyi yanit
EHA 101 susundan elde edilmistir. Selektif ortamda elde edilen sonuca gore
transformasyona ise en iyi cevabi Er ¢esidi vermistir.

Agrobacterium tumefaciens mediated transformation 1n chickpea (Cicer
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transformation,
injection,
infiltration

arietinum L.)

ABSTRACT

In this study, the effect of various parameters such as different explants (cotyledonary
nodes and embryo axes), different growth regulators (Benzylaminopurine and thidiazuron)
and their various concentrations have been investigated. Four different transformation
strategies namely; Agro-vacuum infiltration of cotyledonary nodes, Agroinoculation of
germinating chickpea seedlings, Agro-injection of seedlings and imbibitions of surface
sterilized dry chickpea seeds were also investigated. The effect of various parameters such
as, Agrobacterium strains, infection durations, explant developmental stage, injury,
infiltration and cultivars, on transformation efficiency were investigated. Transformation
efficiency was determined based on transient GUS activity or survival on selective media.
The presence of transgene was determined by PCR analysis on green plants subcultured
monthly on selective media for 3-4 times. The best response were obtained from EHA 101
among the tested strains of Agrobacterium tumefaciens (KYRT1, C58C1 and EHA 101).
Er was determined to be best responding cultivar according to the results obtained in
selective medium.

* Sorumlu yazar (Corresponding author) e-posta: rtemizgul(@erciyes.edu.tr
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1. Giris

Nohut (Cicer arietinum), soya fasulyesi ve
fasulyeden sonra diinyada en ¢ok yetistirilen
dane baklagillerden birisidir [1,2]. Insan ve
hayvan beslenmesindeki Onemli roliinden
baska nohut kismi olarak kuru ve yagish
alanlarda, topragin verimliligini korumaya
da yardimci olur [3].

Nohut, insan i¢in protein kaynagi olarak
onemli dane baklagillerden biridir. Nohudun
%25.3-28.9 oraninda  protein  igeren
tohumlar1 besin olarak kullanilir [4,5].

Baklagillerde bitki doku  kiiltiiri
caligmalarinda genel olarak MS (Murashige
and Skoog)[6] ortami kullanilmis  olup
bazen = modifiye @ MS ortami  da
kullanilmaktadir. Dane baklagillerin
rejenerasyonu i¢in etkili yOntemle, soya
fastilyesi [7, 8,9], bezelye [10], liggiil tiirleri
[11], lotus [12], yerfistig1 [13], fig [14] ve
mercimek [15,16] tizerinde yapilmistir.
Bitkiler doku kiiltiirii veya hiicrelerden
temel olarak somatik embriyogenez ve
organogenez olarak isimlendirilen iki metot
araciligiyla  rejenere  edilir.  Baklagil
tiirlerinin ¢ogunda, somatik embriyogenez,
bitkileri rejenere etmek i¢in sik¢a kullanilan
bir yontem  olmustur. Doku veya
protoplastlardan  kalluslar ~ aracilifiyla
indirekt rejenerasyon Leguminaceae
familyas1 iiyelerinin bircogu igin etkili
degildir. TDZ veya BAP benzeri sentetik
sitokininler baklagil tiirlerinde ¢oklu siirgiin
indiiksiyonu icin kullanilmaktadir.
Kotiledon nodlar1  bir¢ok  arastirmaci
tarafindan  eksplant  kaynagi  olarak
se¢ilmistir. /n vitro koklendirme nohut ve
mercimek de dahil bir ¢ok baklagil tiirtinde
etkili degildir. Bu amag i¢in in vitro elde
edilmis siirgiinlerin in vitro mikro asilamasi
gelistirilmistir [15, 16, 17].

Agrobacterium temelli transformasyon, bitki

hiicreleri icine yabanci genlerin
transformasyonu icin  Agrobacterium
tumefaciens’in genetik olarak
modifikasyonunun Zambryski [18]

tarafindan 1983’te ilk kez kullanimi rapor
edildiginden  beri  6nemli  derecede
gelistirilmistir. Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla gen transferinde, bitki genomuna
entegre olmus T-DNA tek kopya halinde
oldugu icin diger yontemlere gore daha
avantajli bulunmustur. Bu metotta nadir
durumlarda aktarilan DNA’nin yeniden
diizenlenmesi  goriilir. Bunun aksine
aktaritlan DNA’nin yeniden diizenlenmesi
diger direkt DNA aktarim metotlarinin
bliylik bir problemdir. Agrobacterium
temelli transformasyonlarin basitligi  bu
yontemin diger bir avantajidir [19].

Baklagil tiirlerinin transformasyonu ve
transformasyon frekansi (%0.1-5), 6zellikle
de biiyiik tohumlu dane baklagillerde, ¢ok
zordur [20, 21]. Soya fasiilyesi, stabil gen
transformasyonu yapilan ilk dane baklagiller
arasindadir  [7]. Baklagillerin  genetik
manipiilasyonlarinin  zor oldugu kabul
edilmesine bazi dane baklagiller
Agrobacterium  tumefaciens  araciligiyla
stabil olarak transforme edilmistir [20].
Cicer arietinum [22,23,24], Phaseolus sp
[25], Pisum sp. [10,26], Vigna sp. [27],
Cajanus sp. ve Medicago sp. [28], Lotus
japonicus [29], Glycine sp [7,8,30] ve Vicia
sp. [31] olarak isimlendirilen bazi 6nemli
baklagil tiirlerinde ge¢cmis 10 yil siiresince
cesitli transformasyon metotlar1 kullanilarak

genetik  transformasyon ~ ve  invitro
rejenerasyonda biiyiik ilerleme saglanmistir.
Cesitli transformasyon metotlari
Baklagillerin transformasyonu icin
denenmistir [21]. Baklagillerin
transformasyonu icin Agrobacterium
tumefacien yaninda Agrobacterium

rhizogenez, ve partikiill bombardimani gibi
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bazi metotlar kullanilmistir

[32,33,34,35,36].

