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Y apilan bu ¢alisma ile kavunda aroma sentezinden sorumlu (Cucumis melo L.,
var cantalupenss Naud) olan Cm-AAT genlerinin antisensleri  Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla Vedrantais kavun cesidine aktarilmistir. Escherichia coli
(DH50a)" den Agrobacterium tumefaciens e aktarilmis ticari rekombinant RNAI -
pPFGC5941 plazmidi kullanilmistir.

Calisma sonucunda transformasyonda kullanilan 1200 tohumdan AAT1 geni
icin 60 aday transgenik bitki, AAT3 geni igin 39 aday transgenik bitki, AAT 4 geni
icin ise 28 adet aday transgenik bitki PCR analizleriyle dogrulanmustir. Y apilan
analizler sonucunda transformasyon etkinlik oranlart AAT1 antisens geni icin %2,5,
AAT3 antisens geni igin %1,7 ve AAT4 antisens geni i¢in %1,25 bulunmustur.
Transformasyonlar sonrasinda kavun genotipine ait tohumlarin kotiledon ve
proksimal kisimlar1 kiltire alinmis ve bu eksplantlardan elde edilen rejenerantlar her
Uc gen icinde proksmal eksplantlarda istatistiksel olarak daha dnemli ¢ikmustur.
Rejenere olan eksplantlarin stirgiine déniisme oranlar: incelendiginde ise yine her i¢
gen icinde proksimal eksplantlardan daha fazla siirgtin elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, RNAi, Cucumis melo, Cm-AAT,
transformasyon
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In this research, Cm-AAT antisense genes responsible for synthesis of aroma
volatiles in melon (Cucumis melo L., var cantalupensis Naud) were transformed by
Agrobacterium tumefaciens. Commercial recombinant RNAi - pFGC5941 plasmid
transformed from Escherichia coli (DH5a) to Agrobacterium tumefaciens, was used.

Based on the results, from the 1200 seeds used in the thesis 60 putative
transgenic plants for AAT 1 gene, 39 putative transgenic plants for AAT3, 28
putative transgenic plants for AAT4 were obtained. These results were confirmed by
PCR analysis. Transformation efficiency of antisens genes was found %2,5 for
AATL, %1,7 for AAT3 and %1,25 for AAT4 Cotyledone and proximal explants
from the seeds were cultured on the selective medium. Proximal explants gave better
results in view of regeneration and shoot rates for all genes. These results were
confirmed by statistical analysis.

Key Words: Agrobacterium tumefaciens, RNAi, Cucumis melo, Cm-AAT,
transformation,
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1. GIRIS TolgaizGU

1. GIRIS

Kavun Cucurbitaceae familyasimin kiltire alinmus en 6nemli tirlerinden
birisidir. Ulkemiz, 1 749 935 ton kavun Uretimi ile dinyada Cin’den sonra ikinci
sirada gelmektedir (Anonim, 2008). Kavunun gen merkezi konusunda kesin bir bilgi
olmamakla beraber, Afrika olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber; Turkiye,
Iran, Hindistan, Afganistan, Cin gibi Asya kitasinda bulunan tlkeler kavunun ikincil
gen merkezidir. Ozelikle ulkemizde, Dogu Anadolu bolgesinin ve Van yoresinin
onemli bir mikro gen merkezi oldugu bildirilmistir (Robinson ve Decker-Walters,
1997).

Cucumis cinsi icerisinde yer alan kavun, ¢ok fazla cesitlilik gosteren bir tir
olup (Whitaker ve 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 olmak Uzere 7 alt gruba ayrilmaktadir (Munger ve Robinson, 1991).

Kavunun farkli cografik orijinlerde tammlanmis yabani ve kdltire alinan
bircok tipi mevcuttur (Pitrat ve ark., 2000). Bu tirler icerisinde yaprak, bitki ve
meyve karakterleri bakimindan yiksek diizeyde morfolojik ¢esitlilik bulunmaktadir.
(Kirkbride, 1993; Sensoy ve ark., 2005; Sar1 ve Solmaz, 2008).

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 saglamstir. Son
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yillarda Ozellikle tat, aroma ve besin degeri yiuksek 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
turudar.

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
yuratalmostar. Ancak bu calismalarda 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.

Cucumis cinsi igerisinde yer alan kavun, besin degeri agisindan oldukga 6nemli
bir sebze turtdir. Kavunun igerdigi en 6nemli besin maddeleri protein (0,6-1,2
mg/100 g), karbonhidrat (6-15 g/100 g), A vitamini (500 U-4200 U/ 100 g), C
vitamini (6-60 mg/100 g), potasyum (130 mg-330 mg/100 g)’ dur (Anonim, 2006).

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 Uzerine en ¢ok etkili olan faktdrlerden biridir. Kavunda
muhafaza siresini kisitlayan en dnemli faktorlerden biri yumusama, unlulasma ve
buna bagli olarak gelistigi dusunilen curiimelerdir. Bu fizyolojik bozulmalarin
muhafaza stiresinin uzamasi ile soguk zararindan meydana geldigi bilinmektedir. Bu
nedenle muhafaza sliresince bu sebze tirinde kalitenin korunmasi ve etilenin kalite
Uzerine etkilerinin hem fizyolojik hem de biyoteknolojik yontemler kullanilarak
arastirilmas: gerekmektedir.

Kantalop kavunu etilen ile olgunlasma islevinin diizenlenmesi ve olgunlasma
oramina 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



1. GIRIS TolgaizGU

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 gergeklestigi
gordlmis, bunun yaninda birgok olgunlasma siireci etilen tarafindan diizenlenirken
etilenden bagimsiz oldugu durumlarin da oldugu gorulmistr.

Tarimsal dretimin 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
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 dizeylerde rejenere oldugu kavunda bu
konu 6zellikle dikkat cekecek diizeydedir (Curtik, 1999).

Rhizobiaceae familyasinin bir tird 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 pargasi 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 dusuktir. Bu sebeple, ¢cok sayida gen
aktarimi yapilamayan hticre igerisinden gen aktarimi yapilan hiicrelerin belirlenerek
secilmesi gerekmektedir. Gen aktariima basarisim en ¢ok etkileyen faktor ise
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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
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 donlistim safhalar1 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 ayni zamanda
meyve tadinin kaybolmasina neden olmustur. Etilen Uretiminin baskilanmasi,
Charentais kantalop kavunundaki aroma maddelerinin kuvvetli bir sekilde
engellenmesi ile sonuglanmustir

Diger kantalop kavun c¢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 rolt 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.
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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 faktdrlerin dogal yapist bilinmemektedir. Son
donemlerde gercgeklestirilen 6nemli calismalardan biri de etilenin inhibe edilmis
oldugu transgenik domateslerin ve kavunlarin kullamim ile etilene bagimli ve
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
rolt oldugu belirlenmistir. Hexyl ve butyl asetat gibi alifatik esterlerin Gretiminin,
AS meyvelerinde sinirlandigi goéralmuistir. Baslangictaki var olan cesitlerde inklbe
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 dogrulanmustir. 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
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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 CMAATL geni tarafindan
kodlanan AAT enziminin biyokimyasal ve fonksiyonel karakterizasyonunu
incelemislerdir. Bu genler, cilek gibi karakterize edilmis diger meyve agil transferaz
ile % 21 oraminda aym 6zellik gostermistir. RT-PCR calismalar1 her iki genin de
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 buyukligi 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 farkliliklar1 olan
4 tiyeden olugmaktadir; [%84 (CM-AAT1L/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 Gretimi
icin Cm-AAT2 nin aktivitesinin bozuldugunu ve bu mutasyonun tum aktif AAT
proteinlerinde threonin yerine 268 aleninin var olmast ile ilgili oldugunu
gogermistir. CmAAT-1 ise 268-A igerisinde 268-T mutasyonunun gelmesi ile
aktivitesini kaybetmektedir. Bu Ug¢ proteinin aktivites meyve olgunlasmas: siiresince
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keskin substrat artislar: ile 6lcilmisttr. Bu ¢alismada sunulan bu veriler, coklu AAT
genlerinin kavunda ester formlarinin buyik bir ¢esitliligi oldugunu gostermektedir
(El-Sharkawy ve ark., 2005).

Alkol dehidrogenaz (ADH), aldehitleri alkollere cevirerek ve ester olusumlari
icin subsrat saglayarak meyvelerde ugucu aroma molekillerinin  sentezine
katilmaktadir. Charentais kantalop kavunu (Cucumis melo L., var cantalupensis
Naud) ndan aminoasid dizeyinde %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 alamnda 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 ark., (1998) de toprak kurtcugu (Caenorhabditis elegans) Uzerinde
yaptiklart arastirmalarda bu transkripsiyon sirecine nasil midahale edilip,
istenmeyen proteinleri Ureten genlerin islevsiz hale getirilecegini kesfetmiglerdir.
Gen susturma mekanizmalari ilk 6nce Okaryotik canlilarda patojenlere karsi savunma
ve gen ifadesinin dizenlenmesi amaclariyla gelistirilmistir (Waterhouse ve ark.,
2001). Ayrica bu mekanizmalar tek hicreliler 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
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baglanmakta, Dicer ise bu cift sarmalli seridi daha kiclk 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 parcast da bir sonda gibi kendi sifresine uyan
MRNA '’ lar1 aramakta ve Uzerindeki baz dizilisine uyan mRNA ipligini yakalayinca
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 1Il enzimi olan Dicer tarafindan tanmnir ve 21 - 23 nikleotid
uzunlugundaki SIRNA dublekslerine donusturdltr (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, SSRNA dubleksini agar ve tek iplikli
SIRNA’yi1 iceren RISC mRNA’ya komplementerize olur (5). RISC icinde
tanimlanmamis bir RNAaz (silecer) mRNA’ y1 pargalar (6) (Karaboz ve
Colak, 2007).

RNAI basit olarak; hicre icerisinde meydana getirilen ya da dogal olarak
Uretilen cift zincirli RNA molekdlleri, evrimsel olarak korunmus bir dizi ardigik
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molekuler olay zinciri ile dizi eslenigi olan mMRNA’ ya baglamp pargalanmasin
saglamakta ve boylece gen anlatiminda transkripsiyon 6tesi bir susturulma saglanmis
olmaktadir (Anonim, 2006).

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 cevresel 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 avantaj, 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 bdlgelerinin
hedeflenmesi yoluyla aym anda susturulabilir. RNAiI aym zamanda bitkiler icgin
hayati genlerin fonksiyonlarii analiz etmede kullanilabilir. Buna ilaveten,

uyarilabilen diizenleyicilerden RNAI’ lerin ifadesi gen susturulmasinin derecesini ve
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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
saglar. Virtsle ve agroinfiltrasyon ile uyarilan metotlarin aksine, RNAI susturulmasi
stabildir (Carthew, 2001). T-DNA eklemesi ve transpozon isaretlemesi gibi diger
mutajenik metotlarin  aksine, RNAIi 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 Gic 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. mIRNA’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.  Ucglincii 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 gikarilmustir. Fakat bitki RNA susturma yollarinin biyokimyasal
mekanizmalarimin tam anlamiyla anlasilmasi hentiz mimkin gérinmemektedir.
Simdiye kadar yapilan calismalarda, daha cok diger organizmalardan genetik
calisgmalar sonucu elde edilen bilgiler degisik biyokimyasal modellere uydurulmus ve
kismen de olsa RNAI’ nin ¢alisma mekanizmasi ortaya ¢ikarilmaya ¢aligilmistir. Her
ne kadar bitkilerdeki RNAIi sistemi bir gok yonden diger organizmalardaki RNAI
sistemine benzerlik gostermese de, bitki RNAI sinyal amplifikasyonu, kisa ve uzun
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mesafeli sinyal iletimi ve TGS tepkileri dahil bir ok farkli 6zelliklere sahiptir. Bu
yuzden RNAI bilesenlerinin biyokimyasal karakterizasyonu bitki RNA susturma
modelinin tam olarak anlasilabilmesi icin gereklidir (Karakurt ve ark., 2007).
Kavunda aroma biyosentezinden sorumlu olan Cm-AAT (alkol agil transferaz)
genlerinin  fonksiyonlari simdiye kadar sadece rekombinant mayalardaki gen
ifadesiyle agiklanmig, in vivo'da kavun meyvelerinde agiklanamamistir. Spesifik
aromatik bolgelerdeki genlerin her birinin rolt tam olarak aydinlatilamamstir. Bu tez
calismasi kapsaminda A. tumefaciens araciligiyla RNAI yapisinin olusturulmast ile
Vedrantais kavun genotipine Cm-AAT antisens genlerinin aktarilarak susturulmasi

amaclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Abak ve Dumas de Vaulx, (1980), Charentais tipi iki kavun hattinda iki farkli
eksplant kullanarak (hipokotil ve cicek sap1) kallus ve kallustan slirgiin uyartimi
Uzerinde calismiglar ve farkli ortamlar (MS ve G bilesimi, seker NAA, kinetin, 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 haftaiginde sirgin
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 tuzlari, 100 mg/l myo-inositol, 1 mg/l Thiamine- HCI, %3
sakkaroz, 8 g/l agar) ortamlarinda 27 + 2°C sicaklikta karanlik ortamda kdltire
aldiklarim ve rejenerasyon etkinligini incelediklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar
yapilan galismalar sonucunda, kilttr ortami kosullar:r 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 1min blttnlyle gelismis strginler drettigi, 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 hiicre hatlarindan olusturulan adventif
strgunlerden bitkiler elde edilmistir.

