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Ozet

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) diinya verilerine gore en fazla ekim alanina ve {iretime sahip, yararlanma ve
kullanma bakimindan 6zellikle proteince zengin bir yemeklik tane baklagil bitkisidir. Fasulyenin Aras ve Eskisehir-
855 gesitleri laboratuvar kosullarinda ¢imlendirilmis ve dort yaprakli doneme geldiklerinde govdeleri Agrobacterium
tumefaciens’in onkogenik A281 hattt ve non-onkogenik GV2260, EHA105 hatlar1 ile asilanmigtir. Asilama
sonucunda A281 ile muamele edilmis Aras ve Eskisehir-855 gesitlerinde tiimorler goriilmiistiir. Kokler iizerinde
herhangi bir olumsuz etkisine rastlanmamis ve koklerin normal gelisimine devam ettigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde her
iki ¢esidin A. tumefaciens’in non-onkogenik GV2260 ve EHA105 hatlar1 ile asilanmasi sonucunda bitkilerin
yapraklarinda mozaiklik ve sararma goriilmiistiir. Bunlar GUS testine tabi tutulmus fakat GUS pozitif sonuglar elde
edilememistir. Bitkiler dort yaprakli asamada iken A. rhizogenes’in 15834 hatt1 ile de asilanmis ve bitkilerin
govdelerinde kokler goriilmiistir. Bakteri asilanmamis kontrol bitkilerinde koklenme goriilmemigtir. A.
tumefaciens’in onkogenik hatlari ile bitkilerde tiimér ve kok olusumu in planta kosullarda gen aktarilabilecegini
gostermektedir. Bu ¢alismanin sonuglar1 fasulye bitkisinde genetik miihendisligi i¢in gerekli alt yapiy1
olusturmaktadir. Onkogenik ve isaret genlerinin aktarilmasi sirasinda kullanilan yontem ilerde tarimsal ilaglara,
soguga, hastalik ve zararlilara dayaniklilik genlerinin fasulye bitkisine aktarilmasi yolunda da izlenebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Dort Yaprakli Bitkicik, In Vitro, Gen Aktarimi, Fasulye, Agrobacterium

Genetic Transformation of Common Beans at Four Leaves Stage under in vitro Conditions

Abstract

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is highly rich in protein and is the most cultivated and consumed crop
in the world. Two cultivars Aras and Eskisehir-855 of common bean were germinated under the laboratory conditions
and inoculated with oncogenic A281 and non oncogenic GV2260 & EHA 105 lines of Agrobacterium tumefaciens at
the four leaf stage at stems above the upper most node. As a result of inoculation with line A281, tumors were
observed in cultivars Aras and Eskisehir-855. No abnormality was observed on roots of respective cultivars. When
these cultivars were inoculated with non oncogenic GV2260 and EHA105 lines of 4. tumefaciens, the leaves were
clearly mosaic and yellow. These were tested for GUS gene but were not GUS positive. When the same cultivars
were inoculated with the 15834 line of A. rhizogenes, they resulted in roots at the points of inoculation. No rooting
was observed on the non inoculated control plants. The tumor formation and induction of roots with oncogenic lines
of Agrobacterium indicate the possibility of genetic transformation under in planta conditions. The result of this
study provides a necessary background for genetic transformation of common beans. It is expected that the method
used for the gene transfer of oncogenes and nononcogenic marker genes could be effectively used for the genetic
transformation to obtain resistant plants against agricultural chemicals, cold, disease and pests in the future.

Keywords: Four Leaved Plantlets, /n Vitro, Genetic Transformation, Common Bean, Agrobacterium

1. Giris

Yemeklik tane baklagiller yararlanma karst karsiya olan diinya niifusu i¢in
ve kullanma sekillerine gore oOzellikle baklagiller insan beslenmesinde Onemli
proteince zengin bitkilerdir ve ¢esitli besin  maddeleridir  (Sehirali,  1988).
cinslerin kuru taneleri bilesiminde, % 18-36 Yetistirildikleri topraga Rhizobium tiri
oraninda protein kapsamaktadirlar. Aymn bakterileri baglayarak koklerinin yayildigi
zamanda baklagiller A, B, ve D vitaminleri, toprak katlarini organik azotca
fosfor, demir, kalsiyum ve potasyumca da zenginlestirirler (Elgi  ve ark., 1994).
zenginlerdir. Biitin bu avantajlarindan Fasulye (Phaseolus vulgaris L. bitkisinde
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kiltiirti calismalarinda ¢ok fazla basari elde
edilememistir. Bitki genetik miihendisligi
teknikleriyle, orjinal bitkinin arzu edilen
karakterlerini degistirmeksizin bir ya da
birkag gen, yeni Ozellikler kazandirmak
amaciyla  kolayca  aktarilabilmektedir.
Glnlimiizde A. tumefaciens ve A. rhizogenes
bakterileri ile Ozellikle c¢ift g¢enekli bitki
tirlerine gen aktarimi yaygm olarak
kullanilmaktadir. Ancak, bu yontemde gen
aktarim orani bitki tiirlerine gore degigsmekle
birlikte olduk¢a diisiiktiir ve arzu edilen
genin caligilan kiiltiir bitkisine
aktarilabilmesi, oOncelikle etkin bir gen
aktarma sisteminin gelistirilerek uygulamaya
konulmasina baglidir.

