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In this research, Cm-ADH genes responsible from synthesis of aroma volatiles
in melon (Cucumis melo L., var cantalupensis Naud) were transformed by
Agrobacterium tumefaciens, for that, commercial recombinant RNAI - pFGC5941
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1. GiRIS Essa KOCAMAN

1. GIRIS

Tarkiye'de 1 milyon ha'lik alanda yaklasik 23 milyon ton sebze Uretimi
yapiimaktadir. Y apilan bu dretimin yaklasik % 33’ inli Cucurbitaceae familyasina ait
sebze tirleri olusturmakta ve kavun, bu familya igerisinde Uretim bakimindan 1.7
milyon ton ile karpuzdan sonra ikinci siray1 aimaktadir (FAO, 2006).

Kavunun anavatam Afrika kitasidir, ancak Turkiye'den Japonyaya kadar
uzanan alanlarin ikincil gen merkezi oldugu ve bu bolgelerde oldukga fazla gesitlilik
gorildugt bilinmektedir (Robinson ve Decker-Walters, 1997). Kavun (Cucumis
melo), Cucumis cinsi igerisinde en fazla ¢esitlilik gosteren bir tir olup (Whitaker and
Davis, 1962; Kirkbride, 1993), subsp. melo ve subsp. agrestis olmak Uzere 2 alt tire
ayrilmaktadir (Jeffrey, 1980; Munger ve Robinson, 1991; Kirkbride, 1993). C melo
subsp. melo da 1) cantalupensis 2) inodorus 3) flexuosus 4) conomon 5) chito ve
dudaim 6) momordica 7) agrestis olarak 7 alt grubu icermektedir (Munger ve
Robinson, 1991).

Kavun Cucurbitaceae familyasinin kiltire alinmig 6nemli tdrlerinden biri
olup, farkli cografik orijinlerde tammlanmis yabani ve kiltire alinan birgok tipi
mevcuttur (Pitrat ve ark., 2000). Bu tlrler igerisinde yaprak, bitki ve meyve
karakterleri bakimindan yiksek dizeyde morfolojik ¢esitlilik bulunmaktadir.
(Kirkbride, 1993; Sensoy, 2005; Sar1 ve Solmaz, 2005).

Kavunun ikincil gen merkezleri arasinda yer alan Ulkemiz, lokal kavun
genotipleri agisindan son derece zengin olup cantalupensis grubu kavunlarin
Avrupa'ya Turkiye' nin dogusundan yayildigi bilinmektedir (Zhukovsky, 1951;
Ginay, 1993).

Dunya nifusundaki hizli artis bitkisel Urinlerde verim ve hasat sonrasi
kayiplarin 6nlenmesi konularindaki galismalarin 6n plana gikmasim saglamistir. Son
yillarda Ozellikle tat, aroma ve besin degeri yiksek sebze tiketimi tim dengeli
beslenme regetelerine girmis bulunmaktadir. Bunun sonucunda sebze ve meyve
tuketiminde talep artis1 soz konusudur. Kavun, farkl toketim sekilleri, besin icerigi
ve kendine 6zgl aromasi ile saglikli beslenme regetelerinde 6n planda olan bir sebze

turadar.
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Artan talep dogrultusunda son yillarda Akdeniz bdlgesinde kavun Uretimi ve
ihracatinda 6nemli artislar olmustur. Bu artislar diger bolgelerde de ayni oranda
olmus ve buna bagli olarak kavunda farkli destekler ile birgcok islah projeleri
yaratalmostar. Ancak bu galismalarda hasat sonrasi kalite fizyolojisi ihmal edilmis
veya Ureticiye birakilmistir. Bunun sonucunda 1slah calismalari ile elde edilmeye
calisilan farkli dayamma sahip veya kalite kriteri tasiyan Urinlerin hasat sonrasinda
muhafaza ve tasima kriterlerinden olusan kayiplar elde edilen kazammmdan daha fazla
olabilmektedir.

Kavun, klimakterik olgunluk gosteren meyve gruplart icerisinde yer
almaktadir. Klimakterik meyve turlerinde etilen gaz1 basta olgunlasma olmak tzere
bircok fizyolojik olay Uzerine etkilidir. Etilen bu sebze turinin derim sonrasi
olgunlasmasi ve muhafazas: tzerine en ¢ok etkili olan faktdrlerden biridir (Crisisto
ve ark., 1999). Kavunda muhafaza suresini kisitlayan en 6nemli faktorlerden biri
yumusama, unlulasma ve buna bagli olarak gelistigi dustnilen cirimelerdir. Bu
fizyolojik bozulmalarin muhafaza siresinin uzamasi ile soguk zararindan meydana
geldigi bilinmektedir. Bu nedenle muhafaza siiresince bu sebze tirinde kalitenin
korunmasi ve etilenin kalite Gzerine etkilerinin hem fizyolojik hem de biyoteknolojik
yontemler kullanilarak arastirilmasi gerekmektedir.

Kantalop kavunu etilen ile olgunlasma islevinin diizenlenmesi ve olgunlasma
oramna etkisi ile tipik bir klimakterik bitki 6zelligi gbstermektedir. Kantalop kavunu
ile klimakterik Ozellik gostermeyen kavunun gaprazlanmas: sonucu, klimakterik
karakterin kavunda dominant bir 6zellik gogterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte
baska bir denemede klimakterik 6zellik gostermeyen iki kavunun caprazlanmasiyla
klimakterik Ozellik gosteren meyve olusmasi, klimakterik karakterlerin karmasik ve
farkli bir genetik yapida oldugunu gostermistir. ‘Charentais kavununda etilen
Uretiminin baskilanmasinin, RNA ACC oksidaz antisens tarafindan gerceklestigi
gorilmis, bunun yaninda birgok olgunlasma siireci etilen tarafindan diizenlenirken
etilenden bagimsiz oldugu durumlarin da oldugu goralmastar (Pech, 2001).

Tarimsal Uretimin arttirilmasinda modern biyoteknolojik yontemler arasinda
sUphesiz en fazla ilgi ¢cekeni genetik mihendisligi ya da ‘Rekombinant DNA’
teknikleridir. Bunun nedeni 6zellikle bitki 1slal alamnda somaklonal varyasyon ve
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protoplast flzyonu tekniklerinin ilk zamanlardaki fazla iyimser beklentilere yanit
veremeyislerinin yamnda, genetik muhendisliginin agtigi yeni ufuklardir (Cetiner,
1993).

Genetik muhendisligi ya da Rekombinant-DNA teknikleri ile bitkilere gen
transferinde; transgenik htcrelerin in vitro kosullarda uygun besi ortamlarinda
rejenere olmasi ve bunlardan bitki elde edilmesi son derece 6nemlidir. Farkli
genotiplerin ve farkli eksplantlarin farkli diizeylerde rejenere oldugu kavunda bu
konu 6zellikle dikkat ¢cekecek diizeydedir (Curtik, 1999).

Bugine kadar meristem ucu kudltarl, embriyo kurtarma, somatik hiicre
flzyonu, somaklonal varyasyon, haploid/poliploid bitki Uretimi ve genetik
muihendisligi  gibi  bitki biyoteknolojisi yontemleri kavun 1slalina katkida
bulunmustur (Ezura, 1999).

Rhizobiaceae familyasinin bir tlrd olan Agrobacterium tumafaciens, kok
bogazinda olusan yaralardan bitkiyi enfekte ederek kok bogazi uruna sebep olan
Gram (-) negatif bir bakteridir. Agrobacterium enfeksiyonu sonucunda bitki
hiicresinde bulunan Ti (Tumor inducing) plazmidi Gzerinde yer alan hareketli bir
DNA parcasi olan T-DNA (Transfer DNA) bitki hicrelerine gegcmekte ve
kromozomlarla sabit olarak bittinlesmektedir (De La Riva ve ark., 1998; Zaenen ve
ark., 1974). Arastirmacilar T-DNA sinirlar1 igerisine yerlestirilen herhangi bir DNA
parcasinin kolaylikla bitki hticresine aktarilabildigini kesfetmislerdir (Leesmans ve
ark., 1982; Schell ve Van Montagu, 1983).

Transgenik bitkilerin Gretiminde A. tumefaciens yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu bakteri aracilig: ile her ¢esit bitki hiicresine gen aktarmak mumkin
iken, gen aktarilan hiicre oram son derece disuktir. Bu sebeple, ¢cok sayida gen
aktarimi yapilamayan hticre icerisinden gen aktarimi yapilan hiicrelerin belirlenerek
secilmesi  gerekmektedir. Gen aktarilma basarisim en ¢ok etkileyen faktor ise
aktarim yapilan hicrenin rejenerasyon kabiliyetidir. Rejenerasyon kabiliyeti
(totipotensi) olmayan hiicrelere yapilan gen aktarimi hicbir anlam ifade etmemekte
ve ayrica gen aktarilan hicrelerden yeni bitkilerin olusmasi gerekmektedir. Ancak
bitki dokularindaki hiicrelerin az bir bolimi hem rejenerasyon hem de gen aktarimi
yetenegine sahiptirler. Bu sebeple, tarimsal 6neme sahip olan genleri bitkilere
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aktarabilmek icin bitki doku ve hicrelerinden etkili bir rejenerasyon protokoli
gelistirilmesi oldukca 6nemlidir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

Kavunda ucucu aroma molekdlleri, 6nemli meyve kalite kriteridir. Son 10 yilda
yapillan arastirmalar, meyve aromalar1 igerisinde bulunan ugucu molekdllerin
tammlanmasi ve onlarin biyosentetik donlstim safhalar: tizerine yogunlasmistir. Son
calisgmalar ise meyvelerdeki ucucu aroma maddelerinin sentezinde rol oynayan
genlerin izolasyonuna yoneliktir (Aharoni, 2000, Beekwilder ve ark., 2004).
Kantalop kavunlarinda, esterler ugucu aroma maddelerinin esas grubunu
olusturmaktadir. Kantalop kavunlar arasinda, ‘Charentais tipi yiuksek oranda
aromatiktir.

Charentais kantalop kavunu (Cucumismelo L., var cantalupensis Naud) ¢ok iyi
aromatik Ozelligi ve tad ile karakterize edilmektedir. Bununla beraber kisa raf
Omrinden dolay:, 1slahcilar caligmalarimi raf  Omrindn  uzatilmasi, verimin
arttirlmasi, bir 6rneklilik ve zararlilara dayaniklilik karakterlerinin kazandirilmast
yoninde yogunlastirmiglardir. Bu tir karekterlerin kazandiriimas: da ayn1 zamanda
meyve tadinin kaybolmasina neden olmustur. Etilen Uretiminin baskilanmasi,
Charentais kantalop kavunundaki aroma maddelerinin kuvvetli bir sekilde
engellenmesi ile sonuglanmustir

Diger kantalop kavun g¢esitlerinde oldugu gibi Charentais kantalop
kavunundaki aroma maddeleri de; esterler, doymus ve doymamus aldehitler, alkoller
ve sulfur bulunduran molekilleri iceren kompleks yapilardan olusmaktadir. Bu
molekiller arasindaki ugucu esterler, miktar olarak 6nemli ve aroma konusunda
anahtar roll oynayan bir molekildir. Kavunun aromatik kompozisyonu hakkinda
tam bir bilgiye sahip olunsa da, metabolik reaksiyonlarda rol oynayan enzimlerin
molekiler ve biyokimyasal karakterizasyonu hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadr.

Ucucu aroma molekillerinin sentezi  etilen  hormonu  tarafindan
duzenlenmektedir. Bitki hormonu etilen, klimakterik meyvelerin olgunlasma
safhalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Diger hormonlar ve gelisimsel faktorler de
etkili rol oynamaktadirlar ancak bu faktorlerin dogal yapist bilinmemektedir. Son
donemlerde gercgeklestirilen 6nemli calismalardan biri de etilenin inhibe edilmis
oldugu transgenik domateslerin ve kavunlarin kullamimi ile etilene bagimli ve
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bagimsiz olgunlasma déngu ayrimimin yapilmasidir. 1-aminocyclopropane (1-MCP)
1-carboxylic acid (ACC) ve oxidase (ACO) iceren transgenik kavun igerisinde seker
birikimi, asitlik kaybi gibi kriterler etilenin baskilanmasi ile degistirilemez. Karsit
olarak, yumusama, cicek sapimn bozulmast gibi olgunluk kriterleri ve aroma
maddelerinin Uretimi, transgenik meyvelerde etilenin noksanliginda kuvvetli bir
sekilde azalmaktadir. Etilenin baskilanmis oldugu meyveleri artan miktarlarda distan
etilen ile muameleye tabi tuttugumuzda hormona karsi farkli olgunluk safhalarinda
duyarliligin gelistirildigi gorilmektedir (Flores ve ark., 2001).

Farkli kavun cesitleri karsilastirildiginda, Charentais, alifatik ve dallanmis ester
aromalarint Ureten 6nemli bir aromatik kavundur. Transgenik bitkilerde, Antisens
ACC oksidaz mRNA (AS), bitkilerde sentezlenen etilen hormonunun seviyesini
oldukca dustrmektedir. Alifatik ester olusum asamalarinda, etilenin diizenleyici bir
roli oldugu belirlenmistir. Hexyl ve butyl asetat gibi alifatik esterlerin tretiminin,
AS meyvelerinde sinirlandigi goéralmistir. Baslangictaki var olan cesitlerde inkibe
edilen meyve diskleri kullamlarak, AS bitkilerinde ester formasyonunun inhibe
edildigi adimlar, yag asitlerinin ve aldehidlerin indirgendigini gostermektedir. Bunun
aksine, etilen antogonisti 1-metilsiklopropan (1-MCP) ile muamele edilen AS
meyveleri, asetil transferaz aktivite inhibisyonunun yaklasik % 50 oramnda oldugunu
gostermistir. Bu oran, bagli etilenin ve AS meyve disklerinde artik seklinde kalan
dustk etilen konsantrasyonu tarafindan da dogrulanmistir. Sonug olarak, yag asitleri
ve aldehitlerin indirgenmesi, temel olarak bagli etilen oldugunu gostermektedir
(Flores ve ark., 2002).