Leshem ve ark., (1988)'lar1 farkli konsantrasyonlarda bitki buyime
dizenleyicilerini iceren sivi ve kat1 ortamlarda kdltire adiklari kavun sirgin
uclarinda gozledikleri vitrifikasyonun (camlasma) olusumunu ve gelisimini
incelemislerdir. Arastiricilara gore vitrifikasyonu tesvik eden ortam kosullarimn
varligi s0z konusu olmasina ragmen, besi ortaminda sitokinin bulunmadigindan
vitrifikasyon olusmamustir. Bu sebeple sitokinini, vitrifikasyonu tesvik edebilecek
birincil faktor olarak belirlemislerdir. Sitokininsiz ortamda vitrifikasyonu tesvik
edecek faktorler olmamasina ragmen, distik oranda spontan vitrifikasyon gozlendigi
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saptanmustir. Vitrifikasyonun gorulme frekansinin, ortamin igerigi ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Arastiricilara gore, sivi ortamda hichir etki goérilmezken, kati
ortamdaki vitrifikasyon zamana bagli olarak artmustir. Kat1 ortamda vitrifiye olmus
tim eksplantlar, 2. veya 3. alt kiltirden sonra kallusa donismistir. Bu duruma
bakilarak, ortamda sitokinin bulunmasina tepki olarak gozlerde vitrifikasyonun
olustugu 6ne strdlmastdr.

Leshem, (1989) kavun kotiledon yapraklarinda organ uyartim zaman ile
organogenesisin olustugu bolgeyi arastirmis ve ¢alismada kallus, kok veya sirgiin
rejenerasyonu olusumunun kotiledonun yalmz bazal kismindan meydana geldigini
bildirmistir. Organ uyartim icin koklerde en az 1, en ¢ok 3 gun, stirginlerde ise en
az 3, en ¢ok 5 giin gerektigi, besin ortamina lAA’in tasinmasim engelleyen TIBA' nin
2 mg/l konsantrasyonu eklendiginde, kotiledonlardaki organogenesisin tamam ile
durdugu saptanmustir. Organogenik tepkinin kesim isleminden sonra endojenik
blyime faktérii IAA’in polar olarak tasinmasi ve eksplantin bazal kisminda
birikmesi ile meydana geldigi ve eksojenik hormonlarin organ olusumunu uyardigi
belirtilmistir. Ekzojenik oksin/sitokinin oramnin yeni bir rejeneratif bolge
olusturmadigi, sadece organogenesis oranimin artmasin tesvik ettigi rapor edilmistir.

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

Fassuliotis, (1990), farkl1 yazarlara dayanarak gercek yaprak dokusu (Kathal
ve ark., 1988; Dirks ve Van Bugennum, 1989), kallus suspansiyon klturti (Oridate
ve Oosawa, 1986), protoplast kilttiri (Roig ve ark., 1988; Moreno ve ark., 1986) ve
kotiledonlardan (Dirks ve Van Buggenum, 1989) bitki rejenerasyonunun
gerceklestigini belirtmekle birlikte, cok az sayida genotipin in vitro kosullarda
basariylarejenere edilebildigini (Orts ve ark., 1987) bildirmistir.

Fang ve Grumet, (1990), 4-5 gunltk in vitro kavun fidelerinin kotiledon
yapraklarinin 4 kenarint bisturi ucu ile keserek elde ettikleri eksplantlar: kullanmak
suretiyle, NPTII genini Hale's Best Jumbo kavun gesidine aktarmak amaciyla cesitli
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denemeler yapmuslardir. Gen aktarma  calismalarimin 10°-10°  hiicre/ml
yogunlugundaki bakteri kdltira ile yOritaldigind, en uygun bakteri inoktlasyon
siresinin 10 ile 30 dakika oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar, inokile ettikleri
eksplantlardan %3 ile %7’ sinden transgenik bitki elde ettiklerini vurgulamislardir.

Gonsalves ve ark., (1994), yaptiklar: rejenerasyon calismalarinda; Dirks ve
Van Buggenum, (1989) adli arastiricilarin kullandigi rejenerasyon protokolint
(rejenerasyon ortami: MS tuzlari ve vitaminleri + 4.4 uM BA; sirgin biyltme
ortami MS tuzlari 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 sirgun 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 Lasgj, (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 ¢esidine aktarmak amaciyla ¢esitli denemeler yapmuslardir. 1K1560, NBO0101
ve BM3 ortamlarimi sirasiyla rejenerasyon, sirgin biyitme ve koklendirme
ortamlar1 olarak kullanmiglardir. Rejenerasyonda 0, 25, 100 ve 200 mg/I’'lik
kanamisin konsantrasyonlarim deneyerek 100 mg/I’ lik dozda bilyiime 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 oramt Uzerine olan etkisini
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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 giin sonra eksplantlarin yaklasik %10 unun
tomurcuk olusturdugunu, olusan tomurcuklarin ise %50 sinin kigik slrginlere
donustugini tespit edilmistir.

Ayub ve ark., (1996)'da etilenin klimakterik meyvenin olgunlasmasinda
onemli rol oynayan bir bitki hormonu oldugunu bildirmiglerdir. Antisens ACC (ACC
oksidaz etilen biyosentezinin son basamagim katalize eden gen) oksidaz genini
eksprese eden transgenik kantalop (Charentais) kavununun rejenerasyonunu
saglamislardir. Transgenik meyvenin etilen Uretimi transgenik olmayan meyvenin
etilen Uretiminin %21’ inden daha az miktarda oldugunu ve olgunlasmay: bloke
ettigini bildirmislerdir. Antisens 6zellikli olgunlasmayan meyveye sahip bitkinin
disaridan etilen uygulamasiyla geri donusturtlebildigini saptamiglardir. Antisens
ACC oksidazl1 kavunlarin analizi, etilene bagli olarak ve etilen soz 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 bildirmiglerdir.

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 kullanmuglardir. Pharo gesidinin - gercek
yapraklar1 kullamlarak yapilan gen aktarma calismalarinda, % 0.4 oraminda
transgenik bitki elde edildigini saptamslardir. Amarillo canario g¢esidinin gercek
yapraklarinin eksplant olarak kullanildigi 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
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eklenmediginde elde ettikleri transformasyon oramnin sirasiyla %0.7, %13 ve %0
oldugunu bildirmiglerdir.

Curtuk ve ark., (1998), yapmis olduklari calismada kavunun hipokotil ug
kismini igeren eksplantlarinin, tepe tomurcugu olmaksizin MS ve BA igeren ortamda
cok sayida slirgin olusturabilme yetenegine sahip oldugunu belirtmislerdir. Y apilan
arastrmalar  sonucunda; hipokotilin tepe kismindan rejenerasyonun daha hizl
oldugunu ve 2 gun icerisinde ilk strgtnlerini olusturdugunu buna nazaran kotiledon
yapraklarinda bu slrenin 1 ay gibi bir sire oldugunu, hipokotilin tepe kismindan
rejenerasyonun  karanlikta meydana geldigini, kotiledon eksplantlarindan
regenerasyonun ise 1siga gereksinim duydugunu, hipokotilin tepe kismindan
rejenerasyonun %2100 diploid olan slirgtin olusumu ile sonuglandigini, buna karsit
olarak kotiledon kismindan rejenerasyonun %42 tetraploid olarak sonuclandigini
bildirmislerdir.

Ezura (1999)' nin bildirdigine gore; Fang ve Grumet (1993) adl1 arastiricilar
ZYMV'’ne dayaniklilik saglayan kilif protein genini kavuna aktararak ZYMV'ne
dayanikl1 transgenik bitkiler elde etmislerdir.

Gaba ve ark., (1999)'nin bildirdigine gore, In vitro kosullarda kotiledon
eksplantlarindan direkt organogenesis yoluyla rejenere olan Galia kavun gesidinde
g6zlenen gdz (tomurcuk) rejenerasyonunun anatomisi ve morfolojisinin arastirilmasi
sonucunda, kavun kotiledon yapraklarindan elde edilen direkt rejenerasyonun
epidermis tabakasindaki hiicre bolinmesi sonucu olustugu bildirilmistir.

Gaba ve ark., (1999)'min bildirdigine gére; 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 bdlgesinin rejenerasyon agisindan
en cok aktif olan bdlge oldugu belirtilmistir.

Guis ve ark., (2000), Cucumis melo var. cantalupensis' nin (cv. Vedrantais)
yaprak eksplantlarindan yeni bir transformasyon yontemi gelistirerek cogunlugu
diploid transgenik bitkiler elde ettiklerini belirtmislerdir. Birgok rejenerasyon
protokolii kullanarak rejenerasyonun etkinligini ve rejenerant kavun bitkilerinin
ploidi dizeylerini arastrmiglardir. Bitkilerin 10 gunltk fidelerinin  kotiledon
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yapraklarinin kullanilcig: ve 1 mg/l BA ve 1 mg/l 2IP (isopentyladenin) iceren MS
ortaminda kiltire alindigi sonugta %73 oramnda rejenerasyon elde edildigi
bildirilmistir. Elde edilen rejenerant bitkilerin % 84’ten fazlasimin diploid oldugu
saptanmustir  Transformasyonda Agrobacterium ortama eklendiginde rejenerant
diploid bitki eldesinde 6nemli bir degisme olmadigi (%81) kaydedilmistir. Bu
protokolin ACC oksidaz geninin aktarilarak diploid bitki eldesinde basari ile
uygulandig bildirilmistir.

Nora ve ark., (2001), Kathal ve ark., (1988) tarafindan tanimlanan
rejenerasyon protokolint kullanarak, kavundan alinan yaprak ve kotiledon
eksplantlar: 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 kullamilmustir. Bu geni iceren transgenik bitkilerin dustk bir etilen
Uretimi gergeklestirdigi saptanmustir.

Martin (2003), yapmis oldugu calismada, Vat geni tasiyan kavun hatlarinda
A.gossypii tarafindan olusturulan virus tasinimina karsi dayanikliklik mekanizmasini
arastrmiglardir. Vat geni, kavunlarda temel vektor olan A gossypii. tarafindan viriis
tasinuminin engellenmesini saglamaktadir. Calismalarinda, afitin bitki Gzerindeki
davraniglar: arastirilmisg fakat dayaniklilik arasindaki iliski anlasilamamistir. Ayrica
afit virulansa kars1 hassas ve dayanikli (Vat geni tasiyan) kavun tirleri incelenmis,
Hiyar Mozaik Virtsi (CMV) inokile edilmis A.gossypii iceren hassas bitkilerin bir
onceki arastirilan dayanikli bitkilere gore daha etkili 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
yapmis olduklari calismalarda, somatik embriyogenesis ile, transgenik bitki elde
etme Uzerine calismiglar ve rejenerasyon denemelerinde etkili olacak bir metod
saptamiglardir. 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
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Vedrantais ve 148.6 Earl’s Favourite Fuyu olarak tespit edilmistir. iki haftanin
sonunda ¢imlenme oram sivi MS ortamlarinda %80 (Vedrantais) ve %35 (Earl’s
Favourite Fuyu) olarak Dbelirtilmistir. Rejenerant bitkilerin %60’ dan fazlasinin
diploid ve arazi kosullarinda normal fenotip 6zellikleri 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/l Augmentin) bakteriyel inoktlasyondan
8 hafta sonra %80 oraminda transgenik bitki elde edilmistir. 50 mg/l kanamisin igeren
MS ortamlarinda aday transgenik bitkiler gelistirilmis ve seraya aktarilmstur.
Transformasyon sonrasi yapilan PCR analizleri, GUS ve Southern bloth analizleri ile
transformasyon orani %2.3 olarak saptanmustir.