Rejenerasyon ve gen  aktarim
caligmalart birbiri ile ¢ok yakindan ilgilidir.
Fasulyeye doku kiiltiirii yoluyla gen aktarim
caligmalar1 olduk¢a zordur. Bu c¢alismanin
amaci; yemeklik tane baklagiller icerisinde
onemli bir yeri olan fasulye bitkisinin I¢
Anadolu ve Trakya Bolgelerinde yaygin
olarak yetistirilen Eskisehir-855 ve Aras
cesitlerinde A. tumefaciens ve A. rhizogenes
araciligiyla doku kiiltiirii ile rejenerasyona
geemeden in planta kosullarda yeni bir
sistemi gelistirerek gen aktarim ¢alismasini
kolaylastirmak amaglanmgtir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada bitki materyali olarak
Eskisehir Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden
temin edilen Aras ve Eskisehir-855 fasulye
cesitleri kullanilmustir.

2.2. Biiyiime ortamlart ve kiiltiir kosullari
Denemelerde biiylime ortamlart MS

besin ortamina (Murashige ve Skoog, 1962)

(MSO) % 3’lik sukroz ilave edilerek

hazirlanmigtir. Besin ortaminin pH’s1, 1N
NaOH ya da 1IN HCI kullanilarak 5.6-5.8’¢
ayarlanarak otoklavlamadan once ortama %
0.8’lik agar ilave edilmistir. Ortam
hazirhiginda ¢ift distile saf su kullanilmig
olup, gerektiginde besin ortamina farkli
konsantrasyonlarda bitki biiylime
diizenleyicileri (sitokinin ve oksinler) de
ilave edilmistir. Ortamin sterilizasyonu
otoklavda 1.2 atmosfer basing ve 120 °C‘de
20 dk. tutularak saglanmigtir. Tiim kiiltiirler
Philips beyaz floresan 15181 (Preheat
Daylight- 42 pmol photons m™” s™) altinda
16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyot
altinda 24+2 °C sicaklikta tutulmuslardir.

2.3. Fasulye tohumlarimin in vitro’'da
¢cimlendirilmesi ve Agrobacterium materyali

Steril edilen tohumlar yine steril petri
kaplar1 igerisinde MSO besin ortaminda
cimlendirilmistir.

Calismada Cizelge 1’de verilen
onkogenik A281 pTiBo 542 (Hood ve ark.,
1986) Agrobacterium hatti, non-onkogenik
A. tumefaciens ve A. rhizogenes bakteri
hatlar1 kullanilmstir.

2.4. Histokimyasal GUS Analizi

Histokimyasal GUS analizi Jefferson
(1987) ve Ozcan (1993)’1n tarif ettigi sekilde
yapilmigtir. Bitki dokulart 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
38 °C‘de gece boyu inkiibe edilmistir. Daha
sonra dokular % 100’liik alkolde yikanarak
mavi bolge belirlenmistir.

2.5. Dort yaprakly bitkiciklere gen aktarimi
Aras ve Eskisehir-855  ¢esitleri
laboratuvar kosullarinda ¢imlendirilmis ve
dort yaprakli doneme geldiklerinde her iki
¢esidin yapraklarinin hemen altindaki birinci

Cizelge 1. Calismada kullanilan bakteri hatlar1 ve zellikleri (Hood ve ark., 1986; Ozcan, 1993)

Bakteri Hatt1 Yardimct Plazmid Ikili Vektor Bitki Seleksiyonu
(Segici Antibiyotik) (Segici Antibiyotik) (mg/l km) (mg/1)
100 mg/1 rif GV2260 50 mg/l cb pGV2260 50 p35S GUS-INT 50-100 km
A281 pTiBo542 25 pBI 121.1 0.5-1.0 bas/fos
EHA 105 pTiBo542 500 p35S GUS INT 50-200 km
100 mg/l rif 15834 pRI 15834 25 pRGGbar#2 20-50 hyg

rif=rifampisin, km=kanamisin, bas= basta, fos=fosfinotrisin, hyg= hygromisin.
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Cizelge 2. A. tumefaciens ve A. rhizogenes bakteri hatlarryla muamele edilen fasulyenin Aras ve
Eskisehir-855 cesitlerinin dort yaprakli bitkiciklerinin gen aktarimina ait ortalamalar

Fasulye ¢esitleri
ras Eskisehir

Bakteri hatlart Morfolojik degisiklikler

Timor ylizdesi (%) 100.00+0.00 100.00+0.00

A. tumefaciens’in onkogenik A281 hatti Tiimér capt (cm) 2.05+0.09 3.1140.10

A. tumefaciens’in non-onkogenik GV2260 ve EHA105 hatlar1 ~ Mozaiklik ve sararma (%)  100.00+0.00 100.00+0.00
Sagak kok yiizdesi (%) 100.00+0.00 100.00+0.00