Gliniimiizde, nohutta ¢ok az sayida basarili
gen transformasyonu rapor edilmistir. Kok
uyarimi Agrobacterium’un kok indiikleyici
suslar1 ile nohut bitkileri muamele edilerek
elde edilmisken[31], transforme olmus
kalluslar Agrobacterium’un yabanil suslari
kullanilarak elde edilmistir [36,37].

Stabil olarak transforme olmus nohut
bitkileri Fontana ve arkadaslart [22]
tarafindan 1993  yilinda ik  kez
gosterilmistir. Apikal meristemi
uzaklagtirllmig tohum kdkenli embriyo
ekseni 1.0 mg/L kinetin ile desteklenmis MS
ortaminda adventif siirgiin olusumu igin

rejenere edilmigtir. Ko-kiiltiivasyon
teknikleri  kullanilarak ~ Agrobacterium
araciligi ile gen transferi gerceklestirilmistir.
B-glukuronidaz ve neomycin

phosphotransferase Il aktivitesi gosteren
transgenik nohut bitkileri elde edilmistir.

Nohutun Agrobacterium araciligi ile genetik
transformasyonu 1997 yilinda Kar ve
arkadaslar [23] tarafindan rapor edilmistir.
Metot, Agrobacterium ile ko-kiiltiivasyon ve

coklu siirgiin liretimi temeline
dayanmaktadir.
Bu calismada c¢esitli  trasnformasyon

stratejileri ve doku kiiltiiri metotlar
kullanilarak  Agrobacterium  tumefaciens
araciligiyla nohut bitkisine etkili bir gen
aktarim metodu gelistirilmeye calisilmistir.

2. Materyal ve Metot
Bitki Materyali
Doku  kiiltiirti  ¢aligmalarinda  (Cicer

arietinum L.) 3 farkli tescilli nohut
kiiltivar1  (Er, Uzunlu, Gokce ) ve iki

tescilsiz ¢ift¢i ¢esidi (LK1, LK2 olarak
isimlendirilmistir) kullanilmustir.

Doku kiiltiirii ortam

Modifiye Murashige ve Skoog ortami (MS
tuzlar1  ve  Gamborg  vitaminlerinden
olusan)[6] %3 sukroz ile desteklenmis ve %
0.8 oraninda agar ile katilagtirilarak doku
kiltiiri caligsmalarinin tamaminda
kullanilmigtir. Kotiledon nodlar1 ve embriyo
ekseninden  ¢okli  siirglin  olusturmak
amactyla sentetik sitokininlerden,
benzylaminopurine (BAP) (1 ve 3 mg/L)
veya thidiazuron (TDZ) (0.1, 0.25, 1 ve 2
mg/L) MS-Gamborg ortamina eklenmistir.

Bakteri Suslar

Uc  Agrobacterium  tumefaciens — susu,
C58C1/PTJK136 [38], EHAI01PDNEM331

[39] ve KYRTI1/PTIK136 [40]
transformasyon caligmalari boyunca
kullanilmastir. C58C1 kromozomal

rifampicine (Rif) ve ampiciline (Amp)
diren¢ genlerini, EHA 101 kromozomal Rif
direnci, KYRT1 kromozomal Rif,
carbeniciline (Carb) ve gentamycine (Gen)
diren¢ genlerini tagimaktadir.

Agrobacterium  Kiiltiir ~ ortamm  ve
Agrobacterium kiiltiirii.

Petri  kutularinda yar1 kati  ortamda
biiylitiillen Agrobacterium Xkiiltiiriinden tek
koloni segilmis ve sivi YEB ortaminda
(13,5 g/L NB, 1 g/LL maya ekstrakti, 5 g/L.
sukroz, 2 mM MgS0,.7H,0, pH 7.2) gerekli
antibiyotikler  eklenerek 27 °C de
biiylitiilmiistiir

Vir genlerinin indiiksiyonu

Daha 6nce YEB ortaminda 27°C de 0.D. si
0,8 oluncaya kadar biiyiitiilen
Agrobacterium  izolatlar1  santrifligasyon
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sonrasinda Vir genlerinin indiiksiyonu i¢in
AB tuzlan (1 g/ NH4CIl, 1,25 g/L
MgS04.7H,0, 0,15 g/L KCl, 0,01 g/L CaCl,
ve 2,5 mg/L FeSO,4) ve AB Minimal Ortamu,
20 mM MES, %l glukoz, 200 uM
asetosyringone (3, 5’-Dimethoxy—4-
Hydroxyacetophonone) ve Fe-EDTA’ dan
olusan indiiksiyon ortaminda 23 °C de 18
saat siireyle orbital ¢alkalayici inkiibatorde
200 rpm de calkalayarak uyarilmistir.. Bu
ortam ayni zamanda 2 mg/L tiitiin ekstrakti
ile de desteklenmistir.