Taner ve ark., (2004), yapms olduklar1 calismada, in vitro mutasyon
calismalarina temel olmasi igin; Y uva kavun gesidine ait bitkilerden alinan kotiledon
ve yaprakli hipokotil par¢alarinin MS besin ortaminda stirgiin olusturma kapasiteleri
Uzerine farklh seker konsantrasyonlarimin ( %15, 20 ve 25) ve pH seviyelerinin (5.6,
5.7, 5.8) etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, kotiledon parcalarindan
sadece kallus olusumu saglanirken, yaprakl: hipokotil parcalarindan kallus olusumu
ile birlikte siirgiin olusumu meydana gelmistir. En yiksek oranda ve en kaliteli
sirgiin olusumu bitki parcasi basina 4.89 adet siirgin olacak sekilde %15 seker
iceren ve pH’s1 5.6 olan besi ortamindan elde edilmistir.

Yalgin-Mendi ve ark., (2004 a), yuritmis olduklar1 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 viris
hastaligina dayanikli kavun hatlar: elde etmislerdir.

Yalgin-Mendi ve ark., (2004 b), yapmis olduklari ¢alismada, Turkiye' de
Oonemli 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
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sonucunda kotiledonun abaksiyal ve adaksiyal yiizeyleri arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farkliliga rastlanmamustir. 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, slirgtin olusumunda énemli 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.

Curuk ve ark., (2005)’de yaptiklar1 calismada rejenerasyon yetenekleri ¢ok
dustk olan Kirkagag 637 ve Noi Yarok kavun genotiplerinin A. tumefaciens
aracihigiyla transformasyonunu  kotiledon eksplantlarimin yara  dokularinin
olusturuimast ve carborundum ile vortekslenmesi sonucu  basariyla
gerceklestirmiglerdir. Ek olarak rejenerasyon seleksiyon ortamina AgNO; ilave
edilmesiyle transformasyon etkinligi azalmis, eksplantlarin aday transgenik
kalluslara ve rejenerasyon tomurcuklarina déntisimui az sayida olmus ve herhangi bir
transgenik sirgin elde edilememistir. Calismada aday transgenik kalluslarin
rejenerasyonundan sonra kimerik transgenik bitkiler secici ortam icerisinde
kanamisin ile secilmistir. Transgenik bitkilerin tretimi igin ortama koyma isleminden
30-40 guin sonra siirgiin ya da tomurcuk eldesi en basarili dénem olmustur. Yamzca
carborundum kullamlarak transformasyonu yapilan eksplantlar transgenik kavun
sirgunleri vermistir. Her 18-20 gunde bir 50 mg/l kanamisin igeren segicici
ortamlarda altkilttre amslardir. Bu teknikler kavunda ZYMV ve CMV virlsleri
icin dayanikli kavun hatlarimin  elde edilmesindeki 1slah programlarinda
kullanlmstur.

Wu ve ark., (2009)'a gore, kavunun dinya genelindeki Uretimi ZYMV’den
dolay1 siklikla kisitlanmaktadir. ZYMV’'ye direncli kavun hatlarinin - genetik
muhendisligi ile Oretilmesi icin virsiin aktarilamayan bir bolgesi, diger bolgesinde
ise aktarilabilir bir kilif proteini iceren bir yapisi Uretilmis ve Oryantal kavun
genotiplerine A. tumefaciens kullamlarak transformasyonlari saglanmistir. Bu
calismada gelistirilmis bir kotiledon kesim teknigi kullanilmistir. Kotiledonlarin st
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kistmlarindaki proksimal kisimlarimin sonlarindan 1 mm’lik kisimlarinin ¢ikarilmasi
transgenik rejenerantlarin biytk oOlciide artmasina neden olmustur. Transgenik
hatlarin sera calismalarindaZYMYV ile bulastirmus ve direnclilikleri farkli seviyelerde
tespit edilmistir. Kavun genomunda transgenlerin rastgele yerlesmesi ve yerlesme
sayisi southern hibridizasyonu ile belirlenmistir. Ayrica northern hibridizasyon
calisgmalar1 ile aktarilmis genlerin ifadelerinin kontrolii gerceklestirilmistir. Bu
calisma sonucunda elde edilen transgenik kavun hatlar1 yiksek oranda ZYMV'’ye
direncli olduklar1 tespit edilmis ve Orta Asya’da ZY MV’ nin kontroll i¢in dnemli bir
potansiyele sahip olduklar: belirtilmistir.

Kocaman, (2009) yaptigi calismada Vedrantais kavun genotipine aroma
sentezinden sorumlu olan ADH (Alkol dehidrogenaz) antisens genlerini
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla aktarmistir. Transformasyon ve rejenerasyon
calismalarinda Vedrantais tohumlarinin proksimal ve kotiledon kisimlarint eksplant
kaynag1 olarak kullanmistir. Calismanin sonucunda proksimal eksplantlardan gelisen
rejenerasyon ve sirgin oranlari, kotiledon eksplanttan gelisenlere gore daha yutiksek
oldugunu bildirmistir. Elde edilen aday transgenik bitkilerin kontrolini PCR ile
dogrulamustir.
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3.MATERYAL ve METOD

Tez calismast 2008-2009 vyillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat
Fakultess Bahge Bitkileri Boélumu Bitki Biyoteknolojisi  Laboratuvarinda

yarGtdlmostar.

3.1. Materyal

3.1.1. Rg enerasyon ve Transformasyonda K ullamilan Bitki M ateryalleri

Arastirmada, Fransa Ulusal Tarimsal Arastirma Enstitisii (INRA) nden temin
edilmis olan Vedrantais kavun genotipi tohumlar1 kullani mistir.

3.1.1.1. Vedrantais (Cucumismelo L. var cantalupensis)

Orijini italya olan bu kavun genotipi kantolop grubundandir. Meyve kabugu
tek renk olup, meyve aromast tath ve giizel kokuludur (Anonim, 2008).

3.1.2. Transformasyonda Kullanilan Plazmid ve Bakteri Irklari

Transformasyonda E. coli (DH5a) susu icerisinden Agrobacterium
tumefaciens e aktarilan ve Cm-AAT (1, 3 ve 4) antisens genlerini igeren rekombinant
RNAI-pFGC5941 ticari plazmidi kullamlmigtir ~ (Sekil 3.1). Agrobacterium
tumefaciens'in plazmid DNA’s: Uzerinde bulunan genler ve oOzellikleri Cizelge
3.1'de verilmistir. Calismada kullanilan antisens genlerin ve ticari plazmidin DNA
dizileri EK.1 ve EK.2' de belirtilmistir.

RNAI yapisi: AAT genlerinin sekanslart 5 ucundaki Xbal ve Ascl kesim
bolgeleri ve 3 ucundaki BamH1 ve Swal kesim bolgesini bulunduran tam
olgunlasmamis kavun meyvesinin cDNA’st kalip olarak kullamlarak PCR ile
cogaltilmistir. PCR 0rtnleri 6nce Ascl ve Swal ile kesilmis ve bitki transformasyon
vektord olan pFGC5941 ile baglanmis ve E. coli (DH5a) igerisine yerlestirilmistir.
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Meydana gelen uygun sekansa sahip olan plazmid pFGC5941-S olarak
isimlendirilmistir. Onceden bahsedilen iki genin antisens olarak sralanmis
kistmlarint elde etmek icin PCR Urtnleri BamH1 ve Xbal ile kesilmis ilgili vektore
baglanmis ve tekrar E. coli igerisine yerlestirilmistir (Yahyaoui ve ark., 2002; El

Sharkawy ve ark., 2005).

MAS 3'

MAS 1' Promoter

Construct: pFGC5941

CHSA Intron

mal (4155)

Ncol (2734)

(11405 bp) wal (2757)

Sekil 3.1. Escherichia coli (DH5a)’ den Agrobacterium tumefaciens' e aktarilmis

ticari rekombinant RNAi - pFGC5941 plazmidi
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Cizelge 3.1. Agrobacterium bakterisinde bulunan plazmid DNA’ nin 6zellikleri

PLAZMIDIN OZELLIKLERI

Plazmid adi

PFGC5941-(11406 bg)

ABRC stok numarasi

CD3-447

Bakteri seleksiyonu

Kanamycin 50mg/I

Bitki seleksiyonu

Basta herbisiti

Promotor buydklugu (bg)

1400

intron fragmenti

ChsA intron

Km (Kan®) Bakteriyel kanamisin direng geni

BAR Basta herbisitine dayanikliligi kodlayan gen

0OCs 3 Agrobacterium tumefaciens’ in poliadenilasyon sinyal
dizisi

MAS 3’ Agrobacterium tumefaciens’ in poliadenilasyon sinyal

dizisi

MAS 1' Promotor

Agrobacterium tumefaciens’ deki bitki promotoru

CaMV 35S Promotor

Karnabahar mozaik virtisti 35S viral promotoru

LB

T-DNA sol bélge

RB

T-DNA sag bolge

ChsA Intron(1353 bg)

Petunia chalcone sentaz A geni
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3.2. Metod

3.2.1. Doku K ultlri Kosullary

Doku kiiltiirti ve transformasyon calismalarimin timi Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiltesi Bahce Bitkileri Bolumu Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarr’ nda
gerceklestirilmistir. Calismada, steril kosullarin saglanmast icin steril kabinler
kullanilmistir. Rejenerasyon ve transformasyonda kullanmlan tim malzemeler (bisturi
bicagi, pensler, kurutma kagitlari, cam malzemeler, pipet uclari, kullanilan saf su)
121 °C sicaklikta 15 dakika stresince ve 1.05 atmosfer basing altinda, otoklavda
sterilizasyon edilmistir. Steril kabin igerisinde, steril kosullarin saglanmasi igin
bistiri ve pensler %96 lik etil alkole batirildiktan sonra elektrikli sterilizatorde
derilizasyona 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 ya da 25-30 ml steril cam kavanozlara
aktarilmistir. Besin ortamui olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel ortam
bilesimi kullanilmistir. Tohum ¢imlendirme asamasi icin bitki blyime diizenleyici
icermeyen MS ortamina %3 sakkaroz ve %0.3 agar ilave edilerek pH 5.7 ye
ayarlanmistir. Antibiyotik ilavesi gereken calismalarda, antibiyotik sterilizasyonu 0.2
mikron c¢apta por genisligine sahip filtreler kullamilarak yapilmis ve daha sonra
otoklav ile steril edilen besin ortamlarina ilave edilmistir. Otoklav sartlar1 altinda
antibiyotiklerin protein yapisi  bozulacagindan besin ortamlarina sonradan
eklenmistir. MS Bazal ortamunda bulunan mineral tuzlarin ve vitaminlerin isim ve

konsantrasyonlar: Cizelge 3.2." de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. MS bazal besi yerinde bulunan mineral maddeleri ve konsantrasyonlari
(Murashige ve Skoog, 1962).

Makro Elementler (mgll)
KNO3 1900
NH;NO; 1650
MgSO,.7H,0 370
CacCl, 332.2
KH,PO, 170
Mikro Elementler (mgll)
MnSO,.H,0 16.9
ZnS0,4.7H,0 8.6
H3;BO; 6.20
Kl 0.83
Na,M00,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeNaEDTA 36.72
Vitaminler ve Amino asitler (mgll)
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

3.22. Rgenerasyon ve Transformasyon Denemeleri igin Sterilizasyon

Uygulamalari

Sterilizasyonda, kavun tohumlarimin kabuklar: soyulmus, %15 ’lik sodyum
hipoklorit c¢ozeltisine %2'lik tween-20'den 2 damla damlatilmis ve ara sira
calkalanarak 10 dakika bekletilmistir. Steril saf su ile 3-5 kez yikanan tohumlar
kultur ortamina aktarilmaya hazir hale getirilmistir (Sekil 3.2).
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T gy ™ 0
T

n*w L]

Sekil 3.2. (A) Pens ile tohum kabuklarinin ¢ikarilmasi; (B) Y Uzey sterilizasyonunda
kullamlan sodyum hipoklorit cozeltisi 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 aktarilmasi

3.2.3. Tohumlarin In vitro Ortamda Cimlendirilmes
Tohumlar sterilizasyon islemlerinden sonra kurutma kagitlart Uzerinde
kurutulmus ve bitki bloyume dizenleyicisi icermeyen MS bazal besi ortami iceren
petrilerde 16 saat fotoperiyotta 25-26 °C de 3 giin karanlikta kiltire alinmistr.
3.2.4. In vitro Reg enerasyon ve Transformasyon Bes Yeri (M1 Ortam)
Rejenerasyon ve transformasyon calismalarinda, Ayub ve ark., (1996) nin

kullandiklar1 rejenerasyon ortami (4.4 g/l MS Bazal ortami, 2.2 uM BAP, 0.5 uM
NAA, 30 g/l sukroz, 200 uM asetosiringon, 1 g/l MES, 7.0 g/l agar ) modifiye
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edilerek kullamilmustir. Yapilan modifikasyonlar, besi yerine 1g/l MES ve 200 uM

asetosiringon ilavesi yapilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.3).