Kavunlarda aroma sentezinde, esterlerin Uretimindeki son safha Alkol agil
transferaz enzimi (AAT) tarafindan katalizlenmektedir. Alkol agil transferaz,
kavunda alkollerin asetilasyonundan sorumlu enzimdir. AAT aktivitesini gosteren
gen cilekten izole edilmistir. Kavunda ise AAT proteinini kodlayan genler ise
Charentais kantalop kavun meyvesinden izole edilmistir. Arastiricilar, iki AAT
geninin (CM-AAT1 ve CM-AAT2) ekspresyonunu ve CMAAT1 geni tarafindan
kodlanan AAT enziminin biyokimyasal ve fonksiyonel karakterizasyonunu
incelemislerdir. Bu genler, cilek gibi karakterize edilmis diger meyve agil transferaz
ile % 21 oramnda aym 6zellik gostermistir. RT-PCR calismalar1 her iki genin de
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olgunlasmanin erken ve orta donemlerinde artan oranlarda meyvede spesifik olarak
eksprese oldugunu gostermistir. Ekspresyon, etilenin baskilandigi antisens ACC
oksidaz (AS) meyvelerinde ve etilen antogonisti 1-MCP ile muamele edilmis yabani
tiplerde ciddi olarak azalmistir. Maya igerisine 2 genin klonlanmasi, CM-AAT1
proteininin alkol agil transferaz aktivitesini gosterdigini ortaya gikarmistir. CM-
AAT1 ve CM-AAT2 arasinda yuksek oranda homoloji olmasina ragmen CM-
AATZ2 de acil transferaz aktivitesi belirlenememistir. CM-AAT1, genis oranda alkol
ve acyl-CoAs kombinasyonundan esterleri Uretme yetenegine sahiptir. Alifatik
alkollerin yuksek karbon zincirleri, yiksek aktiviteye sahiptir. Branclasmis alkoller,
metil grubun pozisyonuna bagli olarak farkli oranlarda esterlesmektedir. Fenil ve
benzoyl akolleri de iyi substratlardir, ancak aromatik eklentinin buiyukligi ve
pozisyonu ile aktivitesi degismektedir. Cis ve trans degisimler aktiviteyi ya olumlu
ya da olumsuz olarak etkilemektedir. Sonu¢ olarak CM-AATL1 proteini kavunlarda
aroma ucgucu bilesiklerinde 6nemli role sahiptir (Y ahyaoui ve ark., 2002).

Alkol acil transferaz (AAT) tarafindan sentezlenen ugucu esterler, cogu
aromali meyvelere katkida bulunan ana bilesik siniflarindan biridir. Charentais
(Cucumis melo var. Cantalopensis) kavununda AAT geni amino asit farkliliklar: olan
4 tiyeden olugmaktadir; [%84 (CM-AAT1/Cm-AAT2), %58 (Cm-AATL/Cm-AAT?3)
ve %22(Cm-AATLCm-AAT4)]. Cm-AAT2 disindaki tim kodlanmis proteinlerin
mayada enzim ekspresyonlar: incelenmistir ve onun disinda substrat farkliliklar:
gogerilmistir. Kodlanmis bdlgelerdeki direk mutasyonlar ugucu esterlerin dretimi
icin Cm-AAT2 nin aktivitesinin bozuldugunu ve bu mutasyonun tum aktif AAT
proteinlerinde threonin yerine 268 aleninin var olmas: ile ilgili oldugunu
gogermistir. CmAAT-1 ise 268-A igerisinde 268-T mutasyonunun gelmesi ile
aktivitesini kaybetmektedir. Bu Ug¢ proteinin aktivites meyve olgunlasmas: siiresince
keskin substrat artislari ile dlgilmustir. Bu galismada sunulan bu veriler, coklu AAT
genlerinin kavunda ester formlarinin buyuk bir ¢esitliligi oldugunu gostermektedir
(El-Sharkawy ve ark., 2005).

Alkol dehidrogenaz (ADH), aldehitleri alkollere gevirerek ve ester olusumlar:
icin subsrat saglayarak meyvelerde ugucu aroma molekillerinin  sentezine
katilmaktadir. Charentais kantalop kavunu (Cucumis melo L., var cantalupensis
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Naud)' ndan aminoasid diizeyinde % 15 benzerlik gosteren iki farkli ADH genleri
izole edilmistir. CmADH1, orta zincirinde c¢inko atomuna bagli bir yapi
gostermektedir. CmADH2, ADH’ lerin kisa zincirli tipidir. Iki kodlanmis
proteinininde mayadaki ekspresyonlarina bakilarak enzimatik olarak aktif olduklar:
bulunmustur. Her iki CmADH proteinleri de rediktazlar olarak daha aktiftirler ve
spesifik olarak meyvede eksprese olarak, olgunlasma sirasinda sentez oranlari
artmaktadir. Toplam ADH aktivitesi, antisense oksidaz kavunlari igerisinde ve
etilenin antagonisti  1-metilsiklopropan (1-MCP) ile muamele edilmis kavun
meyvelerinde kuvvetli bir sekilde engellenmekte buda etilen tarafindan pozitif
diizenlenmeyi gostermektedir (Manriquez ve ark., 2006).

Molekller biyoloji alaminda gunimizde sik rastlanan konulardan birisi,
genlerin islevlerinin anlasiimasinda bu islevlerin bastiriimas: veya durdurulmasi
yonteminin kullamlmasidir. Son yillarda gen ifadesinin durdurulmast amaciyla
kullanilan “RNA interference” (RNAI) teknigi dne ¢ikmaya baslamistir (Anonim,
2007).

Fire ve Mello (1998) yilinda toprak kurtcugu (Caenorhabditis elegans)
Uzerinde yaptiklar: arastirmalarda bu transkripsiyon sirecine nasil midahale edilip,
istenmeyen proteinleri Ureten genlerin islevsiz hale getirilecegini kesfetmislerdir.
Gen susturma mekanizmalari ilk 6nce Okaryotik canlilarda patojenlere karsi savunma
ve gen ifadesinin dizenlenmesi amaclariyla gelistirilmistir (Waterhouse ve ark.,
2001). Ayrica bu mekanizmalar tek hiicreliler ve hemen hemen tim Okaryotlarda da
bulunmustur. Arastirmacilar, hiicreye ¢ift sarmalli bir RNA aktarildiginda, bunun
kendisiyle aym kodu tastyan geni susturdugunu gozlemlemisler ve bu RNA
mudahalesinin  yararli  bir arag olarak kullanilabilecegini  belirtmiglerdir.
Mekanizmada cift sarmalli RNA, ‘Dicer’ adi verilen bir protein kompleksine
baglanmakta, Dicer ise bu ¢ift sarmalli seridi daha kiglk parcalara bolmektedir.
Daha sonra devreye RNA ile uyarilmis susturma kompleksi (RISC) adli baska bir
protein kompleksi girmekte ve ‘RISC’, kigik parcalara ayrilmis RNA sarmal
ciftlerinden birini almaktadir. iki sarmaldan birini attiktan sonra Gtekinin Uzerine
baglamaktadir. RISC' e bagli sarmal parcas: da bir sonda gibi kendi sifresine uyan
MRNA’ lar1 aramakta ve Uzerindeki baz dizilisine uyan mRNA ipligini yakalayinca
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da RISC, hedef mRNA'y1 parcalamaktadir. BOylece mesgj yerine ulasmamakta ve
dolayisiyla islevi o proteini kodlamak olan gen susturulmus olmaktadir (Gurdilek,
2006).
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Sekil.1.1. RNA interferans Mekanizmasi. Uzun cift iplikli RNA (dsRNA) RNAaz
Pol 11l enzimi olan Dicer tarafindan tamnr ve 21 - 23 nikleotid
uzunlugundaki SIRNA dublekslerine dontsturtlir (1). Sentetik SIRNA (2)
veya endogenik siRNA’lar (3) RISC ile etkilesirler bundan dolay1 Dicer
islevi bloke olur. SIRNA’ lar multiprotein kompleksi olan RISC ile etkilesir
(4) RISC kompleksindeki bir helikaz, SRNA dubleksini acar ve tek iplikli
SIRNA’y1 iceren RISC mRNA’ya komplementerize olur (5). RISC icinde
tanimlanmamis bir RNAaz (silecer) mRNA’ y1 parcalar (6) (Karaboz ve
Colak, 2007)

RNAI basit olarak; hicre igerisinde meydana getirilen ya da dogal olarak
Uretilen cift zincirli RNA molekdlleri, evrimsel olarak korunmus bir dizi ardigik
molekuler olay zinciri ile dizi eslenigi olan mMRNA’ya baglamp parcalanmasini
saglamakta ve bdylece gen anlatiminda transkripsiyon 6tesi bir susturulma saglanmis
olmaktadir (Anonim, 2006).
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Bitkilerde RNAI, tek sarmallit RNA’dan ¢ift sarmallit RNA uyaricilar: olusturan
bir RNA’ya bagli RNA polimerazdan (cRdRP) olusur. RNAI, kromatin baskilama
yoluyla veya hedef RNA’y1 parcalamak suretiyle transkripsiyon sonrasi gen susturma
(PTGYS) yoluyla transkripsiyonel gen susturmay: (TGS) uyarabilir. RNA midahale
yollari, ¢ift sarmalli (dsSRNA) RNA uyaricilarim kullanarak bunlari Dicer proteini ile
parcalamak suretiyle 21-25 nikleotid uzunlugunda kisa susturucu RNA’ lar (sSIRNA)
olustururlar (Waterhouse ve ark., 2001).

RNAI, transkripsiyon sonrasindaki asamada calisir ve sitoplazmada homolog
MRNA’'nin sekans spesifik parcalanmasina yol acar. Transgenik bitkilerde gen
ifadesini degistirmede karsilasilan temel problem, hedefteki genin hicrenin temel
fonksiyonlarinda veya spesifik gelisme asamalarinda anahtar rol oynayan bir gen
olmasi durumunda gorilir. Bu problemi dnlemede bitkiler aleminde uyarilabilen
diizenleyiciler (promotor), transfer edilen genin temporal ve kantitatif kontrold igin
bir yol saglarlar (Karakurt ve ark., 2007). Bitkilerde kullanilan uyarilabilen ifade
sistemleri arasinda, kimyasal uyaricilara tepki gosteren bir kag dizenleyici
belirlenmistir (Hammond ve ark., 2001). Bu dizenleyiciler, tetrasiklin (Verdel ve
ark., 2004), bakir (Baumberger ve Baulcombe, 2005), etanol (Tang ve ark., 2003) ve
steroid gibi farkli gevresel uyaricilarla kontrol edilirler (Qi ve ark., 2005) .

Eklemeli mutagenesisin aksine, RNAI ile gen ifadesinin engellenmesi son
zamanlarda bitki fonksiyonel genomik calismalarinda kullaniimaktadir. RNAI,
fonksiyonel genomik icin kullanilan eklemeli mutagenesis stratejilerine gore bir kag
avantgja sahiptir. Temel avantg] secilen geni spesifik olarak hedefleme kabiliyetidir.
RNAI homolojiye bagl: bir olay oldugu icin, hedef sekansinin spesifik bir bolgesinin
dikkatli segimi, spesifik bir gen ailesi Uyesinin susturulmasini garantileyebilir veya
bir gen ailesinin bir ¢cok Uyesi yuksek derecede korunmus sekans bolgelerinin
hedeflenmesi yoluyla aym anda susturulabilir. RNAiI aym zamanda bitkiler icin
hayati genlerin fonksiyonlarimt analiz etmede kullamilabilir. Buna ilaveten,
uyarilabilen diizenleyicilerden iRNA’ larin ifadesi gen susturulmasinin derecesini ve
zamanlamasini kontrol edebilir (Hammond ve ark., 2000). Oyle ki faydali genler
sadece istenilen bitki organlarinda ve istenilen blyime asamalarinda susturulabilir.
Bu sekilde, RNAI farkli fonksiyonlu genlerin karakterizasyonu igin gereken esnekligi
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saglar. Virtsle ve agroinfiltrasyon ile uyarilan metotlarin aksine, RNAI susturulmasi
stabildir (Carthew, 2001). T-DNA eklemesi ve transpozon isaretlemesi gibi diger
mutajenik metotlarin  aksine, RNAI susturulmast uyarilabilir ve geriye
donustardlebilir (Gupta ve ark., 2004). Bu 6zelliklerden yararlanilarak, 6zellikle bitki
gelisiminin ilk donemlerinde etkili olan genler Uzerinde calisilabilir. Birgok
avantajlarina ragmen, gen kesfi ve karakterizasyonu icin RNAI'nin degeri gen
fonksiyonunun gorinir bir fenotip olusturamadigi durumlarda azalmaktadir. RNAT’
nin kullamlmasinda diger bir dezavantaj ise bireysel transformantlar icin etkilerinin
degisebilmesidir.

Bitkilerde (¢ RNA susturma yolu vardir; birincisi, transkripsiyon sonrasi gen
susturulmast (PTGS) olup ¢ift sarmalli RNA’lardan olusan 21 nukleotidli SIRNA’lar
tarafindan gergeklestirilir. Ikinci yol, bir sinif kiiglik biinyesel RNA’lar olan miRNA'
lart kapsar. miIRNA’lar miRNA genlerinden transkripsiyon yoluyla elde edilen
MIRNA ©On polinikleotidlerden Dicer-benzeri 1 (DCL1) tarafindan Uretilirler.
miRNA’lar hedef mRNA’lar ile baz cifti olusturmak yoluyla gen ifadesini
engellerler.  Uglincii yol, transkripsiyonel gen susturulmas: olup DNA ve histon
metilasyonu dahil sSiRNA ile yonlendirilmis kromatin modifikasyonlar: ile ortaya
¢ikmaktadir (Baulcombe, 2004).

Bitkilerdeki RNAIi sistemi bircok RNAI tetikleyicilerine farkli yollar
kullanarak cevap vermektedir. Arabidopsis RNAI yollarindaki birgok anahtar gorevi
goren proteinler ve genler gerek ileri genetik taramalar ve gerekse de geriye genetik
analizler ile ortaya gikarilmistir. Fakat, bitki RNA susturma yollarinin biyokimyasal
mekanizmalarimin tam anlamiyla anlasilmasi hentiz mimkin gérinmemektedir.
Simdiye kadar yapilan calismalarda, daha cok diger organizmalardan genetik
calismalar sonucu elde edilen bilgiler degisik biyokimyasal modellere uydurulmus ve
kismen de olsa RNAI’ nin ¢alisma mekanizmasi ortaya ¢ikarilmaya ¢aligilmistir. Her
ne kadar bitkilerdeki RNAI sistemi bir gok yonden diger organizmalardaki RNAI
sistemine benzerlik gostermese de, bitki RNAI sinyal amplifikasyonu, kisa ve uzun
mesafeli sinyal iletimi ve TGS tepkileri dahil bir cok farkli 6zelliklere sahiptir. Bu
yuzden RNAI bilesenlerinin biyokimyasal karakterizasyonu bitki RNA susturma
modelinin tam olarak anlasilabilmesi icin gereklidir (Karakurt ve ark., 2007).

10
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Kavunda ADH genlerinin fonksiyonlar1 simdiye kadar sadece mayadaki
heterologus ifadesiyle agiklanmistir. Bununla birlikte bu genlerin rold in vivo' da
meyvede agiklanamamistir. Spesifik aromatik bolgelerdeki genlerin her birinin rolt
aydinlatilamamistir. Arastiricilar yaptiklar: bu ¢alismada, A. tumefaciens araciligiyla
RNAi yapisinin  olusturulmast ile kavun meyvesinde iki ADH genlerinin

fonksiyonunun arastirilmasint amaclamiglardir (Y ayinlanmamis).

11
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2. ONCEKI CALISMALAR

Abak ve Dumas de Vaulx, (1980), kavunda rejenerasyonla ilgili ilk bilgileri
vermisglerdir. Arastiricilar, Charentais tipi iki kavun hattinda iki farkli eksplant
kullanarak (hipokotil ve cicek sapi) kallus ve kallustan sirgin uyartim Uzerinde
caismislar ve farkli ortamlar (MS ve G bilesimi, seker NAA, Kkinetin, agar)
denemislerdir. MS ortaminda % 4 sakkaroz, 2 mg/l kinetin ve 0.2 mg/l NAA ile
kallus ve bu kalluslardan % 3 sukroz, % 0.02-0.2 mg/l NAA ile iki hafta iginde
stirguin olusumu saglandig: rapor edilmistir.