Rejenerasyon ve transformasyon

Tohumlarin ylizey sterilizasyonunun
optimizasyonu ic¢in sodyum hipokloridin
cesitli konsantrasyonlart degisen siirelerde
kullanilmustir. Eksplant cesidinin
gereksinimlerine  bagli  olarak  ¢esitli
rejenerasyon ve transformasyon protokolleri
takip edilmistir.

1. Yiizey sterilizasyonu yapilmis nohut
tohumlar1 dogrudan uyarilmis
Agrobacterium soliisyonu igine atilarak 16—
24 saat imbibisyona birakildiktan sonra ko-
kiiltiivasyon ortaminda 23 °C’de 7-10 giin
biiylimeye birakilmistir.

2. 16 saat steril distile suda imbibisyon
sonrast tek kotiledonu uzaklastirilmis
embriyolar  Agrobacterium  soliisyonu
icierisinde vakum infiltrasyonu yapilarak
ko-kiiltiivasyon ortaminda 23°C’de 7-10
giin bliyimeye birakilmigtir. 100  ml
Indiiksiyon ortaminda 18 saat boyunca
biiyiitiilen bakteri 25 ml s1v1 ko-kiiltiivasyon
ortaminda ¢Ozllmiis ve bu silispansiyon
igerisine steril bir erlen igerisine tasinarak
yaralanmis nohutlar igerisine birakilmis ve
vakum sistemi i¢ine konulmustur. Farkli
infiltrasyon zamanlar1 (20 ve 30 dakika) ve
degisen evakiiasyon basinci ( 200, 300, 400,
450 ve 500 mmHg negatif basing)
uygulanmigstir.

3. Olgunlasmamis tohumlardan elde
edilen embriyo ekseninden olusan explant
direkt olarak uyarilmis bakteri soliisyonu
icerisinde 20 dakika inkiibasyondan sonra
ko-kiiltiivasyon ortamina alinmig ve 23
°C’de 7-10 giin siireyle biiytitiilmiistiir.

4. Cimlendirilmis  (4-5 gilin siire)
tohumlarin plumula, radikula ve kotiledon
kisimlari uzaklastirilarak kotiledon
nodyumlar1 (KN) elde edilmistir. Elde dilen
kotiledkon = nodyumlarina  daha  Once
belirtildigi  sekilde vakum infiltrasonu
yoluyla transformasyon gerceklestirilmistir.
Kokiiltiivasyon ortaminda 7 gilin siireyle
inkiibe edildikten sonra iclerinden bazilari
gecici gus ifadesi i¢in alindiktan sonra kalan
explantlar farkli konsantrasyonlarda BAP
(1-3 mg/L) ve TDZ (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2
mg/L) iceren MS Gamborg ortamina
yerlestirilmistir. ~ Kiiltiirler ~ 16/8  saat
aydinlik/karanlik  periyodunda  23°C’de
muhafaza edilmistir. Elde edilen siirgiinler
selektif ortama taginmistir. 2 hafta da bir
seleksiyon ortami1 yenilenerek yasayan
stirglinler yeni ortama aktarilmistir.

5. Bu sistem ayni zamanda 16 saat
inbibisyon sonrasi ¢ikarilan embriyolar igin
de uygulanmstir.

6. Uyarillmis Agrobacterium izolatlar
C58C1 (pTIK136), KYRTI (pTJK136) veya
EHA 101 (pDNEM3300) santrifiij edildikten
sonra yeni indiiksiyon ortaminda siispanse
edilerek explantlar (kotiledon nodlar1 veya
embryo eksenleri ) igerisine birakilarak
transformasyon 23 °C’de 100 rpm’de
calkalanarak 2, 8, 16, 24 saat uygulanmustir.
Bundan sonra nohutlar MS —Gamborg
ortamma transfer edilmis ve 23 °C’de 4 giin
boyunca ko-kiiltiivasyona birakilmistir. Her
bir uygulamadan tesadiifi olarak 15-20
eksplant alinarak gecici gen ekspresyonu
icin GUS aktivitesine  bakilmistir.
Transformant olduklar1 varsayilan
eksplantlarin analizi i¢in Jefferson (1987)
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[36]’nin protokolii takip edilmis ve GUS
histokimyasal boyama yapilmistir. Selektif
ortamlarda en az li¢ kez alt kiiltiire alinan
aday transgenik eksplantlardan genomik
DNA CTAB metodu kullanilarak izole
edilmistir. Aday transgenik bitkilerden
CTAB metodu ile izole edilen DNA’dan
spesifik bar primeri kullanilarak PCR
amplifikasyonu yapilmistir.