3.2.5. In vitro Rejenerasyon Bes Yeri (M2 Ortami)

Rejenerasyon calismalarinda M1 ortamina 750 mg/l sefuroksim sodyum

antibiyotigi eklenerek hazirlanmis olan M2 Besi ortami kullamilmistir (Cizelge 3.3).

3.2.6. In vitro Sirgin Gelistirme Bes Yeri (M3 Ortami)

Guis ve ark., (2000)" nmin kullandiklar: siirgiin gelistirme ortamu (4.4 gr/l MS
Bazal ortami, 1 uM BAP, 0.2 uM GAs, 30 g/l sukroz, 1 g/l MES, 750 mg/I
sefuroksim sodyum, 7.0 g/l agar) modifiye edilerek, M2 ortaminda gelisen

rejenerantlar, M3 besi yeri iceren cam kavanozlara aktarilmislardir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. In vitro’ da kullamilan ortamlar ve igerikleri

M1 Ortami (Ayub ve ark., 1096)

M2 Ortami (Ayub ve ark., 1996)

M3 Ortami (Guis ve ark., 2000)

4.4 g/l MS Bazal ortami

4.4 g/l MS Bazal ortami,

4.4 g/l MS Bazal ortami

2.2 UM BAP

2.2 UM BAP

1 UM BAP

0.5 pM NAA

0.5 pM NAA

0.2 M GAg

30 g/l sukroz

30 g/l sukroz

30 g/l sukroz

*200 uM asetosiringon

*200 uM asetosiringon

*1 g/l MES

*1 g/l MES

*1 g/l MES

*750 mg/l sefuroksim sodyum

7.0 g/l agar

*750 mg/l sefuroksim sodyum

7.0 g/l agar

7.0 g/l agar

*Ortamlarda yapilmis olan modifikasyonlar

3.2.7. Transformasyon Calismalari

3.2.7.1. Transformasyonda Kullamlan Bakteri

Bdirlenmes

Cozeltisnin  Yogunlugunun

Bakteri ¢oOzeltisinin yogunlugunu belirlemek amaci ile spektrofotometrik

Olcim yapilmistir. -80°C’de muhafaza edilen Agrobacterium irklart 20 ml sivi LB
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ortami + 50 mg/L kanamisin igeren ortama inokule edilmistir. Bir gece 28°C ve 200
rpm’ de inkibasyona birakilan LB bakteri sollisyonunun spektrofotometrede O.D.
600 nm Lamda (L) 6lcimi yapilmis ve transformasyon calismalari icin uygun
absorbans degeri (0,3-0,4) belirlenmistir. Spektrofometrede okunan degerler
sonucunda transformasyonda kullanmilacak optimum miktarin 20 ml sivi LB

ortaminda bir gece gelisen bakteri soltisyonun oldugu belirlenmistir.

3.2.7.2. Agrobacterium tumefaciens ve inokiilasyon Soliisyonunun Hazirlanmas

Agrobacterium bakteri irklarini transformasyon calismalarinda kullanmak ve,
cogaltmak icin kat1 ve sivi LB ortamlar1 (Luria-Bertani, 1964) hazirlanmistir
(Cizelge 3.4).

Agrobacterium tumefaciens' in g farklit RNAi yapisi tasiyan Cm-AAT (1, 3
ve 4) rklar1, LB ortamu (Luria-Bertani, 1964) icerisine agar eklenerek hazirlanan kat1
ortamlarda 6ze yardimi ile cizilerek 28°C’de 1-2 gun etlvde inkibe edilerek
gelistirilmiglerdir. BUtiin Agrobacterium wrklar: icin LB ortami + 50 mg/l kanamisin
kullamlmustir. Petrilerde gelisen bakteri kolonileri 4°C’ de dolapta muhafaza
edilmistir. Segilen tek koloniler transformasyon ¢alismalarinda kullamlmustir.

Sivi bakteri kalttrinin hazirlanmasinda, kat1 LB ortaminda gelisen bakteri
kolonilerinden 6ze yardimu ile tek koloni secilmis ve hazirlanan 20 ml sivi LB ortami
+ 50 mg/l kanamisin igeren 200 ml’ lik erlenlere aktariimustir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. (A) Oze yarchm ile kat1 LB ortamindan tek koloni secimi; (B) Kat1 LB
ortamindan secilen tek koloni A. tumefaciensin sivi LB ortamina
inokUlasyonu
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Hazirlanan sivi bakteri kiltrti 200 rpm’de ve 28-30°C’ de calisan calkalayici
icerisinde bir gece inkibe edilmistir. Bir gece inkiibe edilen bakteri soliisyonundan
yapilan spektrofotometre dlcimleri sonucunda en uygun olan miktar 750 pl olarak
belirlenmis ve 750 pl bakteri solisyonu antibiyotiksiz 20 ml sivi LB ortam
icerisinde 200 rpm’ de 3-4 saat kulture alinmustur.

Cizelge 3.4. LB Bakteri Besi Ortamu Igerigi (Luria-Bertani, 1964)

LB Besiyeri (1 L) g/L
Tripton 10
Yeast ekstrakt 5

NacCl 10
Agar 14

3.2.7.3. Proksmal ve Kotiledon Eksplantlarin Agrobacterium tumefaciens ile
inokiilasyonu ve Rejenerasyon

Uc giin karanlikta in vitro'da gimlendirilen kavun tohumlarr sivi bakteri
soliisyonu igerisinde testast ve apikal meristemi bistiri yardimiyla kesilerek
cikarilmgtir. Tohum ikiye ayrildiktan sonra yara dokusu olusturmak amaci ile
kenarlarindan kesilmistir. Olusturulan pargalarin proksimal kismu V  seklinde
kesilmis (apikal meristemi uzaklastirilmis kisim), kotiledon kismi bisturi ile 4 esit
parcaya ayrilarak eksplantlar elde edilmistir. Proksimal ve kotiledon olmak Uzere iKi
cesit eksplant kullamilmistir (Sekil 3.5.). Her bir besi ortamina 10 adet eksplant
yerlestirilmigtir. Tam transformasyon calismalarinda toplam 1200 tohum, her (g
Agrobacterium ki (AAT1, 3 ve 4) icgin ise 400'er tohum transformasyonda
kullanilmistir. Bir adet tohumdan 2 proksimal kisim ve 4 kotiledon kisim olmak
Uzere toplam 6 eksplant elde edilmis, her gen icin 2400 adet eksplant transformasyon
ve rejenerasyon ¢alismalarinda kullani mistir.

Bakteri sollisyonuna 200 UM asetosiringon ilave edilmistir. Bakteri sollisyonu
icerisinde kesilen tohumlar antibiyotik icermeyen M1 (4.4 g/l MS Bazal ortam, 2.2
uM BAP, 0.5 uM NAA, 30 g/l sukroz, 200 uM asetosiringon, 1 g/l MES, 7.0 g/l agar

) ortamlarinda (aluminyum folyo kullamlarak petriler sarilmigtir) iklim odasi
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kosullarinda 3 guin karanlikta bekletilmistir. Bu siire icerisinde tohumda acilan yara
dokularindan bakteri girisini saglamak amaglanmstir. Daha sonra eksplantlar kabin
icerisinde steril malzemeler ve otoklavlanmis steril saf su kullamilarak yikanmis ve
rejenerasyon icin M2 (M1 + 750 mg/l sefuroksim sodyum) ortamlarina aktarilmistir.
M2 ortamlarinda rejenere olan eksplantlardan olusan stirgiinler M3 (4.4 g/l MS Bazal
ortami, 30 g/l sukroz, 1 g/l MES, 1 uM BAP, 0.2 uM GAs3, 750 mg/l sefuroksim
sodyum, 7.0 g/l agar) slirgtin gelistirme ortamina aktarilmistir. In vitro’ da gelisen
surgunler 2-3 hafta araliklarla toplam bir alt kilttire alinmuglardir.

Sekil 3.4. A: Proksmal eksplant, B: Kotiledon eksplant

3.2.8. Molekiler Uygulamalar

Transformasyon calismalari sonucunda elde edilen aday transgenik kavun
bitkilerinde Cm-AAT antisens genlerinin varligint tespit etmek icin molekiler
calismalar yapilmistir. Molekiiler uygulamalara ait analizler Cukurova Universitesi,
Ziraat Fakiltesi, Bahge Bitkileri Bolumi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.2.8.1. DNA izolasyonu

Transformasyon calismalart sonucunda M3 ortamn igerisinde kavun
eksplantlarinda meydana gelen sirgunlerden yaprak ornekleri alinmis ve bu
materyallerden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 3.5.). Tez calismasinda
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MiniPrep-CTAB DNA izolasyon yontemi kullamlmistir (Johnstone ve Thompson,
1991). DNA izolasyonu asamasinda kullamlan tampon ¢ozeltinin icerigi Cizelge 3.5’
te sunulmustur. Izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon cozeltiler disinda
kloroform:izoamilalkol (24:1 oraminda), TrissEDTA (Tris1 M pH:8, 0.5 M EDTA,
pH:8), RNase A (10 mg/ml) solisyonu, izopropanol ve etil akol (%99)

kullanilmastur.

Cizelge 3.5. DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢ozeltisinin igerigi

Kimyasallar Konsantrasyon
CTAB %2

NaCl (5 M) 1.4M

EDTA (0,5M) pH 8,0 02M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 01M

3.2.8.1.(1). DNA izolasyon Asamalari

DNA izolasyon asamalar: Sekil 3.6’ da gosterilmistir.
Hazirlanmis olan ekstraksiyon solisyonundan her tipe 396ul ve 4ul B-
merkaptoetanol eklenmistir.
Bir pipet araciligiyla tipler homojenlik saglanana kadar karistirilmis ve daha
sonratuipler 65°C’ de 20 dakika bekletilmistir ve iki defa karistirillmistir.
Her tipe 400ul kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenerek 15 dakika vorteks
yarchimiyla karistirilmigtir.
TUpler 5 dakika 13.000 rpm santrifllj edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek icin
yeni temiz bir santrifdyj tUpu hazirlanip etiketlenmistir ve tdplerin igine 400 pl
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.
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Supernatant dikkatli bir sekilde dokulmustir. Pelletin kurumasi icin tlpler 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 tupler
dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle —20°C’ de bekletilmistir.

5 dakika 13.000 devirde santrifij edilmistir.

Supernatant dikkatli bir sekilde dokilmis ve pelletin kurumast icin tlpler ters
cevrilmistir

Pellet 100 ul TE (TrissEDTA) igerisinde ¢cozilmustr.

Ornekler —20°C’ de saklanmustir.

uuuuul

s f'“!

Sekil 3.5. (A) M3 Sirgun ortamindaki aday transgenik bitkiler (B), (C), (D),
DNA izolasyonu icin bitki 6rneklerinin alinmast
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Sekil 3.6. (A)Eksplantlarin ogitilmesi, (B) Ogiitilen eklantlarln ependorf
tiplerine alinmasi (C), (D) Ependorf tuplerdeki orneklerin tGzerlerine
CTAB cozeltisinin eklenmesi

3.2.8.2. DNA Kaliteve Miktarinin Belirlenmes

Tez kapsaminda transformasyonlar sonucu elde edilen bitkilerden DNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmis, DNA’larin kalite ve miktarlarina spektrofotometre
araciligiyla bakilmustir. Spektrofotometre olarak NanoDrop 100 cihazi kullanilmistir.
Kalite kriteri olarak 260/280 nm’ deki absorbans degeri gbz 6niinde tutulmustur.

3.2.8.3. Agrobacterium tumafaciens pFGC5941-CmAAT (1, 3 ve 4) Ticari
Rekombinant Bakterisinde Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid izolasyonu icin 6nceden 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 ependorf tipt 90°C’ de 10 dk.
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bekletilmistir. 10 dk. sonunda elde edilen drnekten 3 pl PCR analizlerinde pozitif
kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.8.4. PCR Protokoliniin Optimizasyonu ve Uygulanmas

Aday transgenik bitkilerin molekiler olarak kontrol edilmes icin PCR
analizleri yapilmistir. PCR analizlerinde transformasyon calismalar1 sonucunda elde
edilen bitkilerin transgenik olup olmadigimin belirlenmesi amaciyla calismada
kullamlan AAT 1, 3, 4 genlerine ait intron/ekzon bolgeleri ve CaMV 35S promotor
bolgeleri gogaltilmis ve agaroz jelde gorintilenmeleri yapilmistir. Her gen igin
ekzon (forward) primerleri farkli olmakla birlikte intron (reverse) primeri ortak
olarak kullanilmistir. CaMV 35S promotor bdlgesi igin ise her gen igin aym forward
ve reverse primer ¢ifti kullanilmistir. PCR reaksiyonlarinda kullamilan primer ciftleri
Cizelge 3.6’ de gogterilmistir.