Moreno ve ark., (1985), ispanyol kavun gesitlerinden Amarillo oro’ nun 11-13
gunlik fidelerinin kotiledon ve proksimal eksplantlarini, farkli dozlarda 1AA ve
Kinetin iceren BM3 (MS tuzlar1 + 100 mg/I myo-inositol + 1 mg/l Thiamine- HCI +
% 3 sakkaroz + 8 g/l agar) ortamlarinda 27 + 2 °C sicaklikta karanlik ortamda kilttire
aldiklarim ve rejenerasyon etkinligini incelediklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar
yapilan galismalar sonucunda, kilttr ortami kosullar: ve eksplant kaynagina bagli
olarak, kavun dokularinin hem organogenesis hem de embriyogenesis yolu ile
morfogenesise ugrayabildiklerini belirtmislerdir. Kullanilan ortamlardan 1K1560 (1.5
mg/l 1AA ve 6 mg/l Kinetin iceren BM3) ortaminda kotiledonlardan elde edilen
kalluslarin % 90’ imin bitinuyle gelismis strgunler Grettigi, kotiledon eksplantlarinin
oksin iceren ortamda genellikle bol miktarda sirgin ve nadiren embriyo
olusturabildigi, hipokotil eksplantlarimin ise slrgin olusturmadigi ancak somatik
embriyo Uretebildigi bildirilmistir. Calismanin sonunda hem kotiledondan meydana
gelen kalluslardan, hem de organogenik hicre hatlarindan olusturulan adventif
sirgunlerden bitkiler elde edilmistir.

Leshem ve ark., (1988), yapmis olduklar1i calismalarda, farkh
konsantrasyonlarda bitki biyume dizenleyicilerini iceren sivi ve kati ortamlarda
kilture aldiklar1 kavun sirgin uclarinda gozledikleri vitrifikasyonun (camlasma)
olusumunu ve gelisimini incelemislerdir. Arastiricilara gore vitrifikasyonu tesvik
eden ortam kosullarimin varligi sbz konusu olmasina ragmen, besi ortaminda
sitokinin  bulunmadigindan vitrifikasyon olusmamistir. Bu sebeple sitokinini,
vitrifikasyonu tesvik edebilecek birincil faktor olarak belirlemiglerdir. Sitokininsiz

12
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ortamda vitrifikasyonu tesvik edecek faktorler olmamasina ragmen, diusik oranda
spontan vitrifikasyon gbzlendigi saptanmustir. Vitrifikasyonun gorilme frekansinin,
ortamin igerigi ileiliskili oldugu belirtilmistir. Arastiricilara gore, sivi ortamda higbir
etki gorilmezken, kat1 ortamdaki vitrifikasyon zamana bagli olarak artmustir. Kati
ortamda vitrifiye olmus tim eksplantlar, 2. veya 3. alt kiltirden sonra kallusa
donusmistir. Bu duruma bakilarak, ortamda sitokinin bulunmasina tepki olarak
gozlerde vitrifikasyonun olustugu 6ne strdlmastr.

Leshem (1989)'in yapmis oldugu calismada, kavun kotiledon yapraklarinda
organ uyartim zaman ile organogenesisin olustugu bolgeyi arastirmis ve ¢alismada
kallus, kok veya sirgin rejenerasyonu olusumunun Kkotiledonun yalmz bazal
kismindan meydana geldigini bildirmistir. Organ uyartimu icin kdklerde en az 1, en
cok 3 giun, surgunlerde ise en az 3, en ¢ok 5 guin gerektigi, besin ortamina IAA’in
tasinmasim  engelleyen TIBA'mn 2 mg/l konsantrasyonu eklendiginde,
kotiledonlardaki organogenesisin tamami ile durdugu saptanmustir. Organogenik
tepkinin kesim isleminden sonra endojenik biytme faktori 1AA’in polar olarak
taginmasi ve eksplantin bazal kisminda birikmesi ile meydana geldigi ve eksojenik
hormonlarin organ olusumunu uyarcig: belirtilmistir. Ekzojenik oksin/sitokinin
oraninin yeni bir rejeneratif bolge olusturmadigi, sadece organogenesis oraninin
artmasin tesvik ettigi rapor edilmistir.

Niedz ve ark., (1989), kavunlarda eksplantlardan rejenere olan 1.5 ve 4 mm®
blyUklGglnde ve yaprak taslag: iceren yesil nodiler yapiyr ‘g6z’ (tomurcuk); 0.5
mm’'den uzun govdesi olan ve gévde Uzerinde genislemis yaprak ve yaprak sapi
bulunduran ayrica sirgin apeksine sahip bitkicikleri de ‘sirgin’ olarak
isimlendirmiglerdir.

Fassuliotis, (1990), farkli yazarlara dayanarak gercek yaprak dokusu (Katkel
ve ark., 1988; Dirks ve Van Bugennum, 1989), kallus suspansiyon kalturt (Oridate
ve Oosawa, 1986), protoplast kilttiri (Roig ve ark., 1988; Moreno ve ark., 1986) ve
kotiledonlardan (Dirks ve Van Buggenum,1989; Roig ve ark.,1988 Mackay ve ark.,
1989; Brachard ve ark., 1988) bhitki rejenerasyonunun gergeklestigini belirtmekle
birlikte, cok az sayida genotipin in vitro kosullarda basariyla rejenere edilebildigini
(Ortsve ark., 1987) bildirmistir.
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Fang ve Grumet, (1990), in vitro kosullarda yetistirilen 4-5 guinlik fidelerin
kotiledon yapraklarimin 4 kenarim bistiri ucu ile keserek elde ettikleri eksplantlari
kullanmak suretiyle, NPTII genini Hale’'s Best Jumbo kavun gesidine aktarmak
amactyla cesitli denemeler yapmuslardir. Gen aktarma calismalariin 10’-108
hicre/ml yogunlugundaki bakteri kaltard ile ydrGtaldigind, en uygun bakteri
inokulasyon siresinin 10 ile 30 dakika oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar, inokile
ettikleri eksplantlardan % 3 ile % 7'sinden transgenik bitki elde ettiklerini
vurgulamuglardr.

Gonsalves ve ark., (1994), yaptiklar1 rejenerasyon calismalarinda; Dirks ve
Van Buggenum (1989) adli arastiricilarin kullandigi rejenerasyon protokoltnt
(rejenerasyon ortami: MS tuzlari ve vitaminleri + 4.4 uM BA; sirgin biyltme
ortami MS tuzlar: ve vitaminleri + 0.22 uM BA; koklendirme ortami % 2 sukroz
iceren MS tuzlar1 ve vitaminleri) modifiye ederek Burpee Hybrid, Hale’'s Best
Jumbo, Topmark, Heart of Gold ve Harvest Queen gesitlerinin rejenerasyon
yeteneklerini arastirdiklarint ve rejenerasyon oraninin sirasityla % 14, % 69, % 21, %
33 ve % 41 oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar eksplantlarin 4 kesim yerinden
birinde rejenerasyonun olustugunu ve proksimal eksplantlarin proksimal kesim
yerinde olusan rejenerasyon oraninin, eksplantlarin distal bolgesine gore biraz daha
yuksek oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica eksplantlarin rejenerasyon ortamina
alinmasindan 9 gun sonra mikroskobik olarak kallus olusumunun gézlendigini, 2
hafta sonra surgun taslaklarimn gordlebildigini, 3 hafta sonra ise eksplantin
proksimal kesim bdlgesinde bir veya daha cok noktada yaklasik 50-75 slrgin
tadaginin  meydana geldigini saptamuslardir.  Bununla birlikte bu slrgin
taslaklarindan sadece (eksplant basina) 2 ila 10'unun surgiin haline geldigini tespit
etmislerdir.

Valles ve Lasaj, (1994), adli arastiricilar, in vitro kosullarda yetistirilen 5
gunlik fidelerin kotiledon yapraklarim kullanarak, pBI121 plazmidine sahip A.
tumefaciens'in LBA4404 susu araciligiyla, NPTIl ve GUS genlerini Amarillo oro
kavun c¢esidine aktarmak amaciyla ¢esitli denemeler yapmuslardir. 1K1560, NBO0101
ve BM3 ortamlarimi sirasiyla rejenerasyon, sirgin biyitme ve koklendirme
ortamlar1 olarak kullanmuglardir. Rejenerasyonda 0, 25, 100 ve 200 mg/I’'lik
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kanamisin konsantrasyonlarim deneyerek 100 mg/I’ lik dozda bilytime ve gelismenin
engellendigini belirlemislerdir. Eksplantlarin Agrobacterium ile bulastirildiktan sonra
antibiyotik (kanamisin ve sefatoksim) icermeyen rejenerasyon ortaminda 1, 2 ve 3
gunlik farkli bekletme sirelerinin transformasyon oranmt Uzerine olan etkisini
arastirdiklarin ve en uygun stirenin 2 giin oldugunu belirtmislerdir. 3 giinluk siirenin
uygulandigi  eksplantlarda  hic  rejenerasyon  gozlenmedigini  ve  bunun
Agrobacterium'un ortamdan uzaklastirilamamasindan kaynaklanmis olabilecegini
ifade etmislerdir. Inokilasyondan 10 gin sonra eksplantlarin yaklasik % 10’unun
tomurcuk olusturdugunu, olusan tomurcuklarin ise % 50’'sinin kiguk slrginlere
donustugini tespit edilmistir.

Ayub ve ark., (1996), etilenin klimakterik meyvenin olgunlasmasinda 6nemli
rol oynayan bir bitki hormonu oldugunu bildirmiglerdir. Antisens ACC (ACC
oksidaz etilen biyosentezinin son basagamagini katalize eden gen) oksidaz genini
eksprese eden transgenik kantalop (Charentais) kavununun rejenerasyonunu
saglamislardir. Transgenik meyvenin etilen Uretimi transgenik olmayan meyvenin
etilen Oretiminin % 1’'inden daha az miktarda oldugunu ve olgunlasmay: bloke
ettigini bildirmislerdir. Antisens 6zellikli olgunlasmayan meyveye sahip bitkinin
disaridan etilen uygulamasiyla geri donUstUrdlebildigini saptamiglardir. Antisens
ACC oksidazl1 kavunlarin analizi, etilene bagli olarak ve etilen sbz konusu olmadan
gerceklesen olgunlasma islemini gostermistir. Elde edilen transgenik hat nedeniyle
kavunun depolama 6mri ve kalitesinin arttigim ve buna bagli olarak ticari olarak
gelisimde bir potansiyel teskil ettigini bildirmislerdir.

Bordas ve ark., (1997), kavunda genetik transformasyon etkinliginde rol
oynayan pek cok faktorin etkisini arastirdiklarint bildirmislerdir. Arastiricilar,
eksplant olarak ‘Pharo’ kavun cesidinin hem gercek yapraklarindan hem de kotiledon
yapraklarindan, ‘Amarillo canario’ c¢esidinin ise yalmzca gercek yapraklarindan
aldiklar1 pargalart kullanmuglardir. Arastrmada HAL1 (Tuzluluga dayaniklilik
saglayan gen), GUS ve NPTII genlerini iceren pRS655 plazmidine sahip
Atumefaciensin  LBA4404 susunu  kullanmiglardir.  Pharo  gesidinin - gergek
yapraklart kullamlarak yapilan gen aktarma calismalarinda, % 0.4 oraminda
transgenik bitki elde edildigini saptamislardir. Amarillo canario gesidinin gergek
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yapraklarinin eksplant olarak kullaniddigi ve 200 pM acetosyringone’ nun co-
cultivation ortamina ilave edildiginde veya hem bakteri cogaltma ortaminda hem de
co-cultivation slresi boyunca ortama eklendiginde ya da asetosringon
eklenmediginde elde ettikleri transformasyon orammnin sirasiyla % 0.7, % 13 ve % 0
oldugunu bildirmiglerdir.

Gurik ve ark., (1998), yapmis olduklari ¢aligmada kavunun hipokotil ug
kismini igeren eksplantlarinin, tepe tomurcugu olmaksizin MS ve BA igeren ortamda
cok sayida slirgin olusturabilme yetenegine sahip oldugunu belirtmiglerdir. Y apilan
arastrmalar  sonucunda; hipokotilin tepe kismindan rejenerasyonun daha hizl
oldugunu ve 2 gun icerisinde ilk strgtnlerini olusturdugunu buna nazaran kotiledon
yapraklarinda bu sirenin 1 ay gibi bir sire oldugunu, hipokotilin tepe kismindan
rejenerasyonun  karanlikta meydana geldigini, kotiledon eksplantlarindan
regenerasyonun ise isiga gereksinim duydugunu, hipokotilin tepe kismindan
rejenerasyonun % 100 diploid olan siirgiin olusumu ile sonuglandigini, buna karsit
olarak kotiledon kismindan rejenerasyonun % 42 tetraploid olarak sonuglandigini
bildirmislerdir.

Ezura (1999)' nin bildirdigine gore; Fang ve Grumet (1993) adli arastiricilar
ZYMV'’ne dayaniklilik saglayan kilif protein genini kavuna aktararak ZYMV'ne
dayanikl1 transgenik bitkiler elde etmiglerdir.

Gaba ve ark., (1999)'min bildirdigine gore, In vitro kosullarda kotiledon
eksplantlarindan sadece direkt organogenesis yoluyla rejenere olan kavunun Galia
gesidinde gozlenen goz (tomurcuk) rejenerasyonunun anatomisi ve morfolojisi
arastirma  sonucunda, kavun kotiledon yapraklarindan elde edilen direkt
rejenerasyonun epidermis tabakasindaki hicre bolinmesi  sonucu  olustugu
bildirilmistir.

Gaba ve ark., (1999)' nin bildirdigine gore; hiyar (Gambley ve Dodd 1990;
Colijn-Hooymans ve ark. 1994), kavun (Leshem, 1989; Gonzalves ve ark., 1994) ve
karpuz (Compton ve Gray, 1993) gibi cogu kabakgil tirlerinde kotiledon yapraginin
proksimal kisminin tohum apeksine yakin kesim bolgesi rejenerasyon agisindan en
cok aktif olan bdlge oldugu belirtilmistir.
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Guis ve ark., (2000), Cucumis melo var. cantalupensis nin (cv. Vedrantais)
yaprak eksplantlarindan yeni bir transformasyon yontemi gelistirerek cogunlugu
diploid transgenik bitkiler elde ettiklerini belirtmiglerdir. Bircok rejenerasyon
protokolii kullanarak rejenerasyonun etkinligini ve rejenerant kavun bitkilerinin
ploidi dizeylerini arastrmiglardir. Bitkilerin 10 gunltk fidelerinin  kotiledon
yapraklarinin kullanilcig: ve 1 mg/l BA ve 1 mg/l 2IP (isopentyladenin) iceren MS
ortaminda kultore alindigi sonugta % 73 oramnda rejenerasyon elde edildigi
bildirilmistir. Elde edilen rejenerant bitkilerin % 84’ten fazlasimin diploid olarak
bulundugu bildirilmistir. Transformasyonda Agrobacterium ortama eklendiginde
rejenerant diploid bitki eldesinde 6nemli bir degisme olmadig1 (% 81) kaydedilmistir.
Bu protokolin ACC oksidaz geninin aktarilarak diploid bitki eldesinde basar: ile
uygulandig bildirilmistir.