Aday transgenik bitkilerden DNA
izolasyonu

DNA izolasyonu 1i¢in CTAB DNA
ekstraksiyon prosediirii modifiye edilerek
kullanilmigtir ~ [37]. Aday transgenik
bitkilerin dokularindan Her bir 6rnek igin
250-300 mg arasinda yesil doku
kullanilmigtir. Dokular sivi azot araciligr ile
toz haline ve 1 ml ekstraksiyon tamponu (
%2 (W/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI Ph 8.0,
1.4 M NaCl, 20 mM Na EDTA pH 8.0, %
0.2 B-merkaptoetanol) ilave edilerek
homojenize  edilmigtir.  Yeni tiiplere
aktarilarak 62 °C’ deki su banyosunda 60 dk
bekletilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra
700 upl kloroform: izoamilalkol (24:1)
eklenmis ve tiipler 100 defa yavasga ters diiz
edilmistir. Bu islemin ardindan tiipler 16000
g’ de 7 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast siipernatant temiz bir tiipe alinmis ve
tizerine hacmin 2/3° 1 kadar soguk
isopropanol eklenerek -20 °C’ de 30 dk
bekletilmig, bunu takiben 14000 g’ de, +4
°C> de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi slipernatant uzaklastirilmistir. Kalan
pellet {izerine 500 pl yikama tamponu (%76
EtOH, 10 M amonyum asetat) ilave edilerek
oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
Beklemenin ardindan 14000 g’ de, +4 °C’ de
5 dk santrifiij edilmis ve sivi kisim yine
uzaklastirilmistir. Kalan beyaz pellet iizerine
300 pl TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH
7.4) ilave edilerek 65 °C’ de 60 dk
bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra 10
ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde RNaz

ilave edilerek 37 °C’ de 30 dk bekletilmistir.
Ardindan 200 pl TE ve 15 pl amonyum
asetat (10 M, pH: 7.7) ilave edilmis ve tilip
icerisindeki toplam ¢ozelti hacminin iki kati
kadar %80’ lik soguk etanol eklenerek -20
°C’ de 30 dk bekletilmistir. Yine 14000 g’
de, +4 °C’ de 5 dk santrifiij yapilnustir.
Santrifiij sonrast sulu kisim dikkatlice
uzaklastirilarak kalan pellet gece boyunca
kurumasi i¢in birakilmistir.

Kuruyan pellet uygun miktarda TE (10 mM
Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) igerisinde
¢oziilerek PCR asamasinda kullanilmak
iizere -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

PCR analizi:

PCR analizi aday bitkilerden izole edilen
genomik DNA kullanilarak Vickers’in [50]
metoduna gore yapilmistir. Amplifikasyon
reaksiyonu 94 °C de 5 dak baslangic
denatiirasyonu ve 30 dongii 94 °C de 30
saniye denatiirasyon, 60 °C de 2 dak
yapisma (annealing) ve ve 72 °C de 1 dak
uzama reaksiyonundan olusmustur. Son
uzama 72 °C de 10 dak yapilmustir. Bar
geninin  amplifikasyonu i¢in  kullanilan
primerlerin  in  dizisi sOyledir: F
(CCAGAAACCCACGTGATGCC) ve R
(CAGGAACCGGCA GGAGTGGA).

3. Bulgular ve Tartisma

Nohut tohumlarinin ylizey sterilizasyonu
icin ¢esitli kimyasallar (sodyum hipoklorit,
etil alkol) farkli konsantrasyonlarda ve
strelerde de denenmis ve en uygun
konsantrasyon ve siire bu denemeler
sonunda bulunmustur. Fungal
kontaminasyonun ciddi problem olusturdugu
eksplantlarda  antifungal kimyasallardan
Nystatine  yine ylizey sterilizasyonu
asamasinda kullanilmis ve 5 dakika %5
sodyum hipoklorit uygulamasindan sonra 1
gece su igerisinde birakilmis tohumlara
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tekrar 5 dakika %5 sodyum hipoklorit
uygulamasindan en iyi sonuglar alinmstur.

Caligilan yontemlerin tamaminda da en fazla
stirglin sayist 2 mg/L TDZ
konsantrasyonunu takiben 3 mg/L BAP
kullanimi ile elde edilmistir.  Bunlarla
birlikte doku kiiltiirii ve rejenerasyon
calismalarinda GAj (0.25, 0.5 ve 1 mg/L) ve
zeatinin (0.25, 0.5 ve 1 mg/L) etkilerinin de
olup olmadig: arastirilmis ve 0.5 mg/L GA;
ile 0.25 mg/L zeatin kullaniminin da siirgiin

gelisimi acisindan faydal oldugu
gozlenmistir.
Rejenerasyon ve transformasyon

calismalarinda eksplant kaynagi olarak
olgunlasmamis embriyo, kotiledon nodu ve

5 -

4 A

Surgin Sayisi

apikal meristem kullanilmis ve en 1iyi
sonuclar  kotiledon nodlarindan  elde
edilmistir. Tek kotiledonu alinmis ve ug

kisimlar1 uzaklagtirilmis embriyolarin daha
fazla  sayida  siirgiin @ olusturduklart
gézlenmistir. Aymi  zamanda  genetik
transformasyonlarda kullanilan embriyolarin
embriyo ve kotiledon nodu kisimlari doku
kiiltiirii ortamina alinmadan 6nce bakterinin
enfeksiyon yapmasini artirmak igin steril bir
bisturi yardimiyla yaralanmistir.
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Uygulamalar
Sekil 1. Cesitli BAP konsantrasyonlarinda (mg/L) olusan ortalama siirgiin sayilari