Cizelge 3.6. PCR’ de kullanmlan primer setleri

Primer Sekans (5'-3") UZ(%ZI)UI(
Cm-AAT1 (forward) AGTCTAGAGGCGCGCCTGTGTTCTTAGCTGCGGCATTT
Chs-intron (reverse) CTTACTTACACTTGCCTTGGA 454
Cm-AAT3 (forward) AGTCTAGAGGCGCGCCTTGGACATGGAAGAAGAGAGG
Chs-intron (reverse) CTTACTTACACTTGCCTTGGA 460
Cm-AAT4 (forward) AGTCTAGAGGCGCGCCCCTTTTCATCAAAGTCTGATCA
Chs-intron (reverse) CTTACTTACACTTGCCTTGGA 466
CaMV 35S promotor GCTCCTACAAATGCCATCA
(forward)
CaMV 35S promotor GATAGTGGGATTGTGCGTCA
(reverse) 195

*CaMV 35S promotor primeri NCBI accession no:V00141

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 protokoll ve PCR dongi kosullar: Cizelge 3.7.
ve Cizelge 3.8 de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. PCR reaksiyonlarinda uygulanan protokol
Kullanilan Materyal Konsantrasyon Miktar
Master Mix 2X 16.25 pl
Primer (Forward) 20 uM 1.25 pl
Primer (Reverse) 20 uM 1.25 pl
MgCl, 25 mM 1.25 ul
H.O 3l
Taq Polimeraz 500 Unite 0.125 pl
DNA 50 ng 3ul
Cizelge 3.8. PCR dongu kosullar
95 °C 2 dk On denatirasyon
95 °C 30 sn DNA’nin denattirasyonu
58-65* °C 1dk primerlerin baglanmasi 35 dongu

72 °C 2 dk yeni iplik¢igin yazilimi
72 °C 10 dk son yazilim
+4 °C 0

*Her primer igin farkli baglanma sicakliklart uygulanmustir.

3.2.8.5. Elektroforez K osullar:

Elde edilen PCR Urinlerine 4 pl 6x yikleme boyas: eklenmis ve %1.5 luk

agaroz jelde Sekil 3.8."de gorildigti gibi, 1x TAE soliisyonu eklenerek kosulmustur.

Jel, % 0.1 oramindaki EtBr soliisyonu ile boyanmustir. Islem sona erdikten sonra UV

15181 altinda agaroz jellerin fotograflar: gekilmis ve sonuclar degerlendirilmistir.

37



3. MATERYAL VE METOD TolgaizGU

Sil 3.7. Agaroz jel ektroforezde PCR urUnIerinikosuIm331
3.2.8.6. istatistik Analizler ve Sonuclarin Degerlendirilmes

Tez calismasinda transformasyon uygulamalart icin  kullamlan kavun
tohumlarimin  kotiledon ve proksimal kisimlart aym ortam kosullarinda farkl
petrilerde kilttre alinmistir. Deneme sonunda in vitro’da proksimal ve kotiledon
eksplantlarindan elde edilen bulgular SPSS bilgisayar paket programi kullanilarak T
testi analizine tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Tohumlarin Sterilizasyonu

Tez calismasinda tohumlarin sterilizasyonu igin uygulanmis olan metod olumlu
sonuglar vermis olup, kontaminasyon sorunu ile karsilasilmadigi igin yuzey
sterilizasyonu yeterli bulunmustur. Bu nedenle sterilizasyonda farkli yontemlere

bagvurulmamustir.
4.1.2. Tohumlarin Cimlendirilmes

Tohumlar sterilizasyon islemlerinden sonra bitki biylme duzenleyicisi
icermeyen (Murashige ve Skoog, 1962) MS Bazal bes ortamlarinda karanlik
ortamda 25-26°C de 3 gun kdlture alinmustir. Bu stire sonunda tohumlarda gimlenme
basaril1 bir sekilde gerceklesmistir.

4.1.3. Reglenerasyon Ortamimin Optimizasyonu

Bu calismada Vedrantais kavun tohumlarinin rejenerasyonunu saglamak
amaciyla Ayub ve ark., (1996) tarafindan ©nerilen protokol modifiye edilerek
denenmistir. Bu amagla kurulan 6n denemede, Ayub ve ark., (1996)' min protokoli
modifiye edilmis ve bu protokoltin rejenerasyonda iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

4.1.4. Transformasyon ve Reenerasyon Calismalari

4.1.4.1. Cm-AAT1 Antisens Geni icin Transformasyon ve Reenerasyon

Denemes Bulgular:

Tez calismasinda AAT antisens genlerinin transformasyonlarinda kullamlan
tohumlar 3 gun karanlik ortam kosularinda cimlendirilmis ve bu tohumlar
transformasyon calismalarinda kullanilmistir. Tohumlarin proksimal ve kotiledon
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kisimlar1  transformasyon sonrasinda M2 rejenerasyon ortaminda  kdltire
alinmiglardir. M2 ortamlarinda yapilan gozlemler sonucunda 7. giinden itibaren
rejenerasyonun basladigi gozlemlenmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). AAT1 antisens
geninin rejenerasyon ve transformasyon denemelerinde toplam olarak 400 adet
kavun tohumu kullamlmistir. Her bir tohumdan 6 adet eksplant (2 proksimal, 4
kotiledon) olmak Uzere toplamda 2400 eksplant kullanilmis ve in vitro’ya alinmstir
Bu eksplantlardan 38'i proksimal, 22’si kotiledon kisimdan olmak tizere toplamda 60
adet aday transgenik kavun bitkisi elde edilmistir. 2400 adet tohum materyalinin 41
adetinin transgenik bitkilere dontsmesi ile transformasyon etkinligi AAT1 antisens
geni icin %2,5 bulunmustur. Proksimal eksplantlardan gelisen rejenerantlarin
ortalamasi 8,1 iken, kotiledon eksplantlarindan gelisen rejenerantlarin ortalamasi 5,8
olarak bulunmustur. Y apilan istatistik analizi sonucunda da proksimal eksplantlardan
gelisen rejenerantlarin %5 ©6nem seviyesinde O6nemli oldugu gordlmisttr. M2
ortamlarina yerlestirilen proksimal ve kotiledon eksplantlarimin bazilarinda ise
rejenerasyonla beraber kallus olusumu da godzlenmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda proksimal eksplantlardan elde edilen kallus miktarlarimin ortalamas 2,0
olarak tespit edilirken kotiledon eksplanlarindan gelisen kalluslarin ortalamasi 6,3
olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizi sonucunda da kotiledon eksplantlardan
gelisen kalluslarin %5 hata payiyla 6nemli oldugu gorilmustir. M2 ortamlarinda
gelisen rejenerantlarin bir kismi slirgin yapilarina dénusirken diger bir kismi ise
organize olmamis yapilara donismustir (Sekil 4.6). Yapilan gozlemler sonucunda
proksimal eksplantlardan elde edilen siirgiin sayilarimin ortalamasi 4,1 iken kotiledon
eksplantlarindan gelisen sirginlerin ortalamast 0,6 olarak bulunmustur. Y apilan
istatistik analizi sonucunda da proksimal eksplantlardan gelisen stirgiinlerin %5 hata
payiyla istatistiki olarak kotiledon eksplantlarindan gelisen slrgin sayilarinin
ortalamasindan daha ©6nemli oldugu goéralmastir. Proksimal ve kotiledon
eksplantlardan elde edilen rejenerasyon, siirgiin ve kallus ortalamalarini gosteren
grafik Sekil 4.1’ de sunulmustur.
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Sekil 4.1. AAT1 antisens geni icin proksimal ve kotiledon eksplantlardan gelisen
rejenerasyon, stirgiin ve kallus ortalamalar:

4.1.42. Cm-AAT3 Antisens Geni icin Transformasyon ve Reenerasyon
Denemes Bulgular

AATS3 antisens genini iceren Agrobacterium tumefaciens plazmidi ile yapilan
gen aktarma calismalarinda kullanilan  proksimal  eksplantlardan  gelisen
rejenerantlarin ortalamasi 8,9 iken, kotiledon eksplantlarindan gelisen rejenerantlarin
ortalamasi 5,0 olarak bulunmustur. Y apilan istatistik analizi sonucunda da proksimal
eksplantlardan gelisen rejenerantlarin %5 Onem seviyesinde 6nemli  oldugu
gorulmistur. M2 ortamlarina yerlestirilen proksimal ve kotiledon eksplantlarinin
bazilarinda ise rejenerasyonla beraber kallus olusumu da gozlenmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda proksimal eksplantlardan elde edilen kallus miktarlarimn
ortalamasi 2,1 olarak tespit edilirken kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin
ortalamasi 7,0 olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizi sonucunda da kotiledon
eksplantlardan gelisen kalluslarin %5 hata payryla 6nemli oldugu gorulmasttr. M2
ortamlarinda gelisen rejenerantlarin bir kismi stirglin yapilarina dontstirken diger bir
kismu ise organize olmamis yapilara donismistur (Sekil 4.6). Yapilan gozlemler
sonucunda proksimal eksplantlardan elde edilen sirgiin sayilarinin ortalamast 3,4
iken kotiledon eksplantlarindan gelisen sirgunlerin  ortalamast 0,6 olarak
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bulunmustur. Yapilan istatistik analizi sonucunda da proksimal eksplantlardan
gelisen sirgunlerin %5 hata payiyla istatistiki olarak kotiledon eksplantlarindan
gelisen slrgin sayillarimin  ortalamasindan daha 6nemli  oldugu gorulmastdr.
Proksimal ve kotiledon eksplantlardan elde edilen rejenerasyon, siirgiin ve kallus
ortalamalarimi  gosteren grafik Sekil 4.2’de sunulmustur. Rejenerasyon ve
transformasyon denemelerinde toplam olarak 400 adet kavun tohumu kullanilmstir.
Her bir tohumdan 6 adet eksplant (2 proksimal, 4 kotiledon) olmak Uzere toplamda
2400 eksplant kullanmlmis ve in vitro’ya alinmistir Bu eksplantlardan 25'i proksimal,
16’ s1 kotiledon kistmdan olmak Uizere toplamda 41 adet aday transgenik kavun bitkisi
elde edilmistir. 2400 adet tohum materyalinin 41 adetinin transgenik bitkilere
donismesi ile transformasyon etkinligi AAT3 antisens geni icin %1,7 bulunmustur.

s]
a

B Proksimal

BN Kotiledon

i L ] 1

Rejenerasyon Sarglin Kallus

Sekil 4.2. AAT3 antisens geni icin proksimal ve kotiledon eksplantlardan gelisen
rejenerasyon, stirgiin ve kallus ortalamalar:

4.1.43. Cm-AAT4 Antisens Geni icin Transformasyon ve Reenerasyon
Denemes Bulgular:

AAT4 antisens genini iceren Agrobacterium tumefaciens ile yapilan gen
aktarma calismalarinda kullamlan proksimal eksplantlardan gelisen rejenerantlarin
ortalamasi 4,3 iken, kotiledon eksplantlarindan gelisen rejenerantlarin ortalamasi 3,8
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olarak bulunmustur. Y apilan istatistik analizi sonucunda da proksimal eksplantlardan
gelisen rejenerantlarin %5 ©6nem seviyesinde O6nemli oldugu gordlmisttr. M2
ortamlarina yerlestirilen proksimal ve kotiledon eksplantlarimin bazilarinda ise
rejenerasyonla beraber kallus olusumu da gozlenmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda proksimal eksplantlardan elde edilen kallus miktarlarinin ortalamasi 4,0
olarak tespit edilirken kotiledon eksplantlarindan gelisen kalluslarin ortalamasi 5,5
olarak bulunmustur. Yapilan istatistik analizi sonucunda da kotiledon eksplantlardan
gelisen kalluslarin %5 hata payiyla 6nemli oldugu gértlmustir. M2 ortamlarinda
gelisen rejenerantlarin bir kismu siirgiin yapilarina donisurken, diger bir kismi ise
organize olmamis yapilara donismustir. Yapilan gozlemler sonucunda proksimal
eksplantlardan elde edilen sirgin sayillarinin ortalamasi 4,1 iken, kotiledon
eksplantlarindan gelisen sirginlerin ortalamast 1,0 olarak bulunmustur. Y apilan
istatistik analizi sonucunda da proksimal eksplantlardan gelisen stirgiinlerin %5 hata
payiyla istatistiki olarak kotiledon eksplantlarindan gelisen slrgin sayilarinin
ortalamasindan daha ©6nemli oldugu goéralmastir. Proksimal ve kotiledon
eksplantlardan elde edilen rejenerasyon, siirgiin ve kallus ortalamalarini gosteren
grafik Sekil 4.3'de sunulmustur. AAT4 antisens geni icin yapilan rejenerasyon ve
transformasyon denemelerinde toplam olarak 400 adet kavun tohumu kullanmilmstir.
Her bir tohumdan 6 adet eksplant (2 proksimal, 4 kotiledon) olmak Uzere toplamda
2400 eksplant kullamlmis ve tohumlara ait kisimlar in vitro’ya alinmistir Bu
eksplantlardan 16’st proksimal, 14’0 kotiledon kissmdan olmak Uzere toplamda 30
adet aday transgenik kavun bitkisi elde edilmistir. 2400 adet tohum materyalinin 30
adetinin transgenik bitkilere donismesi ile transformasyon etkinligi AAT4 antisens
geni igin %1,25 bulunmustur.
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———————————— ———————————————————————————————————— |
Sekil 4.3. AAT4 antisens geni icin proksimal ve kotiledon eksplantlardan gelisen
rejenerasyon, slirgin ve kallus ortalamalari