Nora ve ark., (2001), Kathal ve ark., (1988) tarafindan tammlanan
rejenerasyon protokolini kullanarak, kavundan alinan yaprak ve kotiledon
eksplantlar1 ile rejenere olan bitki oramini, transformasyon ve ploidi oranlarin
saptamuslardir. Geng yaprak eksplantlarindan elde edilen rejenerant bitkilerde ploidi
seviyesinin daha yiksek oranda goruldigi belirlenmis ve bunlar transformasyon igin
alici  dokular olarak  secilmistir.  Agrobacterium tumefaciens ile gen
transformasyonunda oran % 3 olarak belirlenmistir. ACC oksidaz iceren PAP4 geni
transformasyonda kullamlmustir. Bu geni i¢eren transgenik bitkilerin dustk bir etilen
Uretimi gergeklestirdigi saptanmustur.

Martin ve ark., (2003), yapmis oldugu calismada, Vat geni tasiyan kavun
hatlarinda A.gossypii tarafindan olusturulan virus tasimmina karst dayamkliklik
mekanizmasin arastirmislardir. Vat geni, kavunlarda temel vektor olan A gossypii.
tarafindan virts tasimminin engellenmesini saglamaktadir. Calismalarinda, afitin
bitki Uzerindeki davramglart arastirilmig  fakat dayaniklihik arasindaki iliski
anlagilamamustir. Ayrica afit virulansa kars1 hassas ve dayanikli (Vat geni tagiyan)
kavun turleri incelenmis, Hiyar Mozaik Virisi (CMV) inokule edilmis A.gossypii
iceren hassas bitkilerin bir dnceki arastirilan dayanikli bitkilere gore daha etkili

oldugu saptanmustir.
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Taner ve ark., (2004), yapms olduklari calismada, in vitro mutasyon
calismalarina temel olmasi igin; Y uva kavun gesidine ait bitkilerden alinan kotiledon
ve yaprakli hipokotil par¢alarimin MS besin ortaminda stirgiin olusturma kapasiteleri
Uzerine farkli seker konsantrasyonlarinin ( % 15, 20 ve 25) ve pH seviyelerinin (5.6,
5.7, 5.8) etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, kotiledon parcalarindan
sadece kallus olusumu saglanirken, yaprakli hipokotil parcalarindan kallus olusumu
ile birlikte siirgiin olusumu meydana gelmistir. En yiksek oranda ve en kaliteli
sirgiin olusumu bitki parcas: basina 4.89 adet siirgin olacak sekilde % 15 seker
iceren ve pH’ s1 5.6 olan besi ortamindan elde edilmistir.

Yalan-Mendi ve ark., (2004 a), yuritmis olduklar: arastirmada Turkiye' de
ekonomik 6nemi olan Kirkagag 637 kavun cesidinde bitki rejenerasyonu ve gen
transferi kosullarim optimize etmisler ve Agrobacterium tumefaciens yoluyla bu
cesitlere Kabak Sar1 Mozayik Virtsine (ZYMV; Zucchini Yellow Mosaic Virus)
kars1 dayaniklilik genini aktararak dnemli ekonomik kayiplara neden olan bu virls
hastaligina dayanikl: kavun hatlar: elde etmislerdir.

Yalan-Mendi ve ark., (2004 b), yapmis olduklar1 ¢alismada, Turkiye' de
onemli bir kavun cesidi olan Kirkagag 637 kavun tohumlarimin suda bekletilme
zamanlarinin (6, 15 ve 21 saat) eksplant tiplerinin (kotiledon, proksimal ve distal
kismi) ve eksplantin ortam Uzerine konulma seklinin (kotiledonun abaksiyal veya
adaksiyal yuzeyleri) rejenerasyon Uzerine etkilerini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda kotiledonun abaksiyal ve adaksiyal yiizeyleri arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farkliliga rastlanmamistir. Buna ek olarak suda bekletilme zamanlar (6,
15 ve 21 saat) arasindaki farkliliklarin da dnemsiz oldugu belirtilmistir. Kotiledonun
proksimal kismindaki rejenerasyon ve siirgiin olusum kapasitesinin, distal kismina
nazaran daha yuksek oldugu belirlenmis, ayrica farkli suda bekletme zamaninin
rejenerasyonda olmasa da, stirgiin olusumunda 6nemli oldugu bulunmustur. 15 ve 21
saat suda bekletilmis olan tohumlarda siirgtin olusumunun (3.0 sirgiin/eksplant), 6
saat suda bekletilmis olan tohumlardakine nazaran (1.5 stirgiin/eksplant) daha yiiksek
oldugu saptanmustir.

Yoko ve ark., (2003), Vedrantais (Cucumis melo L. var. cantalupensis) ve
Earl’s Favourite Fuyu A. (Cucumis melo L. var. reticulatus) kavun cesitleri ile
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yapmis olduklari calismalarda, somatik embriyogenesis ile, transgenik bitki elde
etme Uzerine calismiglar ve rejenerasyon denemelerinde etkili olacak bir metod
saptamuglardir. 1 - 4 mm?” lik tohum parcalar1 kotiledon ve hipokotil eksplant olarak
kullanilmistir. Embriyo formasyonunu uyartmak igin eksplantlar EI (2 mg/l 2,4-D ve
0,1 mg/l BA) ortamlarina aktarilmstir. 4 haftanin sonunda embriyo oranlari, 116.7
Vedrantais ve 148.6 Earl’s Favourite Fuyu olarak tespit edilmistir. iki haftanin
sonunda ¢imlenme orant sivi MS ortamlarinda % 80 (Vedrantais) ve % 35 (Earl’s
Favourite Fuyu) olarak belirtilmistir. Rejenerant bitkilerin % 60'dan fazlasimin
diploid ve arazi kosullarinda normal fenotip ozellikleri gosterdigi kaydedilmistir.
Agrobacterium ile transformasyon calismalarinda, Vedrantais ¢esidi kullanilarak bir
protokol gelistirilmistir. Embriyo ve kalluslardan, embriyo-yapma segici
ortamlarinda (25 mg/l kanamisin ve 375 mg/I Augmentin) bakteriyel inokilasyondan
8 hafta sonra % 80 oraminda transgenik bitki elde edilmistir. 50 mg/l kanamisin
iceren MS ortamlarinda aday transgenik bitkiler gelistirilmis ve seraya aktarilmustir.
Transformasyon sonrasi yapilan PCR analizleri, GUS ve Southern bloth analizleri ile
transformasyon oran % 2.3 olarak saptanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma 2008-2009 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahce Bitkileri BolUmi Doku Kualtarti ve Biyoteknoloji laboratuvarinda

yarGtalmostar.
3.1. Materyal

3.1.1. Rg enerasyonda ve Transfor masyonda Kullamlan Bitki M ateryalleri

Arastirmada, Fransa Ulusal Tarimsal Arastirma Enstitusii (INRA) nden temin
edilmis olan Vedrantais kavun genotipi kullamlmustir.

3.1.1.1. Vedrantais (Cucumismelo L. var cantalupensis)

Orijini italya olan bu kavun genotipi kantolop grubundandir. Meyve derisi tek
renk olup, meyve aromasi tatl ve giizel kokuludur (Anonim, 2008).

3.1.2. Transformasyonda Kullanilan Plasmid ve Bakteri Irkilari

Transformasyonda E. coli (DH5a) susu icerisinden Agrobacterium
tumefaciense  aktarllan  rekombinant  RNAI-pFGC5941 ticari  plasmidi
kullanilmistir.(Sekil 3.1.) (Cizelge 3.1.)

RNAI yapisi: Her bir grup veya tip genin birkag karakterinin korundugu ADH
genlerinin bir kisim sekanslart BamH1'1n 5 ucundaki Xbal ve Ascl bolimi ve 3
ucundaki Swal bolimind bulunduran tam olgunlasmamis kavun meyvesinin
cDNA'’si kalip olarak kullamlarak PCR ile gogaltilmistir. PCR Urtinleri dnce Ascl ve
Swal ile kesilmig ve bitki transformasyon vektort olan pFGC5941 ile baglanmis ve
E. coli (DH5a) igerisine koyulmustur. Sekans her bir genin dort klonuyla
belirlenmistir. Meydana gelen uygun sekansa sahip olan plazmid pFGC5941-S
olarak isimlendirilmistir. Onceden bahsedilen iki genin antisens olarak siralanms
kistmlarint elde etmek icin PCR Urtnleri BamH1 ve Xbal ile kesilmis ilgili vektore
baglanmis ve tekrar E. coli icerisine yerlestirilmistir (Manriquez ve ark., 2006)
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Sekil 3.1. Escherichia coli (DH5a)’ den Agrobacterium tumefaciens' e aktarilmis
ticari rekombinant RNAI - pFGC5941 plasmidi

21



3. MATERYAL ve METOD

Essa KOCAMAN

Cizelge 3.1. Agrobacterium bakterisinde bulunan plasmid DNA’ min Ozellikleri

PLASMIDIN OZELLIKLERI

Plasmid ad:

PFGC5941-(11406 bg)

ABRC stok numaras

CD3-447

Bakteri seleksiyonu

Kanamycin 50mg/I

Bitki seleksiyonu Basta herbisiti
Promotor buyuklugi (bg) 1400
intron fragmenti ChsA intron

Km (Kan®) Bakteriyel kanamycin direnc geni

BAR Basta herbisitine dayaniklilig1 kodlayan gen

OCS3 Agrobacterium tumefaciens in poliadenilasyon
sinyal dizisi

MAS3 Agrobacterium tumefaciens in poliadenilasyon

sinyal dizisi

MAS1 Promotor

Agrobacterium tumefaciens deki bitki promotoru

CaMV 35S Promotor

Karnabahar 35S mozaik virtisii viral promotoru

LB T-DNA sol bolge
RB T-DNA sag bolge
ChsA Intron(1353 bg) Petunia chalcone sentaz A geni
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3.2. Metod

3.2.1. Regenerasyon ve Transformasyon Denemeleri icin Sterilizasyon
Uygulamalari

Bu tez calisgmasinda kavun tohum sterilizasyonundan kaynaklanan
kontaminasyon sorunuyla karsilasilmamistir. Sterilizasyonda, kavun tohumlarimn
kabuklar1 soyulmus, %15 ’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisine %2 ' lik tween-20’'den 2
damla damlatilmis ve ara sira calkalanarak 10-12 dakika bekletilmistir. Steril saf su
ile 3-5 kez yikanan tohumlar MS (Murashige ve Skoog, 1962) (Ek. 1.1) ortaminda
kaltire alinmus karanlikta 16-18 saat inkiibe edilmistir.

Sekil 3.2. (A) Pensile tohum kabuklarimin ¢ikarilmasi; (B) Y Uzey sterilizasyonunda
kullamlan sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ve steril saf su; (C) Sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi ile tohumlarin muamelesi; (D) Saf su ile tohumlarin
ylzeyinin deterjandan arindirilmasi; (E) tohumlarin filtre kagidh Uzerinde
kurutulmasi; (F) Tohumlarin ¢cimlendirme ortamina aktariimasi
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3.2.2. Tohumlarin In vitro Ortamda Cimlendirilmes

Tohumlar sterilizasyon islemlerinden sonra kurutma kagitlart Uzerinde
kurutulmus ve bitki blyume dizenleyicisi icermeyen MS besi ortamlarinda 16
saatlik fotoperiyotta 25-26 °C de 3 giin kiilttire alinmugtir.

3.2.3.Doku K ultara Sartlary

Doku kultird ve transformasyon calismalarimn timi aseptik kosullarda Bitki
Biyoteknolojisi Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismada, steril kosullarin
saglanmast igin steril kabinler kullanilmistir. Rejenerasyon ve transformasyonda
kullamlan tim malzemelerin (bisttri bicagi, pensler, kurutma kagitlari, cam
malzemeler, pipet uclari, kullamlan saf su) 1.05 atmosfer basing altinda, 121°C
sicaklikta 15 dakika siresince otoklavda sterilizasyonu saglanmistir. Steril kabin
icerisinde, steril kosullarin strekliliginin saglanmasi igin bistiri bigag: ve pensler %
96'lik etil alkole batirildiktan sonra elektrikli sterilizatérde serilizasyona devam
edilmistir. On hazirlik odasinda hazirlanan besi ortamlari, 121°C’ de, 1.05 atm basing
altinda 15 dakika otoklav edildikten sonra amacimiza uygun olarak 20 ml steril
petrilere yada 25-30 ml steril cam kavanozlara aktarilmistir. Besin ortam olarak M S
(Murashige ve Skoog, 1962) temel ortam bilesimi kullamlmistir. Tohum
cimlendirme asamasi icgin bitki blyume dizenleyici icermeyen MS ortamina % 3
sakkaroz ve % 0.75 agar ilave edilerek pH 5.7'ye ayarlanmistir. Rejenerasyon
denemelerinin farkli asamalarinda besin ortamlarina bitki blytme dizenleyici ve
antibiyotik ilaves yapilmustir. Antibiyotik ilavesi gereken calismalarda, antibiyotik
sterilizasyonu 0.2 mikron gapta por genisligine sahip filtreler kullamilarak yapilmis
ve daha sonra steril edilen besin ortamlarina ilave edilmistir. Otoklav sartlar1 altinda
antibiyotiklerin kimyasal yapisi bozulacagindan besin ortamlarina sonradan
eklenmistir. MS ortamina gore mineral tuzlarin ve vitaminlerin isim ve

konsantrasyonlar1 Ek 1.1’ de oldugu gibidir.
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3.2.4. Transformasyon Calismalari

3.2.4.1. Transformasyonda Kullamlan Bakteri Cozeltisinin Yogunlugunun

Bdirlenmes

Bakteri ¢Ozeltisinin  yogunlugunu belirlemek amaci ile spektrofotometre
kullanilmustir.  Spektrofotometrede uygun bakteri konsantrasyonu O.D. 600 nm
Lamda()h) 600 olarak belirlenmistir. Spektrofometrede okunan degerler sonucunda

en uygun miktarinn 750 pl oldugu gordlmustir.

3.2.4.2. Agrobacterium tumefaciens ve inokiilasyon Soliisyonunun Hazirlanmas

Bakterileri kat1 ortamda gelistirmek amac ile Kat1 LB (Ek. 1.2(a)) ortam, sivi
ortamda gelistirmek icin ise sivi LB (Ek.1.2 (b)) ortamlart hazirlanmustr.

Agrobacterium tumefaciens' e ait olan ADH-L ve ADH-S rklari, LB ortam
icerisine agar eklenerek hazirlanan kati ortamlarda 06ze yardimu ile cizilerek
gelistirilmistir ve 28 °C’de 1-2 glin etlivde inkiibe edilmistir. Her iki irk icinde LB +
50 mg/l Kanamycin kullanmlmistir. Saklama kosullarint saglamak amact ile 4 °C’de
dolapta saklanmustir. Secilen tek koloniler transformasyon calismalarinda
kullanil mstur.

Sivi bakteri kdltorinin hazirlanmasinda, kati LB ortaminda gelisen bakteri
kolonilerinden 6ze yardimi ile tek koloni secilmis ve hazirlanan 20 ml antibiyotikli
LB ortamina aktarilmstir (Sekil 3.3).