Bu calismada 0.25, 0.5, 1.0 ve 2 mg/L TDZ
kotiledon  nodlarindan  ¢oklu  siirgiin
indiiksiyonu  i¢in  kullanmilmistir. TDZ
konsantrasyonu ve uygulama siiresinin ¢oklu
stirglin indiiksiyonunun basaris1 i¢in 6nemli
oldugu tespit edilmistir. TDZ ¢oklu siirgiin
olusturmada c¢ok etkili olmasma ragmen
yalniz 2 mg/L TDZ veya 2 mg/L BAP ile

kombinasyonu siirglinlerde anormal
gelisime neden olmaktadir. 0.5 veya 1.0
mg/L TDZ, 2.0 mg/L’den daha etkili
bulunmustur  (Sekil 2). Disiik TDZ
konsantrasyonunda  hormon  uygulama
stiresinin uzatilmast ¢ok sayida saglikli
stirglin eldesi i¢in daha uygun bulunmustur.
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Sirghn Sayisi
P

3 -
1 | I I I
4 T T T

2mgfLTDZ 1mg/LTDZ  1mgfLTDZ 10,5 1mgfL TDZ 10,5
mgfLGA3 mgf/LGA3 1 G,25
mgfL Zeatin
Uygulamalar

Sekil 2. Cesitli TDZ konsan-trasyonlarinda olusan ortalama siirgiin sayilari

Singh ve ark. [42] nohut bitkisi ile yaptiklari
calismada yiiksek konsantrasyonda TDZ

kullaniminin stirgiinlerin hem
farklilagmasini  hem de  bilylimesini
kisitladigini bildirmislerdir. Bu

aragtirmacilar 1 pM TDZ igeren ortamda 12
saatlik bir inkiibasyonun c¢oklu siirgiin
indiiksiyonu  i¢in  yeterli  oldugunu
bildirmislerdir. Murthy ve ark. [43] ise ¢oklu
stirgiin indiiksiyonu i¢in TDZ’yi BAP’tan
daha etkili olarak bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise TDZ ve BAP’in kombine
kullanim1 ¢oklu siirgiin olusumu agisindan
daha etkili bulunmustur.

Khalafalla ve Hattori [44] TDZ ve BAP
kombinasyonu kullanarak baklanin
kotiledon nodu eksplantlarindan  ¢oklu
siirglin  indiikksiyonu i¢in bir ydntem
gelistirmiglerdir. Bu aragtiricilar  bu  iki
bliylime diizenleyicisinin kombine
kullaniminin, sitokininlerin bireysel
kullanimindan daha etkili bir sekilde ve daha
fazla sayida siirgiin olusumunu tetikledigini
bildirmislerdir. Bu calismada elde edilen

bunlarla

paralellik

sonuglar da
gostermektedir.

Sekil 3. 1 mg/L. TDZ igeren ortamda ¢oklu
stirglin olusumu
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Ara bir kallus fazi ile nohutun rejenerasyonu
icin verilmis birka¢ rapor olmasina ragmen
bu yontemle rejenerasyon baklagil tiirlerinin
bir¢ogunda etkili bir yontem degildir [12,45]
olgunlagsmis ve olgunlasmamis kotiledonlar,
olgunlasmig ve olgunlasmamis embriyo
ekseni, internodlar, epikotil, hipokotil ve
genc yaprakeiklardan etkili bir sekilde
siirglin olusumu gozlenmistir (Sekil 3). 10
uM BAP ve 10 pM NAA kallus
indiiksiyonu ve eldesi i¢in ¢ok etkili olarak
bulunmustur (sekil 5). 2 mg/L 2,4-D’nin de,
NAA ve BAP kombinasyonu kadar etkili
oldugu gozlenmistir.

Barna and Wakhlu (1993) [45] nohutun
gelismemis yaprakeiklarinin kallus
kiiltiirinden bitki rejenerasyonu sonucu
somatik embriyogenezis rapor etmislerdir.
Cok miktarda globular embriyo gelisimi 25
uM 2.4 D (2,4 Dichlorophenoxyacetic acid)
ile desteklenmis MS ortaminda elde
etmislerdir.

Etkili bir transformasyon protokolii igin
Agrobacterium temelli dort farkli uygulama
calisiimustir:

Sekil 4. 2 mg/L TDZ igeren ortamda
coklu siirgiin olusumu

1. Kotiledon nodlar1 ve  embriyo
ekseninin Agro-vakum infiltrasyonu

.  Tek kotiledonu uzaklastirilmig
¢imlenmis tohumlarin
Agroinokiilasyonu

iii. 3 giin ¢imlendirilmis tohumlara direkt
Agrobacterium enjeksiyonu

iv.  Yiizey sterilizasyonunu takiben kuru
nohutlara direkt bakteri emdirilmesi

v.  Olgunlagmamis embriyo ekseninin
uyarilmis bakteri ile transformasyonu

Nohudun kotiledon nodlarinin eksplant
kaynagi  olarak  kullanimina  ydnelik
literatiirde calisma bulunmamakla beraber
bu calismamizda kotiledon nodu ve embriyo
ekseni Agrobacterium—vakum infiltrasyonu
temelli transformasyon sisteminin
optimizasyonu i¢in eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir. Calismamizda kotiledon
nodlarinin yani1 sira embriyo eksenleride
Agrobacterium temelli gen aktarimi igin
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
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Sekil 5. Nohut kotiledon
nodyumlarindan kallus
indiiksiyonu. 10 uM BAP ve 10
puM  NAA iceren MMSG
ortaminda elde edilmistir.

