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OZET: Degisik cevresel faktorlerin bitkilerin biiyiime ve gelismesi iizerinde onemli etkilerinin oldugu
bilinmektedir Cevresel stres faktorleri biotik ve abiotik olmak iizere iki kategoriye ayrilabilir [n vitro kosullarda
Agrobacterium tumefasiens araciligiyla bitkilere gen aktariminda 6nemli olan faktorlerinden birisi de
sicakliktir. Tiitiin; gen aktarimi ¢aligmalarinda model bitki olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada tiitiiniin

Samsun ¢esidi kullanilmig olup, gen aktarim ¢aligmalarda 22°C sicakligin en etkin oldugunu gozlenmistir.
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EFFECT OF TEMPERATURE ON Agrobacterium tumefaciens MEDIATED
TRANSFORMATION OF TOBACCO

SUMMARY : Various abiotic factors play important role in plant development and production. Enviromental
stress comes from biologic and abiotic factors. Temperature is an important factor than effects gene transfer
process by Agrobacterium tumefaciens. Tobacco is generally used as a model plant in gene transfer studies.
Tobacco variety Samsun was used in the study to find the effect of temperature and was found that 22 °C was
the most effective temperature for the gene transfer studies.
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Tiittin (Nicotiana tabacum) Solanaceae familyasina ait bir tiir olup, énemli bir iiretim potansiyeline
sahiptir. 18. yiizyildan itibaren geleneksel bir tarim tirii olan tiitinciiliik. Tiirkiye'nin birgok bolgesinde
yaygin hale gelmistir. Tiitlin; iilkemizde i¢ tiiketimi karsilamak ve ihracat amaciyla iiretilmektedir. Tiirk
ttiinleri iiretim bolgelerine gore 4 guruba ayrilmaktadir. Bu bolgeler: Ege, Marmara-Trakya, Karadeniz,
Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgeleridir. Genel olarak Solanaceae familyasindaki bitki tiirlerinin in vitro
regenarasyon kabiliyetleri yiksek olup, Agrobacterium enfeksiyonuna karsi da oldukga hassastirlar.
Ozellikle tiitiin, gen aktarim ¢aligmalarinda model bitki olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve ark. 2001).
Degisik organizmalardan izole edilen genler dncelikle bu bitkide test edilmektedir. ilk olarak. A tumefaciens
araciligl ile tiitiin yaprak disklerine gen aktarimi Horsch ve ark ( 1985) tarafindan yapilmustir. Giinlimiizde
biyolistik, elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve A. tumefaciens araciligi ile birgok bitki tiirline gen aktarimi
yapilabilmektedir. Gen aktariminda en yaygin olarak kullanilan arag A .tumefaciens bakterisidir. Bu bakteri

yardimryla tiitiin. patates (Uranbey ve ark.2001), kolza (Mirici ve ark. 2001) ve mercimek (Khawar ve Ozcan
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2002) gibi birgcok kiiltiir bitkisine gen aktarimi basarili ve siirekli bir sekilde yapilabilmektedir. A.
tumefaciens bakterisi Rhizobiaceae familyasina ait olup, dogal genetik miihendisi olarak adlandirilmaktadir.
Atumefaciens gram (-) bir bakteridir. Enfeksiyon sonucu bitkilerde kok bogazi uru hastaligina sebep
olmaktadir. Bunu da tasidigt Ti (limor olusturma) plasmidi sayesinde saglamaktadir. Ti plasmidi bitkilere gen
aktarimi i¢in Viriilens bolgesini ve T-DNA bolgesini igermektedir (Ozcan ve ark. 2001).

Degisik ¢evresel faktorlerin bitkilerin biiylime ve gelismesi iizerinde onemli etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Cevresel stres faktorleri biotik ve abiotik olmak {izere iki kategoriye ayrilabilir. Biotik stres
baska organizmalar tarafindan enfeksiyon veya organizmalar arasindaki rekabeti icermektedir. Abiotik stresler
(fiziko kimyasal): sicaklik. degisik kimyasallar, kuraklik, 151k, radyasyon gibi dis (gevresel) faktorler
sayilabilir. In vitro kosullarda gen aktarimi yaparken en etkileyici cevresel faktorlerden biriside
sicakliktir. Bu caligmada da A. tumefaciens araciligiyla tiitine gen aktariminda sicakligin etkisi

arastirilmigtir.
Bitki Materyali

Aragtirmada Samsun tiitin ¢esidi kullanilmistir. Steril kosullarda biiytitiilen bitkilerden elde
edilen tiitiin yapraklari bisturi yardimiyla kesilerek 0.5 cm biiyiikliigiinde parcalara ayrilarak gen aktariminda

kullanilmastir.
Agrobacterium Tumefaciens Materyali

Calismada non-onkogenik GV2260 p35S GUS-INT A. tumefaciens hatti kullanilmigtir. p35S
GUS-INT plazmidi T-DNA bélgesinde segici NPT-II ve gozlenebilen GUS markdr genlerini tagimaktadir.