.l

Sekil 3.3. (A) Oze yardim ile tek koloni Agrobacterium sp. segimi; (B) LB ortamina
secilen tek koloni Agrobacterium’ un inoktlasyonu
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Bu sekilde hazirlanan bakteri kiltirti 200 rpnvdk.’da ve 28-30 °C’de calisan
calkalayici igerisinde bir gece inkube edilmistir. Bir gece inkiibe edilen bakteri
soliisyonundan yapilan spektofotometre dlglimleri sonucunda en uygun olan miktar
750 pl olarak belirlenmis ve 750 pl bakteri soliisyonu antibiyotiksiz sivi LB
icerisinde 200 rpm/dk.’da 3-4 saat kiltire alinmigtir.(Sekil 3.4.)

Sekil 3.4. (A) Tek koloni bakteri eldesi icin agilanmus klttrin uygun kosullarda
inktibasyonu, (B) Ureyen ve Gremeyen Agrobacterium’ um genel
gorintus

3.2.4.3. Eksplantlarin Bakteri K iltiirii ile Inokiilasyonu

Tohumlarin sivi bakteri sollisyonu igerisinde testasi ve apikal meristeme yakin
olan kismu c¢ikarilmistir. Tohum ikiye ayrildiktan sonra yara dokusu olusturmak
amaci ile kenarlarindan kesilmistir. Olusturulan pargcalarin proksimal kismi V
seklinde kesilmis, kalan kisim bisturi bigag: ile 4 esit parcaya ayrilarak eksplantlar
elde edilmistir. Proksmal ve kotiledon olmak Uzere iki ¢esit eksplant
kullanmlmgtir.(Sekil 3.5.) Her bir besi ortamina 10 adet eksplant yerlestrilmistir.

Bakteri solusyonuna 200 pM  asetosiringon ilave edilmistir. Bakteri
solusyonunda kesilen tohumlar antibiyotik icermeyen M1 (Ek 1.3.) ortamlarinda
karanlikta (aliminyum folyo kullanilarak petriler sarilmstir) iklim odasi kosullarinda
3 gun bekletilmistir. Bu siire igerisinde tohumda agilan yara dokularindan bakteri
girisini saglamak amaclanmistir. Daha sonra eksplantlar kabin icerisinde steril
malzemeler ve otoklavlanmis steril saf su kullanilarak yikanmis ve rejenerasyon M2
(Ek 1.4.) ortamlarina aktarilmustur.
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Sekil 3.5. A: Proksimal eksplant, B: Kotiledon eksplant

3.2.5. Molekiler Uygulamalar

Gen aktarma calismalar1 sonunda kavun bitkilerine aktarilan ADH antisens
genlerinin varligini tespit etmek icin molekiler calismalar yapilmistir. Molekiler
uygulamalara ait analizler Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri
Bolumu Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.2.5.1. DNA izolasyonu

Transformasyon calismalar1 sonucunda MSG (Ek.15) ortam igerisinde kavun
eksplantlarinda meydana gelen sirginlerden alinan 6rneklerle DNA izolasyonu
yapilmstir.(Sekil  3.6.). Bu calismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi
kullamlmistir  (Johnstone ve Thompson, 1991). DNA izolasyonu asamasinda
kullanilan tampon ¢ozeltinin icerigi Cizelge 3.2’ te sunulmustur. izolasyon sirasinda
ekstraksiyon tampon ¢ozeltiler disinda kloroform:izoamilalkol (24:1 oraninda), Tris-
EDTA (Tris 1 M pH:8, EDTA: 0.5 M pH:8), RNase A (10 mg/ml) soliisyonu,
izopropanol ve etil alkol (%99) kullanlmstir.

Cizelge 3.2. DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢ozeltisinin icerigi

Soltisyon K onsantrasyon
CTAB %2.00

NaCl (5 M) 1.4 M

EDTA (0,5 M) pH 8,0 0.2M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0.1M
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DNA izolasyon Asamalarr;

DNA izolasyon asamalar: (Sekil 3.7.)’ de verilmistir.

%)

%)

Q Q

Q

Q

Hazirlanmis olan ekstraksiyon solisyonundan her tipe 396ul ve 4ul B-
merkaptoetanol eklenmistir.

Bir pipet araciligiyla tipler homojenlik saglanana kadar karistirilmis ve daha
sonrattipler 65°C’ de 20 dakika bekletilmistir ve iki defa karistirilmistir.

Her tlpe 400ul kloroform:izoamilalkol eklenerek 15 dakika vorteks yardimiyla
karstirilmustir.

TUpler 5 dakika 13.000 rpm/dk santriftlj edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek
icin yeni temiz bir santrifj tpl hazirlanip etiketlenmistir ve tiplerin igine 400
ul soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

Santriftij tamamlandiginda tuplerin Gst kismundaki sivi kisim  steril  pipet
aracihgiyla 400 mikrolitre soguk (-20°C) izopropanol iceren santrifdij tuplerine
aktarilmustir. TUpler dikkatli bir sekilde karistirillarak 1 saat sireyle —20°C'de
bekletilmistir.

5 dakika 13.000 rpmVdk santrifdj edilmistir.

Slpernatant dikkatli bir sekilde dokulmustur. Pelletin kurumasi igin tipler ters
birakilarak bekletilmistir

Kuruyan Pellet 100 ul TE (TrisEDTA) icerisinde ¢oztlmustir. Her tlpe 4 i
RNase A eklenmistir ve 15 dakika oda sicakliginda ttipler bekletilmistir.

Her tipe 500 ul soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢ikmis) eklenmistir ve tipler
dikkatli bir sekilde karistirlarak 1 saat siireyle —20°C’ de bekletilmistir.

5 dakika 13.000 devirde santrifuj edilmistir.

Slpernatant dikkatli bir sekilde dokilmis ve pelletin kurumast igin tipler ters
cevrilmistir

Pellet 100 pl TE (TrissEDTA) igerisinde ¢ozulmastdr.

Ornekler —20°C’ de saklanmustir.
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Sekil 3.6. (A) MSG Sirguin ortamindaki aday transgenik bitkiler (B), (C), (D), DNA
izolasyonu igin bitki 6rneklerinin alinmasi
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Sekil 3.7. (A)Eksplantlln gUtUImesi, (B) UtiJIen eksplantlarin  ependorf

tiplerine alinmasi (C), (D), (E) Ependorftaki orneklerin Gzerlerine

CTAB cozeltisinin eklenmesi, (F) CTAB c¢ozeltisi eklenen 6rneklerin
genel gorunim
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3.2.5.2. Agrobacterium tumafaciens pFGC5941-ADH (S-L) Ticari Rekombinant
Bakterisinde Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid izolasyonu icin 6énceden kat1 besi yerinde yayma yontemi ile elde
edilen bakteriden tek koloni alinarak 500 pl steril ddH,O iceren ependorf tlplne
alinmigtir. Tek koloni bakteri ile su karisimint iceren ependrof tipi 90°C’ de 10 dk.
bekletilmistir. 10 dk. sonunda elde edilen 6rnegin 3 plI’si PCR’da pozitif kontrol
olarak kullamlmistir (Unek, 2008).

3.2.5.3. PCR Protokoliniin Optimizasyonu ve Uygulanmas

Izolasyonu gergeklestirilen bitki materyalleri ve spesifik primerler kullanilarak
PZR reaksiyonlari gerceklestirilmistir. PCR resksiyonlarinda kullanilan primer
kombinasyonlari1 Cizelge 3.3."de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. PCR'de Kullanilan Primerler

Uzunluk
Primer Sekans (5'-3) (bg)
Cm-ADHL1
(forward) AGTCTAGAGGCGCGCCTGTGTTCTTAGCTGCGGCATTT 366
Cm-ADHL1
(reverse) CTGGATCCATTTAAATTTTGAATGCATCGTCTTTGTTT
Cm-ADHS2
(forward) AGTCTAGAGGCGCGCCTTGGACATGGAAGAAGAGAGAG 369
Cm-ADHS2
(reverse) CTGGATCCATTTAAATGATCTTATACTTTCCAACATCC
Bar gene (forward) | GAACGACGCCCGGCCGACATCC 500
Bar gene (reverse) | GTCCAGCTGCCAGAAACCCAC

PCR protokoliiniin optimizasyonu icin c¢esitli denemeler yapilmistir. Bu
denemeler sonucunda optimum protokol tespit edilmis olup tim bitki 6rnekleri ve
gpesifik  primerler  kullanllarak bu  protokole gore PCR reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Uygulanan PCR protokolti Cizelge 3.4.”de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. PCR Resaksiyonlarinda Uygulanan Protokol

Master Mix 16.25pl
Primer (Forward) 1.25ul
Primer (Reverse) 1.25ul
MgCl, 1.25pl
H20 3ul
Taq Polimeraz 0.125 pl

50 ng’a ayarlanmis DNA orneklerinden 3 pl PCR icin kullamlmustir.

Cizelge 3.5. ADH-L ve ADH-S primerleri igin kullanilan PCR protokol

95°C 30 sn On denatirasyon

95°C 3 dk DNA'’nin ¢ift ipliginin ayrilmasi
58 °C 1dk primerlerin baglanmasi

72°C 2 dk yeni iplikgigin yazilimi

72°C 10 dk son yazilim
4 00

Cizelge 3.6. Bar primeri icin kullanilan PCR protokoll

95°C 60 sn On denattirasyon

95°C 3 dk DNA'’nin ¢ift ipliginin ayrilmasi
60 °C 1dk primerlerin baglanmasi

72°C 2 dk yeni iplikgigin yazilim

72°C 10 dk son yazilim

+4 00

3.2.5.4. Elektroforez K osullar:

35 dongu

35 dongu

Elde edilen PCR urtnlerine 5 pl 6 x boya soliisyonu eklenmis ve % 1.5'lik

agaroz jelde Sekil 3.8."de gorildiigti gibi, 1 x TAE solisyonu eklenerek kosulmustur.

Jel, % 0.1 oramndaki EtBr. solusyonu ile boyanmustir. Islem sona erdikten sonra UV

altinda DNA bantlarina bakilmis ve olusan amplifikasyon drtnlerinin varlig: tespit

edilmistir.

32



3. MATERYAL ve METOD Essa KOCAMAN

Sekil 3.8. Agaroz Jel Elektroforezde PCR Uriinlerinin Kosulmasi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlarin sterilizasyonunda 3.2.1.’de verilen protokol uygulanmis olup
kontaminasyon sorunu ile karsilasilmadig: icin ytzey sterilzasyonu yeterli olmustur.
Bu nedenle sterilizasyonda farkli yontemlere bagvurulmamustir.

4.1.2. Tohumlarin Cimlendirilmes

Tohumlar sterilizasyon islemlerinden sonra bitki biylme dizenleyicisi
icermeyen (Murashige ve Skoog, 1962) MS Bazal besi ortamlarinda 16 saatlik
fotoperiyotta 25-26 °C de 3 gun kdltire alinmustir. Bu slire sonunda tohumlarda
cimlenme basaril1 bir sekilde gerceklesmistir.

4.1.3. Reg enerasyon Ortamimin Optimizasyonu

Bu calismada Vedrantais kavun tohumlarinin rejenerasyonunu saglamak
amaciyla Ayub ve ark., (1996) tarafindan énerilen protokol denenmistir. Kurulan 6n
denemede, Ayub ve ark., (1996)' nmin protokolti modifiye edilerek calisiimis ve bu
protokollin rejenerasyonda iyi sonug verdigi tespit edilmistir (Ek1.3).

4.1.4. Transformasyon Calismalari

4.1.4.1. Transformasyon Esnasinda Kullamlan Hormon Konsantrasyonlari ve
Antibiyotik Uygulamas
Gen aktarma calismalarinda antibiyotik (750 mg/l sefuroksim sodyum) iceren
besi ortamu M2, rejenerasyon ortamu olarak kullanilmstir. Transformasyon
denemelerinde yapilan en iyi bitki blyume dizenleyici konsantrasyon ve
kombinasyonunun Ayub ve ark., (1996) tarafindan optimize edilen konsantrasyon
oldugu dogrulanmustir.
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4.1.4.2. Transformasyon Denemes Sonuclari

Transformasyon calismalarinda 10. giin sonunda hem proksimal eksplantlarda
hem de kotiledon eksplantlarda kallus gelisimleri ve rejenerasyon tomurcuklarinin
olusumlar: gozlemlenmistir (Sekil 4.1., 4.2.,4.3., 4.4.,4.5.ve 4.6.).

tomurcuk tomurcuk

Sekil 4.1. ADH-L bakteri susu kullamlarak yapilan transformasyonda on giin sonra
elde edilen rejenerasyon tomurcugu oranlar

tomurcuk tomurcuk

Sekil 4.2. ADH-S bakteri susu kullanilarak yapilan transformasyonda on giin sonra
elde edilen rejenerasyon tomurcugu oranlar
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kallus kallus

Sekil 4.3. ADH-L bakteri susu kullamlarak yapilan transformasyonda on giin sonra
elde edilen kallus oranlari

kallus kallus

Sekil 4.4. ADH-S bakteri susu kullanilarak yapilan transformasyonda on giin sonra
elde edilen kallus oranlari
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Sekil 4.6. Proksimal eksplantlarin gelisimlerinin 15. ginindeki goruntmleri
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Denemeler sonucunda, antibiyotikli besi ortami olan M2 ortaminda bitkilerin
20 gunden daha fazla siire tutulmamasi gerektigi tespit edilmistir. Y aklasik 20 ginin
sonunda besi yerindeki antibiyotik etkisini yitirmekte ve besi yerlerinde bakteri
gelisimi gdzlemlenmektedir. Bu nedenle rejenerasyon ve rejenerasyon tomurcugu
olan eksplantlar taze M2 besi yerlerine aktarilms, kallus, beyaz kallus veya bakteri
enfekteli eksplantlar secilmis ve elemine edilmistir.

Gelisen rejenerasyon tomurcuklarindan 3. haftadan itibaren siirgtin gelisimleri
gozlemlenmistir. Olusan slrgunler, bitki elde etmek amaciyla MSG (Ek1.5) besi

yerlerine aktarilmistir.

surgun surgin

Sekil 4.7. ADH-L bakteri susu kullamlarak yapilan transformasyonda 24. giiniin
sonunda elde edilen stirgiin gelisimleri

siirgiin surgiin

Sekil 4.8. ADH-S bakteri susu kullanilarak yapilan transformasyonda 24. giiniin
sonunda elde edilen stirgiin gelisimleri

38



4. BULGULAR ve TARTISMA Essa KOCAMAN

Rejenerasyon gelisimi devam eden fakat henliz siirgin olusturmamus bitkiler
sirgin eldesi icin taze M2 besi ortamina aktarilmistir. Bu sekilde 1-2 alt kiltirden

sonra rejenerasyon gelisimi baslamis tim eksplantlardan stirglin, olusan stirgtinlerden
de bitki elde edilmistir.