Sekil 6. KYRT1 susu kullanmilarak LK1  Sekil 7. C58C1 susu kullanilarak LK1
kiiltiivarinin Agro-vakum kiiltiivarinin Agro-vakum
infiltrasyonu sonucu elde edilen infiltrasyonu sonucu elde edilen
gecici GUS ekspresyonu. gecici GUS ekspresyonu
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Vakum infiltrasyonunun etkisiyle
Agrobacterium un bitki hiicrelerine daha iyi
niifuz ederek transformasyonun etkinligini
anitrdig1 baklagillerde dahil olmak iizere bir
cok yayinda gosterilmistir [1, 7, 8, 10, 12,
14, 19, 20, 24]. (Sekil 4). Negatif basincin
artmasina bagli olarak gegici GUS ifadesinin
artmas1 bu goriisii desteklemekte, ancak
yiiksek vakum degerlerinde eksplantlarin
hayatta kalma oranlar1 azalmaktadir. Artan
vakum siireside gecici GUS ifadesini
artirmakta, fakat uzun sireli vakum
infiltrasyonlarinda  eksplantlarin  hayatta
kalma oranlart diismektedir. Yaptigimiz
denemelerde 450 mmHg evakiiasyon
basincinda 30 dakikalik bir vakum siiresi
nohut i¢in optimum GUS boyanmasi
vermektedir (Sekil 6-7).

Embriyo ve kotiledon nodlarinin yapilan
vakum infiltrasyonu denemeleri sonuglari

toplu olarak diisiiniildigli zaman, kotiledon
nodlarinin  rejenerasyon yaniti  embriyo
ekseninden daha iyi sonu¢ vermesine
ragmen embriyo eksenini selektif ortamda
gecici GUS ekspresyonu bakimindan daha
1yi sonuglar vermistir.

Nohut tohumlarinin Agrobacterium
sollisyonu ile imbibisyonu daha Onceki
calismalarda denenmemis ve doku kiiltiirii
temeline dayanmayan bir transformasyon
sistemidir. Bu teknik kullanilarak daha
onceden elde edilmis bir transforme nohut
olmadigt  i¢in  gecici  ekspresyonda
Agrobacterium susu, inokiilasyon zamant,
eksplantin  tipi ve gelisimsel asamasi,
yaralama, infiltrasyon ve kiiltiivar gibi

parametrelerin transformasyona etkileri de
arastirilmistir.

Sekil 8. Vakum infiltrasyonu sonucu farkli nohut ¢esitlerinde gegici GUS ekspresyonu.

A-B LK1, C-D Er kiiltiivari.
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Yapilan deneylerin tiimiinde transformasyon
etkinligi histokimyasal GUS analizleri ile
tespit edilmeye c¢aligilmistir (Sekil 6, 7, 8).
Bunun i¢in GUS histokimyasal boyamasi
Agrobacterium ile muamele edilmemis
eksplantlar iizerinde de yapilarak endojen
GUS aktivitesinin olmadig1 gdosterilmistir..
Agrobacterium ile muamele edilmemis olup
yaralanmig veya yaralanmamis eksplantlarin
hi¢ birisi GUS aktivitesi gdstermemistir.

Agrobacterium’un ¢ farkli susu C58Cl,

KYRTI ve EHAIOI’in transformasyon
etkinlikleri de belirlenmistir. Tek
kotiledonlu  nohut tohumlarinin  timii

Agrobacterium un C58C1 ve KYRT1 suglar
ile muamele edildikten sonra gegici GUS
ekspresyonu gostermislerdir. Gegici GUS
ekspresyonu bakimindan C58C1 ve KYRT1
suslarimin  etkinlikleri  birbirine  yakin
bulunmustur.  Ancak  uzun  donemli
seleksiyon calismalar1 sonucunda stabil gen
transformasyonu  bakimindan  EHA101
susunun, C58C1 ve KYRT1’den daha etkili
oldugu gozlenmistir. KYRTI ve C58Cl1
suslan transformasyon etkinligi bakimindan
karsilastirildiginda  gecici  GUS  ifadesi
bakimindan KYRTI susunun C58C1 susuna
gore daha etkili oldugu gorilmiistir.
EHA101/PTIK136 KYRTI1/pTIK 136 ve
C58C1/pTJK 136 suslarinin transformasyon
etkinlikleri ~ Akbulut  [46]  tarafindan
kargilagtirilmig  ve EHA101/PTJK136
susunun transformasyon etkinliginin
digerlerine oranlara ¢ok diisik oldugu
bulunmustur. Ancak EHA 101/pDNEM
3300  susu  kullanilarak  yaptigimiz
calismalarda bu durumun tersi bir sonug elde
edilmis ve EHA101/pDNEM 3300 susunun
transformasyon etkinligi selektif ortamda
daha etkili olmustur.

Agrobacterium uygulama siiresinin (8, 16 ve
24 saat) tohum canlilig1 ve transformasyon
etkinligi lizerine etkisi de arastirilmig ve
transformasyon etkinligi bakimindan en iyi
sonu¢ 16 saatlik bakteri uygulamasindan
elde edilmistir.

Ayni sekilde = vakum  infiltrasyonu
calismalarinda vakum uygulama siiresinin
(10, 20, 30 ve 40 dakika) tohum canlilig1 ve
transformasyon etkinligine etkileri de
arastirllmis ve 450 mmHg evakiiasyon
basincinda ve 30 dakika infiltrasyonda
transformasyon  ve  tohum  canlilig
bakimindan en iyi sonuglar alinmistir.