Cizelge 4.1. Cm-AAT (1, 3 ve 4) genleri icin eksplantlardan elde edilen sirgin,
kallus ve rejenerasyonlarin ortalama degerleri

Eksplant Cm-AAT1 Cm-AAT3 Cm-AAT4
Proksimal | Kotiledon | Proksimal | Kotiledon | Proksimal | Kotiledon
Gozlem Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama
Rejenerasyon 8,1* 58 8,9* 50 4,3* 3,8
Sirgln 4,1* 0,6 3,4* 0,6 4,1* 1,0
Kallus 2,0 6,3* 2,1 7,0* 4 5,6*%

*Istatistiksel olarak %5 hata payiyla daha énemli
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Sekil 4.4. A, B: Kotiledon eksplantinin rejenerasyon gorunima (7. gin), C, D,

E:Kotiledon eksplanttan gelisen sirgunler (15.gun), F. Kotiledon
eksplanttan gelisen stirgiin (21. gin)
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Sekil 4.5. A: Proksimal eksplantlarin rejenerasyonlarinin 7. gundeki gorinumleri B,
C. Proksimal eksplanttan gelisen surgunler, D, E: Proksimal
eksplantlardan gelisen slrginlerin 15, gunindeki  gordnumleri, F:
Proksimal eksplanttan gelisen stirgiiniin 21. giniindeki goérintm
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Sekil 4.6. A, B: Kotiledon eksplantlardan gelisen organize olmamis yapilar C, D:
Proksimal eksplantlardan gelisen organize olmamus yapilar
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Sekil 4.7. A: M2 rejenerasyon ortaminda gelisen proksimal eksplantlar, B: Proksimal
eksplanttan gelisen sirgin, C, D, E: M3 sirgin gelistirme ortaminda
uzayan bitkicikler
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Sekil 4.8. A, B: Proksimal eksplantin rejenerasyon gorunamai (7. gun), C, D, E, F.
Proksimal eksplanttan gelisen stirgtnler (15.guin)

4.1.5. Molekuler Cahismalar

4.1.5.1. DNA izolasyonu

AAT antisens genlerinin transformasyonlarimin ardindan elde edilen aday
transgenik bitkilerden DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmis ve izolasyonlar:
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gerceklestirilen DNA’larin miktar ve kalitelerine spektrofotometre araciligiyla
bakilmistir. DNA’ larin miktar ve kaliteleri Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4' de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. AAT1 Aday transgenik bitkilerden elde edilen DNA’larin miktar ve

kaliteleri
DNA Miktari DNA Safligi
Omek No (ng DNA ul') (A260/A280)
1 156.73 1.82
2 967.99 1.71
3 924.27 1.80
4 682.87 1.68
5 695.62 1.83
6 637.21 1.89
7 635.64 1.86
8 418.98 1.86
9 427.77 1.81
10 494.38 1.82
1 505.45 1.65
12 610.59 1.82
13 622.62 1.85
14 547.37 1.86
15 533.76 1.85
16 268.93 1.90
17 270.68 1.92
18 566.12 1.74
19 557.02 1.59
20 311.26 1.74
21 315.97 1.71
22 371.08 1.76
23 367.15 1.82
24 607.45 1.91
25 608.27 1.74
26 332.58 1.71
27 318.15 1.76
28 408.85 1.80
29 399.96 1.84
30 512.95 1.82
31 528.94 1.78
32 613.64 1.69
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Cizelge 4.2. Devami

33 611.77 1.63
34 529.32 1.63
35 524.59 1.93
36 523.37 1.89
37 525.88 1.92
38 326.18 1.95
39 327.67 1.94
40 636.55 1.94
41 677.73 1.69
42 434.84 1.74
43 425.29 1.77
44 326.47 1.80
45 338.07 1.80
46 351.98 1.86
47 345.9 1.84
48 356.98 1.61
49 359.23 1.80
50 508.44 1.62
51 502.79 1.58
52 313.71 1.58
53 314.63 1.91
54 364.39 1.74
55 370.74 1.71
56 489.12 1.76
57 493.21 1.80
58 345.06 1.84
59 349.21 1.85
60 1077.1 1.90

Cizelge 4.3. AAT3 aday transgenik bitkilerden elde edilen DNA’ larin miktar

ve kaliteleri
DNA Miktari DNA Safligi
Ornek No (ng DNA ul'™) (A260/A280)
1 138,41 1.81
2 142,45 1.82
3 155,36 1.65
4 160,51 1.82
5 109,8 1.85
6 112,55 1.69
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Cizelge 4.3. Devami

7 33,97 1.76
8 31,92 1.80
9 513,79 1.84
10 526,57 1.82
11 505.45 1.78
12 610.59 1.69
13 622.62 1.89
14 547.37 1.86
15 533.76 1.85
16 268.93 1.90
17 270.68 1.92
18 566.12 1.74
19 430,81 1.84
20 426,42 1.82
21 144,54 1.78
22 144,32 1.69
23 58,9 1.82
24 58,95 1.91
25 41,13 1.74
26 34,03 1.71
27 36,15 1.76
28 168,87 1.82
29 166,61 1.71
30 631,94 1.80
31 713,27 1.68
32 695,77 1.83
33 508.44 1.89
34 502.79 1.86
35 313.71 1.86
36 314.63 1.81
37 364.39 1.82
38 326.18 1.65
39 327.67 1.82
40 636.55 1.85
41 677.73 1.69
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Cizelge 4.4. AAT4 aday transgenik bitkilerden elde edilen DNA’ larin miktar

ve kaliteleri
. DNA Miktari DNA Saflhigi
Ornek No (ng DNA ul'™) (A260/A280)

1 92,72 1.82
2 163,97 1.78
3 166,93 1.69
4 255,59 1.63

S 243,85 1.63
6 415,88 1.93
/ 413,06 1.89
8 163,97 1.92
9 161,15 1.95
10 414,65 1.94
11 422,78 1.94
12 149,85 1.69
13 622.62 1.74
14 547.37 1.86
15 533.76 1.85
16 268.93 1.90
17 270.68 1.92
18 566.12 1.74
19 430,81 1.81
20 426,42 1.82
21 138,41 1.65
22 142,45 1.82
23 155,36 1.85
24 160,51 1.69
25 109,8 1.76
26 112,55 1.80
27 33,97 1.84
28 31,92 1.82
29 513,79 1.78
30 526,57 1.69

Bitki molekuler biyoloji ¢alismalarinda DNA izolasyon asamasi son derece
onemlidir. PCR uygulamalarinda ise DNA'mn miktar ve 0zellikle safligi
amplifikasyon agisindan daha da 6nem kazanmaktadir (Ergul, 2000). Bitki molekiler
biyoloji calismalarinda iyi bir DNA izolasyonu basariyr ©nemli Olglide
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etkilemektedir. Calismada kullanilan kavun drneklerine ait DNA’lar incelendiginde
DNA miktarlar1 olduk¢a yiksek bulunmustur. DNA’lar kalite bakimindan
degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin A260/A280 oranimin yaklasik 2,0
civarinda bulunmas: beklenmektedir. Elde edilen degerin 2,0'den yiksek olmasi;
ornegin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1,6 degerinden dustk
olmasi ise Ornek igerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler
bulundugunun gostergesidir (Hoisington, 1992). Tez kapsaminda izolasyonlari
gerceklestirilen DNA’larin saflik oranlart 1,61-1,94 arasinda degismistir (Cizelge
4.2,43ve4.4)

4.1.5.2 Cm-AAT1 Antisens Geni PCR Bulgulari

Cm-AAT1 antisens geninin transformasyonu icin kurulan deneme sonucunda
toplam olarak 60 aday transgenik kavun bitkisi elde edilmistir. Bu bitkilere ait DNA
materyalleri ve transformasyonda kullanilan Agrobacterium tumefaciens bakterisinde
bulunan plazmid icerisinde mevcut CaMV 35S promotor boélgesini cogaltan ve
antisens genin ekzon/intron bolgelerini cogaltan sentetik PCR primerleri kullanlarak
PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlar: sonucunda elde dilen PCR
drdnleri %1,5 luk agaroz jelde kosularak goruntileri UV 1s1g1 altinda c¢ekilmistir.
AATL1 antisens geninin transformasyonunun gerceklesip gerceklesmedigini tespit
amaciyla CaMV 35S promotor bolgesi icin elde edilen agaroz jel gorunttleri Sekil
4.9 da ekzon/intron bolgesi icin elde edilen agaroz jel goruntileri de Sekil 4.10'da

verilmistir.
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Sekil. 4.9. Cm-AAT1 antisens geni aktarillan bitkilerdeki CaMV 35S promotor
bdlgesinin DNA' [arinin PCR profilleri, M: Marker (100 bg), P: CaMV
35S promotor bolgesini iceren plazmid DNA’st (Pozitif kontrol, 195
bg), K: Transforme edilmemis kavun DNA’st (Kontrol), 1-38: Aday
transgenik kavun proksimal DNA'lar1, 39-60: Aday transgenik kavun
kotiledon DNA'’ lar1
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Sekil 4.10. Cm-AAT1 antisens geni aktarilan bitkilerdeki ekzorn/intron bolgesinin
DNA’larimin PCR profilleri, ), M: Marker (100 bg), P: Ekzon/intron
bolgesini iceren plazmid DNA’st (Pozitif kontrol, 454 bg), K:
Transforme edilmemis kavun DNA’si (Kontrol), 1-38: Aday transgenik
kavun proksimal DNA’lari, 39-60: Aday transgenik kavun kotiledon
DNA'’lar

AAT 1 antisens geni icin yapilan transformasyon calismalarindan elde elden
aday transgenik bitkilere ait DNA profilleri incelendiginde CaMV 35S promotor
bolgesi icin beklenen DNA bant buydklugl 195 bg'dir. Agaroz jel goruntileri
incelendiginde jel Uzerinde P seklinde kodlanmis olan bakteriye ait plazmid
DNA’dan elde edilen bant blydkligh 195 bg'dir. Bu 6rnek, denemenin pozitif
kontrolii olarak alinmustir. Ote yandan transformasyon calismasi yapilmamis ancak
in vitro'da transformasyon calismasi yapilmis olan diger materyaller gibi kiltire
alinmig kavun materyalleri kontrol olarak kullamlmustir. Agaroz jel Uzerinde K harfi
seklinde gosterilmistir. Jel goruntileri incelendiginde kontrol DNA’ sina ait herhangi
bir DNA bant profili gbzlenmemistir. Bu sonug transformasyonu gerceklesmemis
olan bu materyalde beklenen bir sonuctur. Ancak diger érneklerde beklenen DNA
bant blytkltgl olan 195 bg’inde DNA bant profilleri belirlenmistir. Bu bulgular
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AAT1 antisens geni icin yapilan transformasyon calismalari sonucunda kdltire
alinmig ve yasamina devam etmis olan kavun bitkilerinin tamaminda CaMV 35S
promotor bolgesinin aktarilmis oldugunu gostermektedir. AAT1 antisens geninin
varligint tespit etmek amaciyla aday transgenik bitkiler ile bu antisens geninin
ekzon/intron bolgelerinin ¢ogaltiimas: sonucu elde edilen agaroz jel goruntilerinde
jel Uzerinde P harfi ile gosterilmis olan Plazmid DNA’st beklenen bant blyukligl
olan 454 bg¢'inde DNA bant: vermistir. Transformasyonu yapilmamis kontrol bitkisi
ise beklenildigi Gzere herhangi bir DNA bant profili vermemistir. Calismada AAT1
antisens geninin transformasyonu sonucunda elde edilen 60 adet kavun drneginde
454 b olan beklenen DNA bant profilleri elde edilmistir. AAT1 antisens geninin
transformasyonu sonucu elde edilmis olan 60 adet aday transgenik 6rneklerinde hem
CaMV 35S promotor bdlgesinin hem de antisens gene ait ekzon/intron bdlgesinin
varligi PCR analizleri sonucunda basariyla tespit edilmistir. Bu sonug érneklerimizin

transgenik bitkiler oldugunu ispatlamaktadr.