Sekil 4.9. (A) Regjenerasyon ortamindaki bitkiler; (B), (C), (D) Surgin
gelistirme ortamlarindaki (MSG) Bitkilerin goruntmleri
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4.1.5. Molekuler Calismalar

4.1.5.1. DNA izolasyonu

Yapilan transformasyon calismalart sonrasinda elde edilen Vedrantais
genotipine ait MSG ortamlarinda yer alan 10 aday transgenik bitkinin ve 1 negatif
kontrol Vedrantais bitkisinin DNA izolasyonu yapilmistir. Pozitif kontrol olarak
Agrobacterium tumafaciens den elde edilen ve istedigimiz geni tasiyan plazmid
DNA'’ st kullanilmstur.

4.1.5.2. DNA'nin Kantite ve Kalitesinin Belirlenmes
DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar: ve safliklar
spektrofotometrede (Nanodrop) 260-280 nm’ de okuma yapilarak belirlenmistir.

4.1.5.3. PCR Sonras Elde Edilen Bantlar

Transformasyon calismalar: sonrasinda elde edilen aday transgenik bitkilerde,
aktarmak istedigimiz genlerin transferinin gerceklesip gerceklesmediginin kontrol
icin PCR analizleri yapilmistir. PCR Urinleri % 1.5 lik agaroz jel icerisinde
kosularak DNA bant profilleri elde edilmistir. Elde edilen jel goruntuleri Sekil 4.10.,
Sekil.4.11., Sekil.4.12., Sekil.4.13."de gosterilmistir.
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1 2 3 45 6 78 M9 101112131415 M

Sekil 4.10. ADH-S antisens geni aktarillan bitkilerdeki ADH-S geni DNA’larinin
PCR profilleri

M: Marker (100 bg), 1. Pozitif Kontrol (Agrobacterium tumafaciens
plazmid DNA’st (ADH-S antisens geni tasiyan), 2. Negatif kontrol
(Vedrantais kotiledon DNA’s1), 3: Negatif Kontrol-PCR soltisyonu, 4, 5,
6, 7, 8: Transgenik aday Vedrantais kotiledon DNA’lar1 (ADH-S antisens
geni takili Agrobacterium plazmidi tasiyan), 9: Negatif Kontrol
(Vedrantais proksimal DNA’s), 10, 11, 12, 13, 14, 15: Transgenik aday
Vedrantais proksimal DNA’lar1 (ADH-S geni tasiyan Agrobacterium
plazmidi tasiyan)

Sekil 4.10"de sunulmus agaroz jel gorunttst Gzerinde 4, 5, 6, 7 ve 8 rakamlari
ile kodlanmis bolumler gen aktariminin gergeklestigi  dusUnilen Vedrantais
genotipine ait kotiledon eksplantlar;; 10, 11, 12, 13, 14 ve 15 seklinde
numaralandirilmis DNA bant profilleri ise gen aktarimimin gerceklestigi distintlen
proksimal eksplantlari gostermektedir. 2 ve 9 numarali bantlar ise transformasyon
yapilmamis Vedrantais genotiplerinin DNA profillerini gostermektedir. 3 numaraile
kodlanmis bolim ise amplifikasyonunu beklemedigimiz PCR sollisyonunu iceren
bolgedir. 1 numarali bdlge ise bu tez calismasinda kullamlan Agrobacterium
tumefaciens bakterisinin ADH-S susuna ait 369 bg¢ uzunlugundaki DNA banti
gostermektedir. PCR'da ADH-S gen amplifikasyonu icin 369 b¢ uzunlugunda

amplifikasyon saglayan ticari primer kullanilmstir.
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Elde edilen agaroz jel goruntilerinde 4, 5, 6, 7, 14 ve 15 numaral bitkilerde
Agrobacterium tumefaciens bakterisinin ADH-S susuna ait 369 b¢ uzunlugundaki
DNA bant1 ile aym uzunlukta DNA bant profilleri elde edilmistir. Bu sonuclar
dogrultusunda transformasyon basarisi bu ornekler icin (4, 5, 6, 7, 14, 15 numaral
olanlar) dogrulanmustir.

Sekil 4.11. ADH-S antisens geni aktarilan bitkilerdeki Bar geni DNA’larinin PCR
profilleri
M: Marker (100 bcg), 1. Pozitif Kontrol (Agrobacterium tumafaciens
plazmid DNA’st (ADH-S geni tasiyan), 2: Negatif kontrol (Vedrantais
kotiledon DNA’s1), 3. Negatif Kontrol-PZR solisyonu, 4, 5, 6, 7, 8:
Transgenik aday Vedrantais kotiledon DNA’lar1 (ADH-S antisens geni
takil1 Agrobacterium plazmidi tasiyan), 9: Negatif Kontrol (Vedrantais
proksimal DNA’s1), 10, 11, 12, 13, 14, 15: Transgenik aday Vedrantais
proksimal DNA’lar1 (ADH-S geni takili Agrobacterium plazmidi tasiyan)

ADH-S antisens geni iceren bakteri susu ile ¢alisilmis aday transgenik bitkiler
500 b¢ uzunlugunda amplifikasyon Urind vermesi beklenen BAR primeri ile
taranmistir. Elde edilen agaroz jel goruntisiinde 6, 14 ve 15 numarali bitkilerde
istenilen bolgelerde amplifikasyon gordlmistir. Bu sonuclar  dogrultusunda
transformasyon basarisi bu ornekler icin (6, 14, 15 numarali olanlar) dogrulanmustir
(Sekil 4.11).
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23 45 6 7T 8 M 910 1112 1314 M

Sekil 4.12. ADH-L antisens geni aktarilan bitkilerdeki ADH-L geni DNA’larinin
PCR profilleri

M: Marker (100 bcg), 1. Pozitif Kontrol (Agrobacterium tumafaciens
plazmid DNA’si(ADH-L antisens geni tasiyan), 2. Negatif kontrol
(Vedrantais kotiledon DNA’s1) 3: Negatif Kontrol-PCR sollisyonu, 4, 5,
6, 7, 8 Transgenik aday Vedrantais kotiledon DNA’lar1i (ADH-L
antisens geni takili Agrobacterium plazmidi tasiyan), 9: Negatif Kontrol
(Vedrantais proksimal DNA’si), 10, 11, 12, 13, 14: Transgenik aday
Vedrantais proksimal DNA’lar1 (ADH-L geni takili Agrobacterium
plazmidi tasiyan)

Sekil 4.12°de sunulmus agaroz jel gorintisi Gzerinde 4, 5, 6, 7 ve 8
rakamlariyla kodlanmis bolimler gen aktariminin gercgeklestigi diistinilen Vedrantais
genotipine ait kotiledon eksplantlars; 10, 11, 12, 13, 14, rakamlar: ise gen aktarimin
gerceklestigi dustnilen proksimal eksplantlari gostermektedir. 2 ve 9 numarali
bantlar ise transformasyon yapilmamis Vedrantais genotiplerini gostermektedir. 3
numara ile kodlanmig bolim ise amplifikasyonunu beklemedigimiz PZR
soliisyonunu iceren bolgedir. 1 numarali bdlge ise bu tez calismasinda kullanilan
Agrobacterium tumefaciens bakterisinin ADH-L susuna ait 366 b¢ uzunlugundaki
DNA bant profilini gbstermektedir. 4, 5, 6, 10, 11, 12 ve 14 numaral1 6rneklerde
transformasyon basarisi dogrulanmustir.
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Sekil 4.13. ADH-L antisens genlerinin aktarildig: bitkilerdeki Bar geni DNA’larinin
PCR profilleri

M: Marker (100 bp), 1: Pozitif Kontrol (Agrobacterium tumafaciens
plazmid DNA’si(ADH-L antisens geni tasiyan), 2. Negatif kontrol
(Vedrantais kotiledon DNA’s1) 3: Negatif Kontrol-PCR sollisyonu, 4, 5,
6, 7, 8 Transgenik aday Vedrantais kotiledon DNA’lar1i (ADH-L
antisens geni takili Agrobacterium plazmidi tasiyan), 9: Negatif Kontrol
(Vedrantais proksimal DNA’si), 10, 11, 12, 13, 14: Transgenik aday
Vedrantais proksimal DNA’lar1 (ADH-L geni takili Agrobacterium
plazmidi tasiyan)

ADH-L bakteri susu ile calisilmis aym aday transgenik bitkiler 500 bg¢
uzunlugundaki amplifikasyon trini vermesi beklenen BAR primeri ile taranmustir .
Elde edilen agaroz jel gorintisinde 14 numaral: bitkide beklenen DNA bant profili
gozlenmistir. 14 numara ile gosterilen bu ©rnekte transformasyon basarisi
dogrulanmustir (Sekil 4.13).
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4.2. Tartisma

Rejenerasyon ve transformasyon esnasinda Ayub ve ark., (1996) gelistirdikleri
protokol modifiye edilerek kullanilmistir. Arastiricilar 2.2 uM BAP ve 0.5 uM NAA,
hormon konsantrasyonlarini  kullanmuglardir.  Yapilan calismalarda rejenerasyon
esnasinda ayni hormon konsantrasyonlari kullamilmis buna ek olarak besi yerlerine 1
o/l MES ve 200 pM asetosiringon eklenerek strgin gelisimleri arttiridmustir.
Amarillo canario gesidinin gergek yapraklarinin eksplant olarak kullanildigi ve 200
MM asetosiringon kokdltivasyon ortamina ilave edildiginde veya hem bakteri
cogaltma ortaminda hem de kokdlttivasyon sliresi boyunca ortama eklendiginde ya
da asetosiringon eklenmediginde elde ettikleri transformasyon oraninin sirasiyla %
0.7, % 13 ve % 0 oldugunu bildirmektedirler (Bordas ve ark., 1997). Transformasyon
calismalart esnasinda asetosiringon  kullamlimasinin  transformasyon  etkinligini
arttirchig1 cogu arastirici tarafindan da saptanmustir.

Aday transgeniklerin molekiler analizinde PCR yontemi Kkullamlmustir.
PCR'da pozitif kontrol grubu olarak istenilen geni iceren rekombinant plazmid
kullanilmugtir. Negatif kontrol grubu olarak ise hem herhangi bir muamele
uygulanmayan bitki DNA’st hem de PCR soluisyonu (herhangi bir DNA igermeyen)
kullanmlmgtir. Sekil 4.10'deki gorintii ADH-S antisens geninin transformasyon
calismasi Urtnlerinin PCR’ na ait gorintd olup, pozitif kontrol grbunda normal olarak
primer amplifiye bolgesi olan 369 b¢ uzunlugunda DNA bant profili elde edilmistir.
Beklenildigi Uzere negatif kontrol grubunda herhangi bir DNA bant profili
gbzlenmemistir. Ayrica negatif kontrol grubu olarak kullamlan PCR sollsyonunda
da bant gdzlenmemesi PCR calismasinda kullanilan malzeme ve kimyasallardan
veya bireyden kaynaklanan herhangi bir kontaminasyonun sdz konusu olmadigin
gostermistir. Aday transgeniklerden 4, 5, 6, 7, 14 ve 15 numaral1 6rneklerde istenilen
DNA band: elde edilirken 8, 10, 11, 12 ve 13 numaral: 6rneklerde herhangi bir DNA
bandi gozlenmemistir. Buna karsin Sekil 4.11'deki ayn érnekler ile yapilan BAR
geni taramasinda goruldigi Gzere 6, 14 ve 15 numarali1 6rneklerde primer amplifiye
bolgesi olan 500 b¢ uzunlugunda DNA bantlar1 elde edilmistir. Bu calismalar
sonucunda ise 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12 ve 13 numaral1 drneklerde transformasyonun

basarili olmadigi sonucuna varilirken 6, 14 ve 15 numaral Orneklerde
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transformasyonun basarisi dogrulanmistir. BAR geni taramalarinda ise 4, 5 ve 7
numaral1 orneklerde DNA bandi gdzlenmemesinin nedeni olarak transformasyon
esnasinda T-DNA’'nin sol kolunda yer alan BAR geninde kirilma olabilecegi ve
bundan kaynakli olarak uygun primer baglanmasinin gergeklesemedigi sonucuna
variimistir. Ayrica PCR agaroz jel profilinde primer artigi veya RNA fazlaligi olan
bant benzeri yapilar gozlenmistir. Bu yapilar RNA fazlaligi ise RNaz'in yeterince
calisgmachgr ve bundan dolayr DNA'nin yeterince saf olmacigi dusUnilmastdr.
DNA'nin  yeterince saf olmadigi durumlarda primerler  RNA'ya da
baglanabileceklerinden dolay: istenilen gen amplifikasyonu primer yetersizliginden
dolay1 gerceklesemeyecektir. Buna bagli olarak BAR geni taramasinda istenilen
DNA bantlarimin gozlenememis olabilecegi de dustnulmistir. BAR geni taramasi
sonucunda istenilmeyen yerlerde bant gbzlenmesinin nedeni olarak Tm sicakligina
bagli olarak spesifik olmayan baglanmalarin olabilecegi dusunulmustir. Benzer
sonuclar ADH-L antisens geninin transformasyonu sonucunda elde edilen Urtinlerin
PZR sonuclarinda da gézlenmistir. Buna gore Sekil 4.12, ADH-L antisens geninin
transformasyonu sonucu elde edilen bitkilerden izole edilen DNA’ larin uygun primer
taramasi sonucunun gosterges olup 4, 5, 6, 10, 11, 12 ve 14 numaralar1 6rneklerde
primer amplifiye bolgesi olan 366 b¢ uzunlugunda DNA bandi gozlenirken, 7, 8, 9
ve 13 numaral1 6rneklerde istenilen bant gozlenmemistir. 7 ve 8 numarali 6rnekler de
diger ornekler ile kiyaslandiginda hic DNA bandi gorilmemesinin nedeni olarak
ayrica pipetleme hatasi olabilecegi de dustntlmustir. Dolayisi ile bant gdzlenmeyen
bu Orneklerde transformasyonun basarili olmadigi sonucuna varilmustir. Ayni
orneklerin BAR geni icin yapilan taramalar1 sonucunda elde edilen agaroz jel
gorintist Sekil 4.13'deki gibi olup yalmzca 14 numarali ornekte istenilen DNA
bandi gozlenmistir. 4, 5, 6, 10, 11 ve 12 numarali Orneklerde DNA band:
gbzlenmemesinin nedeni olarak transformasyon esnasinda T-DNA’nin sol kolunda
yer alan BAR geninde kirilma olabilecegi ve bundan kaynakl1 olarak uygun primer
baglanmasinin gergeklesemedigi veya DNA’nin yeterince saf olmayip uygun primer
baglanmasinin gerceklesemedigi sonucuna varilmistir. Ayrica istenilmeyen yerlerde
DNA bandi gozlenmesinin nedeni olarak da yine aym sekilde spesifik olmayan
baglanmalar olabilecegi diisUnilmisir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Charentais kantalop kavunu (Cucumis melo L., var cantalupensis Naud) c¢ok
iyl aromatik 6zelligi ve tadi ile karakterize edilmektedir. Raf dmri oldukcga kisadhr.
Bu sebeple 1slahcilar calismalarini raf émrinin uzatilmasi, verimin arttirilmasi, bir
orneklilik ve zararlilara dayaniklilik karakterlerinin  kazandiriimas: yoninde
yogunlastirmiglardir. Bu tur karakterlerin kazandirilmas: da aym zamanda meyve
tadimin kaybolmasina neden olmustur. Etilen Uretiminin baskilanmasi, Charentais
kantalop kavunundaki aroma maddelerinin kuvvetli bir sekilde engellenmesi ile
sonuclanmustir

Charentais kantalop kavunundaki aroma maddeleri; esterler, doymus ve
doymamus aldehitler, alkoller ve sulfir bulunduran molekdlleri igeren kompleks
yapilardan olusmaktadir. Bu molekiller arasindaki ugucu esterler miktar olarak
Onemli ve aroma konusunda anahtar rolt oynayan bir molekldir. Kavunun aromatik
kompozisyonu hakkinda tam bir bilgiye sahip olunsa da, metabolik reaksiyonlarda
rol oynayan enzimlerin molekuler ve biyokimyasal karakterizasyonu hakkinda gok az
veri bulunmaktadir

Bu tez calismasinda kavunda aroma sentezinden sorumliu olan ADH genleri,
ticari rekombinant RNAiI pFGC5941 plasmidi iceren Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla Vedrantais kavun genotipine aktaril mistir.