Bakterinin Uzun Siireli Muhafazasi

Bakteri kiiltiirleri "Nescofilm" ile sarilmus, ters ¢evrilen petri kutularinda 4°C'de 6 hafta korunmustur.
Daha uzun siireli muhafaza islemi, esit miktarda bakteri kiiltiirii ve %40 glycerol igeren NB (Nutrien Broth), 2
ml'lik cryogenik tiiplerde karistirildiktan sonra sivi azotla hizli bir sekilde dondurulup, -80°C'de muhafaza
edilmistir. Bu yolla bakteri kiiltiirlerinin canliligin1 10 y1l boyunca muhafaza etmek miimkiin olmaktadir
(Armilage ve ark. 1988).

Besin Ortamm ve Kiiltiir Kosullari

Rejenerasyon ortami olarak %8 agar ile katilastirilan MS ( Murashige ve skoog 1962) besin
ortamma 1 mg/1 BAP ve 0.1 mg/l NAA ilave edilmistir. p H'st 5.7 ye ayarlandiktan sonra ortam
otoklavda 121°C"de ve 1,4 Kg cm 2 basing altinda 20 dakika siireyle steril edilmistir. Tiitiin yaprak
disklerinin bakteri ile inokulasyonunda sivi. ko-kultivasyonunda ise katt  rejenerasyon ortami
kullanilmistir. Transgenik stirglin adaylarinin secilmesi i¢in ise rejenerasyon ve koklendirmp ortamina (MSO)
50 mg/1 kanamisin ve 500
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mg/l Augmentin ilave edilmistir. Ko-kiiltiivasyon; 18, 20, 22, 24, ve 28°C'de beyaz florosan 151k altinda (42
p. mol fotonlar m -2 s -1) ve 16 saatlik fotoperiyot kosullarinda gergeklesmistir.

Agrobacterium Tumefaciens ile Tiitiin Yaprak Disklerinin Inokiilasyonu

2260 p35S GUS-INT A.tumefaciens hatt1 28° C'de 50 mg/l kanamisin ve 100 mg/I rifampisin i¢eren
sivi NB ortaminda 1-2 giin siireyle biiyiitilmiis, daha sonra sekiz haftalik in vitro kosullarda biiyiiyen tiitiin
bitkilerinden 0,5 cm ¢apindaki yaprak diskleri s1vi rejenerasyon ortamu ile 1/50 oraninda seyretilen bu bakteri
kiiltiirleri icerisinde 30 dakika siireyle bekletilerek inokiilasyon saglanmistir. inokiilasyondan sonra eksplantlar
2 giin siireyle rejenerasyon ortaminda 18, 20, 22, 24 ve 28°C ko-kiiltiivasyona alinmistir. Eksplantlarin
etrafinda asir1 bakteri gelisimi oldugu durumlarda, eksplant 1000 mg/l augmentin igeren sivi rejenerasyon
ortaminda yikandiktan sonra steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Bundan sonra, eksplantlar
Agrobacterium gelisimini 6nlemek i¢in augmentin (500 mg/l), sadece gen aktarilmug siirgiinlerin gelisimini
saglamak i¢cin de kanamisin (50 mg/l) iceren rejenerasyon (MSD 4X2 : MS+1 mg/l BAP+0.1 mg/l NAA)
ortamina aktarilmistir. Bu ortamda gelisen kalluslar siirekli olarak kontrol altinda tutularak aktarilan genlerin
belirtileri gozlenmistir. Buradan gelisen kanam isine dayamikli transgenik siirgiin adaylari 500 mg/l