4.1.5.3. Cm-AAT3 Antisens Geni PCR Bulgulari

Cm-AAT3 antisens geninin transformasyonu icin kurulan deneme sonucunda
toplam olarak 4ladet aday transgenik kavun bitkisi elde edilmistir. Bu bitkilere ait
DNA materyalleri ve transformasyonda kullamlan Agrobacterium tumefaciens
bakterisinde bulunan plazmid icerisinde mevcut CaMV 35S promotor bolgesini
cogaltan ve antisens genin ekzon/intron bolgelerini ¢cogaltan sentetik PCR primerleri
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlari sonucunda
elde dilen PCR Urtnleri %1,5' luk agaroz jelde kosularak gorunttleri UV 1s1g1 altinda
cekilmistir.  AAT3  antisens  geninin  transformasyonunun  gergeklesip
gerceklesmedigini tespit etmek amaciyla CaMV 35S promotor bdlgesi icin elde
edilen agaroz jel goruntlleri Sekil 4.11'de ekzon/intron bolgesi icin elde edilen
agaroz jel goruntlleri de Sekil 4.12' de verilmistir.
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Sekil 4.11. Cm-AAT3 antisens geni aktarilan bitkilerdeki CaMV 35S promotor
bdlgesinin DNA’larimin PCR profilleri, M: Marker (100 bg), P: CaMV
35S promotor bdlgesini iceren plazmid DNA'’ s1 (Pozitif kontrol, 195 bg),
K: Transforme edilmemis kavun DNA’st (Kontrol), 1-25:. Aday
transgenik kavun proksimal DNA’lari, 26-41: Aday transgenik kavun
kotiledon DNA'’ lar1
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Sekil 4.12. Cm-AAT3 antisens geni aktarillan bitkilerdeki ekzorn/intron bolgesinin
DNA'’larimin PCR profilleri, ), M: Marker (100 bg) P: Ekzon/intron
bolgesini iceren plazmid DNA’'st (Pozitif kontrol, 460 bg), K:
Transforme edilmemis kavun DNA’si (Kontrol), 1-25: Aday transgenik
kavun proksimal DNA’lari, 26-41: Aday transgenik kavun kotiledon

DNA'’lar
AATS3 antisens geni icin yapilan denemede CaMV 35S promotor bdlgesinin
kontrol edildigi agaroz jel goruntileri incelendiginde jel Uzerinde P seklinde
kodlanmis olan bakteriye ait Plazmid DNA’dan elde edilen bant biytkltgt 195
b¢'dir. Jel goruntdleri incelendiginde K harfi ile gosterilmis kontrol DNA’sina ait
herhangi bir DNA bant profili gozlenmemistir. Bu sonug transformasyonu
gerceklesmemis olan bu materyalde beklenen bir sonucgtur. Ancak diger drneklerde
beklenen DNA bant buyUkligl olan 195 b¢’inde DNA bant profilleri belirlenmistir.
Yanlizca 11 ve 28 numarali 6rneklerde DNA bant profilleri gbzlenememistir. Bu
bulgular AAT3 antisens geni icin yapilan transformasyon c¢alismalari sonucunda

kiltdre alinmig ve yasamina devam etmis olan 11 ve 28 numaral1 6rnekler disindaki
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kavun bitkilerinin tamaminda CaMV 35S promotor bélgesinin aktarilmis oldugunu
gogermektedir. AAT3 antisens geninin varligim tespit etmek amaciyla aday
transgenik bitkiler ile bu antisens geninin ekzon/intron bolgelerinin ¢ogaltiimasi
sonucu elde edilen agaroz jel goruntilerinde jel Uzerinde P harfi ile gosterilmis olan
Plazmid DNA’s1 beklenen bant blytklugl olan 460 bg'inde DNA banti vermistir.
Transformasyonu yapilmamis kontrol bitkisi ise beklenildigi tizere herhangi bir DNA
bant profili vermemistir. Calismada AAT3 antisens geninin tranformasyonu
sonucunda elde edilen 41 adet kavun 6rneginin 39'unda 460 bg olan beklenen DNA
bant profili elde edilmistir. AAT3 antisens geninin transformasyonu sonucu elde
edilmis olan 41 adet aday transgenik 6rneklerinin 39'unda hem CaMV 35S promotor
bdlgesinin hem de antisens gene ait ekzon/intron bolgesinin varligi PCR analizleri
sonucunda basariyla tespit edilmistir. Bu sonug orneklerimizin transgenik bitkiler
oldugunu gostermektedir.

4.1.5.4. AAT4 Antisens Geni PCR Bulgulary

AAT4 antisens geninin transformasyonu ic¢in kurulan deneme sonucunda
toplam olarak 30 adet aday transgenik kavun bitkisi elde edilmistir. Bu bitkilere ait
DNA materyalleri ve transformasyonda kullamlan Agrobacterium tumefaciens
bakterisinde bulunan plazmid icerisinde mevcut CaMV 35S promotor bolgesini
cogaltan ve antisens genin ekzon/intron bolgelerini ¢cogaltan sentetik PCR primerleri
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlari sonucunda
elde dilen PCR drtnleri %1,5' luk agaroz jelde kosularak gorunttleri UV 1s1g1 altinda
cekilmistir.  AAT4  antisens  geninin  transformasyonunun  gergeklesip
gerceklesmedigini tespit etmek amaciyla CaMV 35S promotor bdlgesi icin elde
edilen agaroz jel goruntlleri Sekil 4.13'de ekzon/intron bolgesi icin elde edilen
agaroz jel goruntuleri de Sekil 4.14."de verilmistir.
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Sekil 4.13. Cm-AAT4 antisens geni aktarilan bitkilerdeki CaMV 35S promotor
bdlgesinin DNA’larimin PCR profilleri, M: Marker (100 bg), P: CaMV
35S promotor bdlgesini iceren plazmid DNA’ s1 (Pozitif kontrol, 195 bg),
K: Transforme edilmemis kavun DNA’st (Kontrol), 1-16: Aday
transgenik kavun proksimal DNA’lari, 17-30: Aday transgenik kavun
kotiledon DNA'’ lar1
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Sekil 4.14. Cm-AAT4 antisens geni aktarilan bitkilerdeki ekzon/intron bolgesinin
DNA’larimin PCR profilleri, M: Marker (100 bg) ,P: Ekzon/intron
bolgesini  igeren plazmid DNA’st (Pozitif kontrol, 466 bg), K:
Transforme edilmemis kavun DNA’si (Kontrol), 1-16: Aday transgenik
kavun proksimal DNA’lari, 17-30: Aday transgenik kavun kotiledon
DNA’lar

AAT4 antisens geni icin yapilan denemede CaMV 35S promotor bdlgesinin
kontrol edildigi agaroz jel goruntileri incelendiginde jel Uzerinde P seklinde
kodlanmis olan bakteriye ait plazmid DNA’dan elde edilen bant buyuklugl 195
b¢'dir. Jel goruntlleri incelendiginde K harfi ile gosterilmis kontrol DNA’sina ait
herhangi bir DNA bant profili g6zlenmemistir. Bu sonug transformasyonu
gerceklesmemis olan bu materyalde beklenen bir sonuctur. Ancak 1 ve 22 numarali
ornekler disindaki diger tim orneklerde beklenen DNA bant biytkligl olan 195
b¢'inde DNA bant profilleri belirlenmistir. Yalmzca 1 ve 22 numarali 6rneklerde
DNA bant profilleri gbzlenememistir. Bu bulgular AAT4 antisens geni icin yapilan

transformasyon ¢alismalar1 sonucunda kiltire alinmis ve yasamina devam etmis olan
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1 ve 22 numarali ornekler disindaki kavun bitkilerinin tamaminda CaMV 35S
promotor bolgesinin aktarilmis oldugunu gostermektedir. AAT4 antisens geninin
varligint tespit etmek amaciyla aday transgenik bitkiler ile bu antisens geninin
ekzon/intron bolgelerinin ¢ogaltiimas: sonucu elde edilen agaroz jel goruntilerinde
jel Uzerinde P harfi ile gosterilmis olan plazmid DNA’s1 beklenen bant biytkltgu
olan 466 bg¢'inde DNA bant: vermistir. Transformasyonu yapilmamis kontrol bitkisi
ise beklenildigi Gzere herhangi bir DNA bant profili vermemistir. Calismada AAT4
antisens geninin transformasyonu sonucunda elde edilen 30 adet kavun 6rneginin
28'inde 466 bc olan beklenen DNA bant profili elde edilmistir. AAT4 antisens
geninin transformasyonu sonucu elde edilmis olan 30 adet aday transgenik
orneklerinin 28’'inde hem CaMV 35S promotor bdlgesinin hem de antisens gene ait
ekzon/intron bolgesinin varligi PCR analizleri sonucunda basariyla tespit edilmistir.
Bu sonug 6rneklerimizin transgenik bitkiler oldugunu dogrulamaktadr.

4.2. Tartisma

Kavunda farkli aroma o6zelliklerinin gelistirilmesi amaciyla yapilan bu tez
calismasinda AAT (1, 3 ve 4) antisens genlerinin Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla  Vedrantais  kavun  genotipine  genetik  transformasyonu
gerceklestirilmistir. Genetik transformasyon dncesi ve sonrasinda bitki doku kulturt
islemlerinden yararlanilmustir. Bu amagla kavun tohumlarimin cimlendirilmesi,
¢imlenen tohumlarin transformasyonda kullaniimasi, transformasyon sonrasinda
tohumlarin proksimal ve kotiledon kisimlarinin kiltire alinmasi, kiltire alinan
materyallerden rejenerasyon eldesi, elde edilen regenerantlardan da slirgiin olusumu
gerceklestirilmistir. Her ¢ gen icinde rejenerasyon bulgulart incelendiginde
rejenerasyon oranlarinin proksimal eksplantlarda daha yiksek oldugu gorulmastir.
Proksimal ve kotiledon eksplantlardan kallus olusumuna bakildiginda ise her ¢ gen
icin de kotiledon eksplantlardan elde edilen kallus degerlerinin daha énemli oldugu
tespit edilmistir. Rejenerantlardan siirgiin eldesine bakildiginda ise her (¢ gen icinde
proksimal eksplantlarin basarili oldugu bulunmustur. Bu sonuclar SPSS bilgisayar
paket programu ile istatistiksel olarak dogrulanmustir. Transformasyon ¢alismalarinda
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materyal olarak kavun tohumlarinin apikal meristemi uzaklastirilmis proksimal ve
kotiledon kismi olmak Uzere iki eksplant kullamlmis ve basarili sonuclar elde
edilmistir. Deneme sonucunda her U¢ gen icinde transgenik bitkiler elde edilmistir.
Transformasyon icin tohum uygulanabilirligi kolay bir materyal olmasina ragmen
baz1 calisgmalarda gen aktarim icin farkli bitki dokularida kullanilmistir. Guis ve
ark., (2000)" de yaptiklart gen aktarimi calismasinda bitkisel materyal olarak
kotiledon yapraklarini kullanarak ACC oksidaz antisens genini aktarnuglardir. Bu
sonu¢ tohum materyallerine ek olarak farkli eksplant kaynaklariyla da
calisilabilecegini  gostermektedir. Bordas ve ak.,, (1997)'de yaptiklar
transformasyon ¢alismasinda Pharo kavun gesidinin hem gergek yapraklarindan hem
de kotiledon yapraklarindan, Amarillo canario ¢esidinin ise yalnizca gergek
yapraklarindan aldiklar1 pargalar: kullanmuglardir. Pharo gesidinin gergek yapraklari
kullanilarak yapilan gen aktarma galismalarinda, %00.4 oraninda transgenik bitki elde
edildigini saptamislardir. Amarillo canario ¢esidinin gercek yapraklarinin eksplant
olarak kullamldiginda ise transformasyon orammn %13 olarak gergeklestigini
bulmuslardir. Bu tez calismasinda ise transformasyon sonrasi elde edilen bitkilerin
%100 e yakim transgenik olarak bulunmustur. Yoko ve ark., (2003)’de, Vedrantais
(Cucumis melo L. var. cantalupensis) ve Earl’s Favourite Fuyu A. (Cucumis melo L.
var. reticulatus) kavun cesitleri ile yapmis olduklari calismalarda, somatik
embriyogenesis ile transgenik bitki elde etme Uzerine calismislar ve %80 oramnda
Vedrantais genotipinde basar: elde etmisler. A. tumefaciens araciligiyla gen aktarim
caligmalarinda doku kulttrd kosullarinin ve farkl: besi ortamlarinin ve yontemlerinin
kullanilmasinin in vitro’da bitki elde etmede cok 6nemli oldugu gorulmustir. Bu
tezde Vedrantais genotipinden organogenesis ile basarili bir sekilde yeni bitkiler elde
edilmistir.