Transformasyon calismast i¢in uygun rejenerasyon ortamu Ayub ve ark.,
(1996)' nin rejenerasyon protokolt modifiye edilerek, 4.4 gr/l MS Bazal ortam, 30
o/l sukroz,1 g/l MES, 2.2 uM BAP, 0.5 uM NAA, 8.0 g/l agar olarak belirlenmistir.

Elde edilen bulgular 1s1ginda ileride yapilmasi gereken calismalardan bazilari
asagida maddeler halinde verilmistir.

1. Rejenerasyon ve transformasyon kapasitesi, farkli hormon ve hormon
konsantrasyonlar: denenerek arastirilmalidir.

2. Transgenik oldugu tespit edilen bitkilerin sera kosullarina adaptasyonu
saglanmali, Basta herbisiti uygulamas: yapilmali ve transgenik kavun hatlar: elde
edilmelidir.
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Transgenik bitkilere aktarilan ADH antisens genlerinin Real-Time (es zamanl1)
PZR ile ifadelerinin ne kadar baskilandigina bakilmalidir.

3. Elde edilen transgenik kavun hatlarindan elde edilecek meyvelerden aroma
analizleri yapilmalidir.

4. ADH gen ailesinin susturulmasiyla kavunda aromanin nasil degistigi buna
bagli olarak da aromamin muhafaza ve raf 6mri arasindaki iliski arastirilmalidir.

5. Bu calisma kavunda raf omrinin ve muhafaza slresinin uzatilmasina

yonelik diger derim sonrasi biyoteknolojisi calismalarina isik tutacaktir.

48



KAYNAKLAR

ABAK, K., DUMAS de VAULX, R., 1980. In Vitro Callus and Shoot Induction
from Hypocotyl and Peduncle of Muskmelon (Cucumis melo).
Cucurbit Genetic Cooperative Rep,. 3: 27-28.

AHARONI, A., KEIZER, L.C.P., BOUWMEESTER, H.J., SUN, Z,
ALVAREZ-HUERTA, M., VERHOEVEN, H.A., BLAAS, J.,,
VANHOUWELINGEN, AMM.L,, DEVOS, R.C.H.,
VANDERVOET, H., JANSEN, R.C., GUIiS, M. MOL, J,
DAVIS, R.W. SCHENA, M. VANTUNEN, A.J. and
O’CONNEL, A.P., 2000. Identification of the SAAT gene involved
in strawberry flavor biogenesis by use of DNA microarrays, Plant
Cell 12 (2000), pp. 647-661.

ANONIM, 2006. E-cadherin Genini RNAI ile Susturmak. www.genbilim.com

ANONIM, 2007. sSRNA ve Islevsel  Genomik  Uygulamalar.
www.gmbae.tubitak.gov.tr/tur/populer/.

ANONIM, 2008, Vedrantais, http://www.amazon.conVV edrantais- Charentais-
Melon-Seeds-ADDITIONAL/dp/BOOOWJIBREW.

AYUB, R., GUIS, M., BEN AMOR, M., GILLOT, L., ROUSTAN, J.P,
LATCHE", A., BOUZAYEN, M., PECH, J.C., 1996. Expression of
ACC oxidase antisense gene inhibits ripening of cantaloupe melon
fruits. Nat Biotech 14:862—866.

BAULCOMBE, D., 2004. RNA Silencing in Plants. Nature 431: 356-363.

BAUMBERGER, N., BAULCOMBE, D. C., 2005. Arabidopsis ARGONAUTEL is
an RNA Slicer that Selectively Recruits microRNAs and Short

Interfering RNAs. Proceedings of National Academy of Science of
USA 102: 11928-11933.

BEEKWILDER J., ALVAREZ-HUERTA, M., NEEF, E., VERSTAPPEN,
F.W., BOUWMEESTER, H.J. and AHARONI, A., 2004.
Functional characterization of enzymes forming volatile esters from
strawberry and banana, Plant Physiol. 135 pp. 1865-1878.

49


http://www.genbilim.com
http://www.gmbae.tubitak.gov.tr/tur/populer/
http://www.amazon.com/Vedrantais

BERNSTEIN, E., CAUDY, A.A., HAMMOND, SM., HANNON, G.J., 2001.
Role for a Bidentate Ribonuclease in the Initiation Step of RNA
Interference. Nature 409: 363-366.

BORDAS, M., MONTESINOS, C., DABUZA, M., SALVADOR, A., ROIG,
A.L., SERRANO, R., MORENO, V., 1997. Transfer of the Yeast
Salt Tolerence Gene HAL1 Cucumis melo L. In vitro Evaluation of
Salt Tolerence Transgenic Research,. 6: 41-45.

CARTHEW, R.W. 2001. Gene Silencing by Double-Stranded RNA. Current
Opinion in Cell Biology 13: 244-248.

CHUANG, C.F., MEYEROWITZ, E.M., 2000. Specific and Heritable Genetic
Interference by Double-Stranded RNA in Arabidopsis thaliana.
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 97: 4985—
4990.

COLIIJN-HOOYMANS, C.M., HAKKERT, J. C., JANSEN, J., CUSTER, J. B.
M., 1994. Competence for regeneration of cucumber cotyledons is
restricted to specific development stages. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, v. 39, p.211-217.

COMPTON, M.E., GRAY, D.J.,, ELMSTROM, G.W., 1993. A Simple Protocol
for Micropropagating Diploid and Tetraploid Watermelon Using
Shoot-Tip Explants. Plant Cell. Tissue and Organ Culture, 33, 211-
217.

CETINER, S., 1993. Hastaliklara Dayanikl1 Bitki Islaninda Genetik Miihendisligi.
Doga Tr.J.of. Agriculture and Forestry. 17, 1121-1131.

CURUK, S., ELMAN, C., SCHLARMAN, E., SAGEE, O., CETINER, S,
GRAY, D.J., GABA, V., 1998. Direct Shoot Regeneration From the
Top of the Hypocotyl of Melon is Distinct From Direct Regeneration
From Melon Cotyledons.

CURUK, S., 1999. Bazi Kavun (Cucumis melo L.) Cesitlerinde In vitro
Rejenerasyon ve Genetik Transformasyon Uzerine Arastirmalar.
C.U.Fen Bilimleri Enstit. Doktora Tezi, Adana, 271s.

50



DE LA RIVA, G.A.,, GONZALES-CABRERA, J., VAZQUEZ-PADRON, R.,
AYRA-PARDO, C., 1998. Agrobacterium : a Natural Tool for Plant
Transformation.Elect.J. Biotech., 1: 2-16.

DIRKS, R., VAN BUGGENUM, M., 1989. In Vitro Plant Regeneration from Leaf
and Cotyledon Explant of Cucumismelo L.

EL-SHARKAWY, |., MANRIQUEZ, D., FLORES, F.B., REGAD, F.,
BOUZAYEN, M., LATCHE, A. and PECH, J.C., 2005. Functional
characterization of a melon alcohol acyl-transferase gene family
involved in the biosynthesis of ester volatiles. Identification of the
crucial role of a threonine residue for enzyme activity. Plant Mol.
Biol. 59: 343-360.

EZURA, H., 1999. How Biotechnology Can Contribute to Conventional Breeding in
Melon Acta Horticulture, 492: 135-147.

FAO, 2006. http://www.fao.org

FANG, G., GOURMET, R., 1990. Agrobacterium tumefaciens Mediated
Transformation and Regeneration of Muskmelon Plants. Plant Cell
Reports, v. 9, p. 160-164,

FANG, G. and GRUMET, R., 1993. Genetic engineering of potyvirus resistance

using constructs derived from the zucchinellow mosaic virus coat
protein gene. Molec. Plant Microbe Interact. 6: 358-367,

FASSULIOTIS, G., 1990. Somaclonal Variants of Muskmelon Regenerated from
Cotyledon. Acta Horticulture, 287:163-169.

FIRE, A., XU, S, MONTGOMERY, M. K., KOSTAS, S. A, DRIVER S. E.,
MELLO, C.C. 1998. Potent and specific genetic interference by
double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature.; 391:806—
11.

FLORES, F., BEN AMOR, M., JONES, B., PECH, J.C., BOUZAYEN, M.,
LATCHE, A., ROMOJARO, F., 2001. The use of ethylene-
suppressed lines to assess differential sensitivity to ethylene of the
various ripening pathways in cantaloupe melons. Physiol Plant 113:
128-133

51


http://www.fao.org

FLORES, F., EL YAHYAOUI, F., BILLERBECK, G., ROMOJARO, F.,
LATCHE, A., BOUZAYEN, M., PECH, J.C., AMBID, C. 2002.
"Role of ethylene in the biosynthetic pathway of aliphatic ester aroma
volatiles in Charentais Cantaloupe melons” J. Exp. Bot. 53: 201-206

GABA, V., SCHLARMAN, E., ELMAN, C., SAGEE, O., WATAD, A. A,
GRAY, D.J., 1999. Biology-Plant, 35, 1-7. In Vitro Studies on the
Anatomy and Morphology of Bud Rejeneration in Melon Cotyledons.
In Vitro Cellular and Developmental

GAMBLEY, R.L., DODD, W.A., 1990. An In Vitro Technique for the Production
de Novo of Multiple in Cotyledon Explants of Cucumber (Cucumis
sativus L.). Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 20: 177-183.

GONSALVES, C., XUE, B., YEPES, M., FUCHS, M., LING, K., NAMBA, S,
CHEE, P., SLINGTOM, JL., GONSALVES, D. 1994.
Transferring Cucumber Mosaic Virus- White Leaf strain Coat protein
Gene into Cucumis melo L. and Evaluating Transgenic Plants for
Protection Against Infections. J. Amer. Soc. Hort. Sci., 119(2):345-
355.

GUIS, M., AMOR, M.B., LATCHE, PECH, J.C., ROUSTAIN, J.P., 2000. A
Reliable System for he Transformation of Cantaloupe Charentais
Melon (Cucumis melo var. cantalupensis) Leading to a Magjority of
Diploid Rejenerants. Scientia Horticulturae, 84(1/2): 91-99.

GUPTA, S, SCHOER, R.A., EGAN, J.E., 2004. Inducible, Reversible, and Stable
RNA Interference in Mammalian Cells. Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 101: 1927-32.

GUNAY, A. 1993. Vegetable production V. A.U. Ziraat Fak. Ankara. 117 s.

GURDILEK, R., 2006. Nobel Odiilleri. Bilim ve Teknik Dergisi. Kasim 2006, 12-
13.

HAMMOND, SM., BERNSTEIN, E., BEACH, D., HANNON, G.J., 2000. An
RNA-Directed Nuclease Mediates Post-Transcriptional Gene
Silencing in Drosophila Cells. Nature 404: 293— 296.

52



HAMMOND, S. M., BOETTCHER, S.,, CAUDY, A.A., KOBAYASHI, R., and
HANNON, G.J., 2001. Argonaute, a link between genetic and
biochemical analyses of RNAI. Science, 293,1146-1150.

HANNON, G.J. 2002. RNA interference. Nature. 2002;418:244-51.

HOFFMANN, T., KALINOWSKI, G., SCHWAB, W., 2006. RNAi-induced
silencing of gene expression in strawberry fruit (Fragaria ananassa)
by agroinfiltration: a rapid assay for gene function analysis. The Plant
Journal, 48: 818-826.

JEFFREY, C. 1980. A Review of Cucurbitaceae. J. Linn. Soc., Bot. 81: 233-247.

KARABOZ, 1., COLAK, C. 2007. Antisens Teknolojisi Orlab On-Line
Mikrobiyoloji Dergisi Yil: 2007 Cilt: 05 Sayr: 2 Sayfa 14-37
www. mikrobiyoloji.org/pdf/702070203.pdf.

KATHAL, R., BHATNAGAR, S, BHOJWANI, S.S., 1988. Regeneration of
Plants From Leaf Explants of is Cucumis melo cv. Pusa Sharbati.
Plant Cell Rep., 7:449-451.

KARAKURT, Y., OZDAMAR UNLU, H., UNLU, H., 2007. Bitkiler RNAi’ nin
Calisma mekanizmasi ve Kullanim Alanlari, alatarim, 6(1):39-46.

KIRKBRIDE, JH., 1993. Biyosystematics monograph of the genus

Cucumis(Cucurbitaceae). Botanical Identification of Cucumbers and
Melon. Parkway Publisher Inc., Bone, North Carolina

LESHEM, B., SHALEY, D.P., IZHAR, S., 1988. Cytokinin as an Inducer of
Vitrification in Melon . Annals of Botany, 61: 255 - 260.

LESHEM, B., 1989. Polarity and Responsive Reagions for Regeneration in the
Cultured Melon Cotyledon . J. Plant Physiol., 135:237-239.

LEESMANS, J., LANGENAKENS, J., DE GREVE, H., DEBLAERE, R., VAN
MONTAGU, M., SCHELL, J., 1982. Broad Host Range Cloning
Vectors Derived From the W-plasmid Sa. Gene, 19: 361-364.

MANRIQUEZ, D., EL-SHARKAWY, 1., FLORES, F.B., REGAD, F.,
BOUZAYEN, M., LATCHE, A., PECH, J.C., 2006. Fruit-specific

gene expression and biochemical characteristics of two highly

53


http://www.mikrobiyoloji.org/pdf/702070203.pdf

divergent alcohol dehydrogenases of melon . Plant Mol. Biol 61:675-
685

MARTIN, B, 2003. Blokage of Stylet Tips as Mechanizm of Resistance to Virus
Transmission by Aphis gossypii in Melon Bearing the Vat gene,
Annals of Applied Biology Volume 142, Number 2, 1, 245-250 (6)

MOREL, J.B., GODON, C., MOURRAIN, P., BECLIN, C., BOUTET, S,
FEUERBACH, F., PROUX, F., VAUCHERET, H., 2002. Fertile
Hypomorphic ARGONAUTE (agol) Mutants Impaired in Post
Transcriptional Gene Silencing and Virus Resistance. Plant Cell. 14:
629-6309.

MORENQO, V., GARCIA-SOGO, M., GRANELL, I., GARCIA-SOGO, B., and
ROIG, L.A., 1985. Plant Regeneration from Cali of Melon (Cucumis
melo L.,cv.’ Amarillo Oro’). Plant Cell Tissue Organ Culture, 5: 139-
146.

MUNGER, H.M. and R.W. ROBINSON, 1991. Nomenclature of Cucumis melo L.
Cucurbit Genetics Cooperative, 14: 43 - 44.