A. rhizogenes’in onkogenik 15834 hatt1 Sagak kok sayist (adet) 4.50+0.31 0.954+0.12
Sacak kok uzunlugu (cm)  3.51+0.08 2.01+0.13

koltukalti meristem bolgesi A.
tumefaciens’in onkogenik A281 hatti, non-
onkogenik GV2260, EHA105 hatlar ve A.
rhizogenes’in 15834 hatt1 ile steril igne
kullanilarak agilanmistir. Asilanmus bitkiler
karanlik ortamda iki hafta boyunca 24+2
°C’de bekletilmistir. Her iki gesit igin her
bakteri hatt1 ti¢ tekerriirlii olmak iizere ve 6
adet kontrol bitkisi ile toplam 30 adet bitki
kullanilmastir.

2.6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu denemede elde edilen veriler
“SPSS for Windows’’ programi yardimiyla
means (ortalama) analizine tabi tutulmustur.

3. Tartisma ve Sonug¢

A. tumefaciens’in onkogenik A281
hatt1 ile asilanmis Aras ¢esitinde 2.05+0.09
cm ve [Eskisehir-855  ¢esitinde  ise
3.1140.10 cm’lik timorler goriilmiistiir
(Cizelge 2). Her iki gesitte % 100 timor
olusumu gbzlenmistir. Tiimorlerin
gelismesine paralel olarak yapraklarda
clirimeler meydana gelmistir. A281’in
kokler {izerinde herhangi olumsuz etkisine
rastlanmamis ve koklerin normal gelisimine
devam ettigi gorilmistir (Sekil la, b).
Aymni sekilde her iki ¢esit A. tumefaciens’in
non-onkogenik GV2260 ve EHA105 hatlar1
ile agillanmistir. Agilanma  sonucunda
bitkilerin yapraklarinda mozaiklik ve
sararmalar gorilmiistir (Sekil 1lc, d).
Yapraklar GUS testine tabi tutulmus fakat
GUS  pozitif sonuglar alinamamaisgtir.
Bitkiler dort yaprakli asamada iken
govdeleri, A. rhizogenes’in 15834 hatti ile
de asilanmig ve Aras g¢esitinde 4.50+ 0.31
adet ve 3.5140.08 cm, Eskisehir-855
¢esitinde ise 0.95+0.12 adet ve 2.01+0,13
cm sagak kokler goriilmiistiir.

Sekil 1. Fasulye’nin Aras ve Eskisehir-855
cesitlerinin dort yaprakli bitkiciklerine gen
aktarimi. A. tumefaciens’in A281 hattinin
etkisiyle (a) Aras ve (b) Eskisehir-855
cesitlerinden elde edilen tiimorler. Non-
onkogenik A. tumefaciens’in GV2260 hattinin
etkisiyle (c) Aras ve (d) Eskisehir-855
cesitlerinin  yapraklarinda mozaiklik ve
sararma. A. rhizogenes’in 15834 hattinin
etkisiyle (e) Aras ve (f) Eskisehir-855
cesitlerinin gdvdelerinde gelisen kokler ve
yapraklarda sararma ile mozaiklik.

Asilama sonucunda yapraklarda sararma ve
mozaiklik gézlenmistir (Sekil le, f). Bakteri
asilanmamis kontrol bitkilerinde kdklenme
gorilmemistir. A. tumefaciens ve A.
rhizogenes ile asilama sonucunda meydana
gelen timdr ve kokler in planta kosullarda
gen aktarilabilecegini gostermektedir. A.
tumefaciens’in non-onkogenik hatlariyla
muamele ile bitki morfolojisinde goriilen
degisikliklerin ve GUS pozitif sonuclar elde
edilememesinin sebebi olarak transgenik
dokularda metilasyon’un oldugu
diistiniilmektedir. Metilasyon Ti-plazmid
esasli  bitki transformasyonlarinda her
zaman eksprasyon yapmamaktadir
(Hepburn vd 1983). Benzer sekilde Havas
ve ark. (2004) fasulye bitkisinin ¢igek
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saplaria Agrobacterium yoluyla
transformasyon gozlemislerdir. A.
tumefaciens’in ~ A281 hattimin  ve A.
rhizogenes’in 15834  hattinin  etkisiyle
meydana gelen ana koklerin normal fakat
yan koklerin az oldugu gorillmiistiir. A.
tumefaciens’in non-onkogenik GV2260 ve
EHA105 hattinin etkisiyle meydana gelen
koklerde ise herhangi bir anormallik
goriilmemistir. Bu ¢aligma sonucunda elde
edilen veriler tarimsal ilaglara, soguga,
hastalik  ve  zararhilara  dayamiklilik
genlerinin fasulye bitkisine aktarilarak bu
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yontemle transgenik fasulye bitkilerinin
gelistirilebilmesini miimkiin kilacaktir. Bu
yontem, fasulye bitkisinin kullanilan her iki
cesitinde de transformasyon ¢aligmalarinda
kullanilmas1 6nerilebilmektedir.
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