Yapilan calismalarda baklagil
transformasyonunda Agrobacterium
etkinliginin susa gore degistigi gorilmiistiir.
Bizim test ettigimiz = Agrobacterium
tumefaciens suslart arasinda EHA 101 susu
deneysel sistemlerimiz i¢in en iyisi olarak
belirlenmis ve calismalarimiz da bu sus
lizerinde yogunlagmistir.

Bir¢gok farkli deneyde transformasyon
yaralanmis dokularda daha etkin olarak
bulunmustur. Gegici GUS  ekspresyonu
yaralanmis ve yaralanmamis dokularda
Agrobacterium ile 10 giin  ko-
kiiltiivasyondan sonra gozlenmistir.
Yaralanmis ve yaralanmamis dokulardaki
GUS  ekspresyonu  karsilastirilmis  ve
yaralanmis dokularda daha yiiksek bir GUS
boyanmasi gozlenmistir. Ayn1 zamanda 16
saat inkiibasyon siireleri sonunda alinan
eksplantlarda da GUS ifadesi 8 saat
yaralananlardan daha yiiksek bulunmustur.
Literatiir verileri de yaralamanin
transformasyon etkinligini artirdigini
desteklemektedir [47].
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Yaralanmis ve Agrobacterium ile muamele
edilmis tek kotiledonlu nohut tohumlarinin
canlilig1 da arastirilmig, yaralamadan dolay1
gecici  GUS  ekspresyonunda bir artis
gorlilmesine ragmen tohum yasama oraninda
negatif bir etki gorilmustiir.

Agrobacterium siispansiyonunda inkiibasyon
zamanimin (8, 16 ve 24 saat) eksplantlara

etkisi  diger  parametrelerle  birlikte
arastirilmistir.  Artan inokiilasyon zamani
GUS  boyanmasmi  Onemli  derecede

artirmigtir. Akbulut [46] tarafindan yapilan
calismada da artan inokiilasyon zamanina
bagli olarak olusan GUS boyanma
noktalarinda bir artig gézlenmistir.

Cesitli bitki tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda
Agrobacterium araciligtyla gen transferinde
ko-kiiltiivasyon sliresinin iki giin
uzatilmasinin ~ transformasyonda  daha
olumlu sonuglar verdigi rapor edilmistir
[46,48]. Yaptigimiz caligsmalarda ko-
kiiltiivasyon siiresi on giine kadar ¢ikarilmig
ve sonuclar bes giinlik ko-kiiltiivasyon
sonuclarindan daha iyi bulunmustur.

Vakum
etkinligini

transformasyon
icin  kullanilan

infiltrasyonu,
artirmak

Agrobacterium  temelli  transformasyon
sistemlerinden biridir [17, 28, 49]. Bu
calismada c¢esitli evakilasyon basinglari
(200, 300, 400, 450 ve 500 mmHg ) ve
sireleri (20 ve 30 dk) arastirilmistir.
Agrobacterium infiltrasyonunda en uygun
kosullar 30 dk siireyle 450 mmHg
evakiliasyon basinci uygulanmasindan elde
edilmistir.

Cimlendirilmis ve ¢imlendirme olmadan
sadece su emdirilmis nohut tohumlarinin
Agrobacterium ile infiltrasyonunun gegici
GUS ekspresyonlarina bakilmis, iki giin
¢imlendirilmis tohumlarin ¢imlendirilmeden
vakum infiltrasyonu yapilan eksplantlara
oranla daha iyi sonug verdigi gézlenmistir.

Agrobacterium araciligilyla gen transfer
sisteminde genotipin etkisi ¢ok onemli bir
parametredir. [37]. Bes Tiirk nohut ¢esidinin
(LK1, LK2, Gokee, Er, ve Uzunlu) optimum
transformasyon kosullar1 altinda EHA 101
susu ile transformasyon yanitlari
arastirilmistir. Yapilan seleksiyon
sonucunda 5 mg/L. PPT igeren ortamda LK2
¢esidinden 22, LK1’den 27 ve Er ¢esidinden
de 33 adet selektif ortamda yasayan bitki
elde edilmistir (Sekil 9).

5 PPT Selektif ortaminda yetistirilen nohut sayisi

Canli Eksplant Sayisi

35 A
30 A
25 A
20 A
15 A
10 1
5 -
0 . .

Urgip Beyaz nohut

Kilttivarlar

Sekil 9. 5 mg/L PPT igeren selektif

ortamda canli explant sayilar
(transformasyonda 100 adet nohut
kullanilmustir)

Er
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Cimlendirilmis tohumlara direkt
Agrobacterium enjeksiyonuyla gen aktarimi
icin nohutlar li¢ glin ¢imlendirilmis, kok
uclari, bir kotiledonu ve embriyo ucu
kesilmistir. Bu siire sonunda indiiksiyon
ortamindan alman ve santrifiij edilerek

yogunlastirilan bakteriler steril bir mikro
enjektor yardimiyla kesilen bu nohutlarin
kotiledon nodu bolgesine dogrudan enjekte
edilmistir. Bu yontemle transformasyonda
gecici GUS ekspresyonu ve seleksiyondan
yeterli sonuglar alinmistir (Sekil 10,11).