MURASHIGE, T., SKOOG, F., 1962. A Revised Medium for Rapid Growth and
Bio Assay with Tobacco Tissue Culture.Physiologia Plantarum, 15,
473-497.

NIEDZ, R.P., SHITH, S.S.,, DUNBAR, K.B., STEPHENS, C.T., MURAKISHI,
H.H., 1989. Factors Influencing Shoot Regeneration from
Cotyledonary Eksplants of Cucumis melo .Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 18:313-319

NORA FABIANA R., PETRES, JOSE, A., SCHUCH, MARCIA, W.,
LUCCHETTA., LUCIANO., MARINI, LEONOR, SILVA,
JORGE A., ROMBALDI, CESAR, V., 2001. Melon Regeneration
And Transformation Using An Apple ACC Oxidase Antisense Gene.
Rev.Bras. de AGROCIENCIA, v.7 n 3, p.201-204, set-dez, 2

ORIDATE, T., OOSAWA, K. 1986. Somatic embryogenesis and plant genaration
from suspension callus culture in melon (Cucumis melo L.). Japan.
J.Breed. 36: 424 - 428.



ORTS, M.C., GARICA-SOGO, ROCHE, M.V., ROIG, L,A., MORENO,V.,
1987. Morphogenetic Response of Cali Derived From Primary
Eksplant of Diverse Cultivars of Melon. HortScience, 22(4): 666.

OZCAN, S, OZGEN, M., 1996. Bitki Genetik Muhendisligi. Kikrem Dergisi, 1:
69-65.

ORZAEZ, D., MIRABEL, S, WIELAND, W.H. and GRANELL, A. 2006.
Agroinfiltration of tomato fruits. A tool for rapid functional analysis
of transgenes directly in fruit. Plant Physiol. 140, 3-11.

PECH, J.C., BERNADAC, A., BOUZAYEN, M., LATCHE, A., DOGIMONT,
C., PITRAT, M., 2007. Melon biotechnology. In Transgenic crops V
(Biotechnology in Agriculture and Forestry), (Pua EC, Davey MR,
eds), Springer, Berlin-Heidelberg (DE), pp 209 — 240.

PITRAT, M., HANEL, T.P.,, HAMMER, K., 2000. Some comments on
infraspecific classification of cultivars of melon. In N Katzir, H Paris,
eds, Cucurbitaceae 2000, Seventh EUCARPIA Meeting on Cucurbit
Genetics and Breeding. Maale Hahamisha, Israel. Acta Hortic 510:
29-36.

QI, Y., DENLI, A.M., HANNON, G.J., 2005. Biochemical Specialization within
Arabidopsis RNA Silencing Pathways. Molecular Cell. 19: 421-428.

Ql, Y., HE, X., WANG, X.J., KOHANY, O., JURKA, J. and HANNON, G.J.
2006. Distinct catalytic and non-catalytic roles of argonaute4 in rna-
directed DNA methylation. Nature 443: 1008 -1012.

ROBINSON, R.W., DECKER-WALTERS, D.S. 1997. Cucurbits. CABI.,
Wallingford, UK.ISNB:0 85199 1335.

SARI, N., SOLMAZ, i, UNLU, H., 2008. Dihaploidizasyon Y éntemiyle
Gelistirilen Hibrit Kavun Genotiplerinin Cam Sera Kosullarinda
Verim ve Bazi Agronomik Ozelliklerinin Saptanmasi. Alatarim 2008,
7 (1): 21-28.

SCHELL, J., VAN MONTAGU, M., 1983. The Plasmids as Natural and as
Practical Gene Vectors for Plants. Bio/Technol., 1:75.

55



SENSOY, S, TURKMEN, O., KABAY, T., ERDINC, C., TURAN, M. ve
YILDIZ, M., 2005. Determination of Salinity Tolerance Levels of
Melon Genotypes Collected from Lake Van Basin, Journal of
Biological Sciences 5(5), 637-642.

TANER K.Y., YANMAZ R., YAZAR E., A. ALPER K., 2004. Kavunda
(Cucumis melo L.) Farkli Bitki Parcalarinda In Vitro Olusumuna
Ortamin Seker ve pH Duzeylerinin Etkileri. Alatarim, Cilt 3 Sayr:1
Sayfa: 11.

TANG, GUILIANG, REINHART, BRENDA J., BARTEL, DAVID P. AND
ZAMORE, PHILLIP D. 2003. A biochemical framework for RNA
silencing in plants. Genes and Development, January, vol. 17, no. 1, p.
49-63.

UNEK, 2008. Kirkaga¢c 637 ve Vedrantais Kavun Genotiplerine VAT Geninin
Aktariimast ve Transformasyon Etkinliklerinin  Arastirilmasi.
Cukurova Univ. Fen Bilimleri Enst. Y ilksek lisans Tezi.

VALLES, M.P. and LASAJ, M., 1994. Agrobacterium,Mediated Transformation
of Commercial Melon (Cucumis melo L. cv. Amarillo Oro) Plant Cell
Reports, 13:145-148.

VERDEL, A., JIA, S., GERBER, S., SUGIYAMA, T., GYGI, S.,, GREWAL, S.I.
and MOAZED, D. 2004. Rnai-mediated targeting of heterochromatin
by the rits complex. Science 303: 672-676.

WATERHOUSE, P. M., WANG, M. B., LOUGH, T., 2001. Gene Silencing as An
Adaptive Defence Against Viruses. Nature 411: 834-842.

WATERHOUSE, P.M., HELLIWELL, C.A., 2003. Exploring Plant Genomes by
RNA-induced Gene Silencing. Nature Reviews Genetics 4: 29-38.

WESLEY, SV., HELLIWELL, C.A., SMITH, N.A., WANG, M.B., ROUSE,
D.T., LIU, Q., GOODING, P.S, SINGH, SP., ABBOTT, D.,
STOUTJESDIJK, P.A., ROBINSON, SP., GLEAVE, A.P,
GREN, A.G., WATERHOUSE, P.M., 2001. Construct Design for
Efficient, Effective and High- Throughput Gene Silencing in Plants,
Plant Journal, 27: 581-590.

56



WHITAKER, T.W., DAVIS, G.N., 1962. CUCURBITS. Botany, Cultivation and
Utilization, Leonard Hill, London, UK..

WITRZENS, B., BRETTELL, R.I.S, MURRAY, F.R., MCELROY, D., LI, Z.
AND DENNIS, E. S, AUS. J. PLANT PHYSIOL ., 1998, 25, 39-44.

YAHYAOUI, F., WONGSAREE, C., LATCHE, A., HACKETT, R,
GRIERSON, D. & PECH, J.C., 2002. Molecular and biochemical
characteristics of a gene encoding an alcohol acyl transferase involved
in the generation of aroma volatiles esters during melon ripening. Eur.
J. Biochem. 269, 2359 - 2366.

YALCIN-MENDI Y., IPEK M., SERBEST-KOBANER S., CURUK S, AKA
KACAR Y. CETINER S, GABA V., GRUMET R., 2004a.
Agrobacterium-Mediated Transformation of ‘Kirkagac 637 a
Recalcitrant Melon (Cucumis melo L.) Cultivar with ZYMV Coat
Protein Encoding Gene. Europ. J. Hort. Sci. 6.

YALCIN-MENDI, Y., iPEK M., SERBEST-KOBANER S., KUKURT E,,
2004b. Kirkagag 637 Kavun (Cucumis melo L.) Cesidinde
Rejenerasyonun Optimizasyonu. Alatarim, Cilt 3 sayi:1 Sayfa 33.

YOKO, AK., TOMITA, K., EZURA, H., 2003. Efficient Plant Regeneration and
Agrobacterium-mediated transformation via Somatic Embriyogenesis
in Melon (Cucumis melo L.) Plant Sciences Volume 166 Issue 3
Pages: 763 — 769.

ZAENEN, |., VAN LAREBEKE, N., TEUCHY, H., VAN MONTAGU, M.,
SCHELL, J., 1974. Supercoiled Circular DNA in Crown GAIIl-
Inducing Agrobacterium strains.J. Mol. Biol., 86: 109-127.

ZHUKOVSKY, P. 1951. Agricultural Structure of Turkey (Anatolia). Turkiye Seker
Fab. AS. (1951) Yay. N0:20. 887 p. (in Turkish).

57



OZGECMIS

1983 Karabilk dogumlu. Ilk, orta ve lise 6grenimimi Safranbolu’da 2001
yilinda tamamladi. 2003 yulinda Cukurova Universitesi Ziraat Fekiltesi Ziraat
Muhendisligi Bolimtnde lisans egitimime bagladi. Lisans donemimin 7. ders
yariyilinda erasmus 6grencisi olarak Macaristan' in Corvinus Universitesi’ nde egitim
aldi. 2008 yilinda ‘Ziraat Muhendis’ Unvam ile mezun oldu. Aym yil Cukurova
Universitesi Fen Bilimleri Engtitiisii Bahge Bitkileri Anabilm Dalr nda Y iksek
Lisans egitimime basladi. Ders dénemimi tamamladiktan sonra erasmus stg
hareketliligi programim kazandi ve 3 ay sire ile Hollonda nin Wageningen

Universitesi’ nde staj yapti. Su anda Y ilksek Lisans programina devam etmekte.

58



EKLER

Ek.1 BESI YERLERI

Ek 1.1. MS (Murashige ve Skoog, 1962) Bes Yeri

MS Bazal besi yerinde bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlari asagidaki

cizelgedeki gibidir (Murashige ve Skoog, 1962).

M akro Elementler

(MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

KNO;
NHNO;
MgSO,.7H,0
CaCl,
KH,PO,

1900
1650
370
332.2
170

Mikro Elementler

(MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

M nSO4.H20
ZnS0,.7H,0
H3BO3

Kl
NaM00O,4.2H,0
CuS04.5H,0
CoCl,.6H,0
FeNaEDTA

16.9
8.6
6.20
0.83
0.25
0.025
0.025
36.72

Vitaminler ve Amino asitler

(MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

Myo-inostol 100.0
Pyridoxine-HCI 50
Nicotinik Asit 50
Thiamin — HCL 10
Glycine 2.0
Diger

Sakkaroz (g/l) 30
Agar (g/l) 7

pH 5.7
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Ek 1.2. LB (Leuria Bertani) Bes Yeri
a) Sivi (1 litreigin)

10 gr tripton

10 gr NaCl

50r Yeast ekstrakt

Yukarida verilen miktarlar 1 litre igin olup, farkli hacimde LB besiyeri
hazirlanacaksa bu miktarlar 0 hacime gore orantilanarak tartiimalidir. Tartilan
kimyasallar manyetik karistrirci Gzerinde toplam hacimden biraz az saf su ile
cOzulerek pH'st 0.1 M NaOH ile 7'ye ayarlanir. Hacim saf su ile tamamlanarak
erlene dokulur. Erlenin agzi aliminyum folya ve streg film ile sikica sarilarak 121
°C'de 15 dakika otoklavliamir. Hazirlanan besi yeri oda sicakliginda uzun sire
saklanabilir.
b) Kat1

Hazirlanan sivi besi yerine % 1.5 w/v agar ilave edilerek otoklavlanir. Otoklav
sonrast elle tutulabilecek sicakliga (yaklasik 48 °C) kadar soguduktan sonra petri
kaplarina steril kabin igerisinde paylastirilir. Donduktan sonra streg filmle sarilarak
+4 °C'de muhafaza edilir. Antibiyotik ilave edilecegi zaman, son konsantrasyon
dikkate alinarak, besi yeri petri kaplarina paylastirilmadan hemen énce ilave edilerek
karistirilir ve beklemeden paylastirma yapilir.

Ek 1.3. M1 (Regenerasyon Ortami)
4.4 gr/l MS Bazal ortam,

30 g/l sukroz,

1 g/l MES,

2.2 uM BAP,

0.5 uM NAA,

8.0 g/l agar
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Ek 1.4. M2 (Gelistirme ve Segici Seleksiyon Ortami )
M1 ile birlikte,
750 mg/| sefuroksim sodyum

Ek 1.5. MSG (Surgiin Gelistirme Ortami)
4.4 gr/l MS Bazal ortam,

30 g/l sukroz,

1 g/l MES,

1 uM BAP

0.2 uM GA;

750 mg/| sefuroksim sodyum

Ek 2. SOLUSYONLAR

Ek 2.1. Fenol:K loroform:izoamil Alkol (25:24:1)

Stok fenolden bir pipet yardimiyla dikkatlice 25 ml gekilir. Uzerine 24 ml
kloroform ve 1 ml izoamil alkol ilave edilerek toplam hacim 50 ml’ye tamamlanir.
Kullanmadan 6nce iyice calkalanarak homojenize edilmelidir. Icinde bulundugu sise
aliminyum folyo ile sarilarak 1siktan korunmali ve +4 °C’ de saklanmalidir. Kullanim

siresi 1 ay1 gegmemelidir.

Ek 2.2. TE Soltisyonu

10 mM Tris (pH 8.0)

0.1 M EDTA (pH 8.0)

Hazirlanacak hacim icin gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stokdan alinir ve
saf su ile istenilen hacme tamamlanir. Otoklavlandiktan sonra kullanilir.

Ek 2.3.0.5M TrissHCI (pH 8.0)

Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde Tris-HCI tartilarak bir miktar suda
¢Ozulur, pH’ st NaOH ile 8.0'a ayarlanarak saf su ile hacme tamamlanir. 121 °C’ de 15
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dk otoklav yapilarak +4 °C’ de saklanir

Ek 2.4.0.5M EDTA (pH 8.0)

Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde EDTA tartilarak bir miktar suda
¢Ozulur, pH’ st NaOH ile 8.0'a ayarlanarak saf su ile hacme tamamlanir. 121 °C’ de 15
dk otoklav yapilarak +4 °C’ de saklanir.

Ek 2.5. 5X TAE Tamponu

Bir litreicin; 24,2 gr Tris baz, 5,71 mL Glasiyel asetik asit, 0.5 M EDTA (pH
8.0) kullarmlir. Hazirlanmak istenen miktar icin gereken bilesenler yukaridaki
degerlere gore orantilanarak alinir. Manyetik karistirici zerinde ¢ozilerek pH NaOH
ile 8.0'aayarlanarak otoklav yapilir.

Kullamm konsantrasyonu olan 1X yapmak icin 1 hacim 5X TAE alinarak

Uzerine 4 hacim saf su ilave edilir.

EK 3. PROTOKOLLLER

Ek 3.1. Agaroz Jel'in Hazirlanmasu

Belirlenen hacim igin gerekli agaroz tartilarak bir erlen icerisine konur.
Uzerine hesaplanan hacimde 1X TAE tamponu konarak mikrodalga firinda
eriyinceye kadar tutulur. Elle tutulacak sicakliga kadar (45-50 °C) soguduktan sonra
son konsantrasyonu 0.5 pg/ml stok EtBr soltisyonu ilave edilir. Jel kabina dikkatli bir
sekilde dokulerek jel tarag: yerlestirilir ve donmasi icin yaklasik 40 dakika beklenir.
Jel elektroforez tankina alinarak Uzeri Ortilene kadar 1X TAE tamponu ilave edilir.
Tarak ¢ikarilarak olusan kuyulara DNA 06rnegi yerlestirilir.
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