augmentin ve 50 mg/l kanamisin igeren MS ortaminda kdklendirilmistir.
Histokimyasal GUS Analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson (1987) ve Ozcan (1993) 'in tarif ettigi sekilde yapilmistir. Bitki
dokular1 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), IOmM EDTA, %0.1 Triton X -100 ve 1 mM 5 bromo-4 chloro 3
mdolyl glucoronide (X-GLUC) igeren soliisyonda 37°C'de gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular
%70'lik alkolde yikanarak mavi boélgeler belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu denemede in vitro sartlarda yetistirilen Samsun tiitiin ¢esidinin yaprak diski eksplantlarina
onkogenik olmayan A. tumefaciens GV2260 p35S GUS-INT araciligiyla farkli sicaklik derecelerinde (18, 20,
22,24 ve 28°C) gen aktarimi yapilmustir. 18°C ve 20°C harig diger biitiin sicakliklarda basarili bir sekilde gen
aktarimi yapilmistir. Gen aktarilmis bitkilerde eksplant basina siirgiin sayis1 ve eksplant agirligi incelenmistir.
Biitiin incelenen sicakliklarda eksplant basina siirglin sayist ve eksplant agirlign 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Eksplant basina kallus olusumu ve antibiyotige karsi dayanikli siirgiin olusturan eksplant
ylizdesinin analizi yapilmamistir. Ciinkii bunlarin degerleri % 100 olarak gdzlenmistir. Kalluslardan siirgiin
olusumu dikkate alindiginda ise en basarili sonuglarin sirasiyla 22°C ve 24°C'den alindigi goriilmektedir
(Cizelge 1).

Biitiin eksplantlara histokimyasal GUS analizi yapilmistir. Alinan 6rnekler maviye boyanarak GUS
pozitif bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant agirligi, GUS pozitif degeri farkliliklarinin

onem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari
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Cizelge I'de verilmistir. Duncan testine gore 18, 20, 22, 24 ve 28°C'de yapilan denemeler sonucunda 22°C ve
24°C'nin en 1yi sonucu verdigi goriilmiistiir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 arasindaki farklilik 41.73 (28°C)
ve 85.0 (22°C) adet olarak bulunmustur. Eksplant agirligi bakimindan en yiiksek degeri 1.08 g (22°C) ve en
diisiik degeri 0.36 g (20°C) olarak bulunmustur. inceleme yaparken 18°C, 20°C ve 28°C de siirgiin gelisimi
goriilmektedir. Fakat bunlarda bakteri gelismi de gdzlenmistir ve bakteriler siirgiin gelisiminde engel teskil
etmistir. Birgok bitkide kanamisin, dayaniklilig1 test etme amaciyla kullanilmaktadir. Ancak bazen bitkiler
dogal olarak kanamisine dayanikli olabilmektedirler. Bundan dolay1 kanamismle test ettigimiz bitkilerden
olusan yeni siirgiinlerin tamami transgenik olmamaktadir. Bu tiir siirgiinlere kagak siirgiin adi1 verilmektedir
(Horsch et al 1985). Bu aragtirmamizda inkiibe olan dokulardaki GUS pozitif transgenik siirgiin frekanst % 12.4
diir ve 22°C'de toplam 1 8 adet siirgiin GUS pozitif olarak bulunmustur (Draper et al 1988). Sonugta eksplant
agirh@ ve eksplant bagina siirgiin sayist bakimindan 22°C'nin daha iyi sonu¢ verdigi gorilmiistiir.
Histokimyasal GUS analizinde 22°C'deki siirglinler %75 olarak ve geri kalan ise 0-%25 arasindaki degerlerde
GUS pozitif ¢ikmistir. Genel olarak bu ¢alisma sonucunda gen aktariminda en etkileyici sonuglarin 22°C'den
alindig1 soylenilebilir. Ayni sekilde Myers vd. (1999) Dahlon (1999) ve Kondo vd. (2000) gen aktarim

¢aligmasinda sicakligin etkisinin oldugunu belirtmisler ve 22°C'nin 6nemini vurgulamiglardir.

Cizelge 1. A. tumefaciens GV 2260 p35S GUS-INT Hatti ile Farkh Sicakliklarda Tiitiine Gen

Aktarimina Ait Degerler
Sicaklik °C Eksplant Ba; fina Transgenik Eksplant GUS Pozitif (%)
Siirglin -~ Sayist Siirglin ~ Saysi Agirligs
18 55.8 c 0 d 0.55 be 0 e
20 61.40 be 6 be 0.36 b 25 b
22 85.0 a 18 a 1.08 a 75 a
24 78.93 ab 12 b 0.77 b 25 b
28 41.73 cd 3 c 0.52 e 0 c

*0,01 diizeyinde 6nemli
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