Sekil 10. Agro-enjeksiyon yontemi kullanilarak transformasyon yapilmis nohutta gecici GUS
ekspresyonu (C58Cl ile inkiibasyona tabi tutulmus Er kiiltiivart).

Sekil 11. EHA 101 susu ile transforme edilmis, 5 mg/L PPT igeren ortamda seleksiyona tabi

tutulmus Er kiiltiivarinin explantlari
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Direk bakteri emdirme calismalarinda yiizey
sterilizasyonu  yapilmis ve 16  saat
imbibisyon yapilmis nohutlar indiiksiyon
ortamindan alman ve 2X hacim sivi ko-
kiiltiivasyon ortami ile resiispanse edilen
ortamla 18 saat boyunca inkiibasyona tabi
tutulmustur. inkiibasyondan sonra nohutlar 1
mg/L TDZ igeren kat1i ko-kiiltiivasyon
ortaminda 10 giin boyunca ko-kiiltiive
edilmis ve bu siire sonunda gecici GUS
ekspresyonu bakimindan analiz edilmistir.

4. Sonucg

gelismemis

calismalart;
embriyo, kotiledon nodu ve olgun embriyo
eksenli dokular1 da iceren farkli dokulara

Rejenerasyon

uygulanmistir. Indirekt
araciligiyla embriyolarda yiiriitiilen
rejenerasyon caligmalari kallus
indiiksiyonuna ragmen basarili olmamustir.
Ancak, ¢oklu  silirgin  indiiksiyonu
araciligiyla direkt organogenezden umut

verici sonuglar alinmustir.

organogencz

Orneklerden gecici GUS  ekspresyonu
alimmis olmasina ragmen selektif ortamda
yasamamisglardir.

Aday transgenik siirgiinlerden CTAB
metoduna goére DNA izolasyonu yapilarak
izole edilen DNA ile Bar spesifik primerler
kullanilarak PCR yapilmistir. 372 bp’lik
beklenilen PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil
12).

Sekil 12. EHA 101/pDNEM 3300 ile

transformasyon yapilmig aday
transformantlarin DNA’sindan PCR
amplifikasyonu  (%1.2’lik  agaroz  jel
kullanilmis  ve ethidium bromid ile
boyanmigtir. M: Marker, Al: Vakum

infiltrasyonu yontemiyle elde edilen aday
transgenik  bitkinin  DNA’smnin = PCR
amplifikasyonu, A2: Dogrudan emdirme
yontemiyle elde edilen aday transgenik
bitkinin DNA’sinin PCR amplifikasyonu)

Embriyo ekseni ile karsilastirildiginda
kotiledon nodlarindan rejenerasyon daha
basarilt bulunmustur. Her iki eksplant’da,
TDZ nin test edilen tim
konsantrasyonlarinda (0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0
mg/L) coklu siirgiin indiiksiyonu sagliksiz
gozilkkmesine ragmen bu  slirglinlerin
uzatilmas1  basariyla  gerceklestirilmistir
(Sekil 2). Optimum kiiltiir kosullar1 altinda
(3 mg/L BAP, 1 mg/L kinetin ve 0.5 mg/L
GA;) eksplant basina kotiledon nodlarindan
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2.77, embriyo ekseninden 2.83 siirgiin elde
edilmistir.

Agrobacterium’un 450 mm Hg’de 30 dakika
hiicrelere vakum infiltrasyonu, her iki
eksplantta da gegici GUS ekspresyonu igin
optimum olarak bulunmustur. Nohut icin,
tek kotiledonu uzaklastirilan embriyolarin
agroinokulasyonundan, Akbulut ve ark. [46]
tarafindan alinan sonuglara paralel sonuglar
elde edilmistir.

Test edilen Agrobacterium tumefaciens
suslar1 arasinda ( KYRTI1, C58C1 ve EHA
101) en iyi yanit EHA 101 susundan elde
edilmistir. Bu degerlendirme 5 mg/L PPT
veya 150 mg/L Kanamisin igeren ortamlarda
canli  kalan eksplant sayisina  gore
yapilmistir. Bu sonucglara goére 27 adet
direngli nohut bitkisi eldesi ile EHA 101
susu Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
nohut bitkisine gen aktarimi i¢in en uygun
sus olarak belirlenmistir. KYRT1 ve C58Cl1
suslarinin kendi aralarinda ikili
degerlendirilmelerinde ayrica gegici GUS
ekspresyonu analizlerine de bakilmis ve
bunlar arasinda da KYRTI susunun C58C1
susundan daha etkili oldugu gozlenmistir.

Selektif ortamde elde edilen direngli bitki
ssayisina gore, Er ¢esidinin transformasyona
yanitt daha yiliksek oldugu belirlenmesine
ragmen, LK 1’in ticari degeri yliksek olmasi
ve Er g¢esidine yakin ceavp olusturmasi

nedeniyle  calismalar LK1  {izerinde
yogunlastiriimistir.
Sonu¢ olarak, bu c¢alismada kullanilan

yontemler ile nohut bitkisinin basarili bir
sekilde transformasyonu yapilabilmektedir.
Gelecekte, hastaliklara  (6zellikle de
Ascoohyta blight), herbisitlere, tuz ve
soguga direncli transgenik nohut bitkilerinin
elde edilmesi i¢in bu transformasyon
yonteminin potansiyel olarak
kullanilabilecegi onerilebilir
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