Rejenerasyon ve transformasyon esnasinda Ayub ve ark., (1996)'larimn
gelistirdikleri protokol modifiye edilerek kullanmlmstir. Arastiricilar 2.2 uM BAP ve
0.5 uM NAA, hormon konsantrasyonlarint kullanmiglardir. Yapilan calismalarda
rejenerasyon esnasinda aym hormon konsantrasyonlari kullamlmis buna ek olarak
besi yerlerine 1 g/l MES ve 200 pM asetosiringon eklenerek rejenerasyon ve
transformasyon gelisimleri arttirilmistir. Bordas ve ark., (1997)’de Amarillo canario
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¢esidinin gercek yapraklarimn eksplant olarak kullanildigi ve 200 uM asetosiringon
kokultiivasyon ortamina ilave edildiginde veya hem bakteri cogaltma ortaminda hem
de kokiltivasyon siresi boyunca ortama eklendiginde ya da asetosiringon
eklenmediginde elde ettikleri transformasyon orammnin sirasityla % 0.7, % 13 ve % 0
oldugunu bildirmektedirler. Transformasyon calismalari esnasinda asetosiringon
kullanilmasinin transformasyon etkinligini arttircigi bircok arastirici tarafindan da
belirtilmistir.

Denemeler sonucunda, antibiyotikli besi ortami olan M2 ortaminda bitkilerin
20 gunden daha fazla siire tutulmamasi gerektigi tespit edilmistir. Y aklasik 20 giniin
sonunda besi yerindeki antibiyotik etkisini yitirmekte ve besi yerlerinde bakteri
gelisimi gozlemlenmektedir. Bu nedenle rejenerasyon ve rejenerasyon tomurcugu
olan eksplantlar taze M2 besi yerlerine aktarilmis, kallus, beyaz kallus veya bakteri
enfekteli eksplantlar secilmis ve elemine edilmistir.

AAT (1, 3 ve 4) antisens genlerinin tespiti icin aday transgenik bitkilerde
gerceklestirilen molekiler calismalarda CaMV 35S promotor bolgesi ve ekzon/intron
bolgeleri sentetik primerlerle basaril bir sekilde taranmstir. AAT1 antisens geni igin
yapilan PCR calismalar1 sonucunda 60 adet aday transgenik kavun bitkisinde CaMV
35S promotor bolgesi igin beklenen DNA banti buyukligt olan 195 bg tim
bitkilerde elde edilmistir. Ekzon/intron bolgesi icin yapilan taramalarda beklenen
DNA bant blyukltgt olan 454 bg bant profili butin bitkilerde gordlmustir. AAT1
antisens geni icin bu iki spesifik primerle yapilan taramada bu genin A. tumefaciens
araciligiyla kavun bitkilerine plazmid DNA Uzerinde bulunan T DNA bolgesinin
basaril1 bir sekilde aktarildigi sonucuna varilmistir. AAT3 antisens geninin aday
transgenik bitkilerde varligim belirlemek amaciyla yine CaMV 35S promotor
bdlgesini gogaltan primer cifti ile ekzon/intron bolgesini ¢cogaltan spesifik primerler
kullamlmistir. 41 adet aday transgenik bitkinin taranmasinda kullarilan iki farkli
primer setinde sadece 11 ve 28. ¢6rneklerde beklenilen bant blydkllkleri sirasiyla
CaMV 35S promotor icin 195 bg ve ekzon/intron bolgesi igin 460 bg gorulmemistir
(Sekil 4.12., Sekil 4.13.). 11 ve 28. Ornekler hari¢ diger 39 adet aday transgenik
kavun orneklerinde istenilen bantlar elde edilmistir ve bu drneklerin transgenik
olduklar1 gérulmustir. AAT4 antisens geni icinde transformasyon sonucu elde edilen
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30 adet aday transgenik bitki 6rneginden sadece 1 ve 22 numarali érneklerden PCR
taramast ile CaMV 35S promotor icin 195 bg ve ekzon/intron igin 466 bg
blyUkligiinde DNA bant profilleri gorilememistir. Diger 28 Ornek icin beklenen
DNA bant profilleri elde edilmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Tez calismasinda Charentais kantalop kavunlarina ait tohum o6rnekleri
kullanilarak AAT1, 3 ve 4 genlerinin transformasyonlar: Agrobacterium tumefaciens
araciligryla gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda toplam olarak kullamilan 1200
tohuma ait eksplantlardan gelisen bitkilerden AAT1 geni icin 60 transgenik bitki,
AAT3 geni icin 39 transgenik bitki, AAT4 geni igin ise 28 adet transgenik bitki elde
edilmis, elde edilen bu bitkiler PCR analizleriyle dogrulanmistir. Transformasyon
etkinlikleri ise sirasiyla AAT1 antisens geni igin %2,5 oramnda, AAT3 antisens geni
icin %1,7 oramnda AAT4 antisens geni icin ise %1,25 olarak bulunmustur.
Transformasyon sonrasinda kavun genctiplerine ait tohumlarin kotiledon ve
proksimal kisimlar1 kiltire alinmis ve bu eksplantlardan elde edilen rejenerantlar her
Uc gen icinde proksimal eksplantlarda istatistiki olarak daha onemli cikmustur.
Rejenerantlarin sirgtine dontisme oranlar: incelendiginde ise yine her U¢ gen iginde
proksimal eksplantlar 6ne ¢ikmis ve istatistiki olarak dogrulanmasi yapilmistir.

Charentais kantalop kavunu (Cucumis melo L. var cantalupensis Naud) ¢ok iyi
aromatik oOzelligi ve tad: ile karakterize edilmektedir. Raf 6mru oldukga kisadir. Bu
sebeple 1slahcilar calismalarint raf 6mrinin uzatilmasi, verimin arttirilmasi, bir
orneklilik ve zararlilara dayaniklilik karakterlerinin  kazandiriimas: yoninde
yogunlastirmglardir. Bu tur karakterlerin kazandirilmas: da aym zamanda meyve
tadimn 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 iceren kompleks
yapilardan olugmaktadir. 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 verilerin gok az olmast ve in vivo ¢alismalarda kavunda
aroma sentez mekanizmasinin tam olarak bilinememesinden dolay: yapilan bu
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calismada elde edilen veriler ileileride elde edilecek transgenik bitkilerden yapilacak
analizlerle, kavunda aroma sentez mekanizmasinin aydinlatilmasinda ¢ok dnemli rol
oynayacag dustnulmektedir.

Bu tez calismasinda kavunda aroma sentezinden sorumlu olan Cm-AAT
genleri, ticari rekombinant RNAi pFGC5941 plazmidi iceren Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla Vedrantais kavun genotipine aktarilmistir.

Transformasyon calismast i¢in uygun rejenerasyon ortamu Ayub ve ark.,
(1996)’ nin rejenerasyon protokolt modifiye edilerek, 4.4 gr/l MS Bazal ortami, 30
o/l sukroz,1 g/l MES, 2.2 uM BAP, 0.5 uM NAA, 8.0 g/l agar olarak belirlenmistir.
Calismanin devaminda transformasyonu yapilan AAT (1, 3 ve 4) genleri basariyla
Vedrantais genotipine aktarilmis ve transgenik kavun bitkileri elde edilmistir.

Elde edilen bulgular 1s1ginda ileride yapilmasi dnerilen calismalar;

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

2. Transformasyon ve doku kdltirti sonucunda elde edilecek transgenik hatlarin
flow sitometri ile ploidi testleri yapilmalidir.

3. Transgenik oldugu tespit edilen bitkilerin sera kosullarina adaptasyonu
saglanmali, Basta herbisiti (PPT) uygulamas: yapilmali ve transgenik kavun
hatlarinin segimi yapilmalidir.

4. Kavun bitkilerine aktarilan AAT antisens genlerinin Real-Time (es zamanli)
PCR ile ifadelerinin ne kadar baskilandigina bakilmalidr.

5. Elde edilen transgenik kavun hatlarindan elde edilecek meyvelerden aroma
analizleri yapilmalidir. Ayrica alkol agil transferaz enziminin  gaz
kromatografisi yontemiyle kantitatif analizleri de yapilmalidir.

6. AAT gen ailesinin susturulmastyla kavunda aromanin nasil degistigi buna bagl
olarak da aromanmn muhafaza ve raf dmri arasindaki iliski arastiriimalichr.

7. Bu c¢alisma kavunda raf dmriniin ve muhafaza siiresinin uzatilmasina yonelik

diger derim sonrast biyoteknoloji calismalarina 11k tutacaktir.
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EKLER

Ek 1. Calismada Kullamlan Plazmid DNA Uzerinde Bulunan Antisens Genlerin

Dizileri
CM-AAT1

AGAATCACTTTTCGCCACTATGAATACGACCAAGT AGT CGACATGAAGAGCGECCTCATTCC
AGTCAATAGCAAGATCGATCAATTATTCTTCTTTAGCCAACTTCAAATCTCCACCCTTCGCC
AAACTTTGCCAGCCCACCTTCACGATTGCCCT TCCTTCGAGGT CCTCACTGCCTATGITTGG
CGCCTCCGTACCATAGCCCT TCAATTTAAGCCAGAGGAGGAAGT GCGGT TTCTTTGCGT AAT
GAATCTACGCTCGAAGATCGACATACCATTAGGGTATTATGGTAATGCGGTAGI TGT TCCTG
CAGTAATCACCACCGCTGCGAAGCT TTGTGGGAACCCACTTGGTTATGCTGTAGAC

CM-AAT3

AAAGTTACATGI CATCAT CGCGAGTACGAT GAAGT TGT CGATACCAAAGGCACTATCATCCC
GCTTGATGACATGGECACATCGGTCCTTTTTCT TTGGCCCATCCGAGATCTCTGCTATCCGTA
AGGCCTTACCTAGCCACCTTCGTCAGTGCTCTTCCTTTGAGGTCCTCACTGCTTGCCTCTGG
CGCTTCCGCACTATATCTCTCCAGCCCGAT CCCGAAGAGGAAGT GCGAGTACT CTGCATCGT
CAACTCTCGCTCCAAGT TCAACCCTCCATTGCCAACCGGATATTACGGTAACGCGTTTGCTT
TTCCAGTAGCACTGACGACT GCAGGGAAGCTTTGTCAAAACCCATTAGGGTATGCTTTGGAA

CM-AAT4

CCTTTTCATCAAAGT CTGATCAATAATGATAAAGCAGT TGTACCCCCGT CGAGTATTTTCAA
TCGTAAACGT CGTTTTCAAAGATTCGT GTTCCGATCAGAAGCGATATTAGACCTTAAAGCTA
AAGCAAAATCCTGTGATATACCAAATCCAACATGTGTTGAAACACTAACATCCTTTATTTGG
AAATATCTCATGAAAGT TGCCGATGATGGT GATTCTCAAAGGCCATCAACTTTGT CTCATGT
TGTAAACATCAGAAAGATGT TAGAACCATCATTGGGTGAAGT TTCTTTAGGAAACATTATGT
GGGEGCACAGI TGCTCATCATTTTTCAACCACAAGGAAT GAAGAAT TTGAGGGT TTGGAGCT G
AGTAAA

Ek 2.Calismada Kullanilan Ticari Plazmid DNA’ min Dizisi
pFGC5941 (11406 bg)

TGGCAGGATATATTGT GGTGTAAACAAATTGACCCTTAGACAACT TAATA
ACACATTGCCGGACGT TTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATTAATTCGA
GCTCGGATCTGATAATTTATTTGAAAAT TCATAAGAAAAGCAAACGT TAC
ATGAATTGATGAAACAATACAAAGACAGATAAAGCCACGCACATTTAGGA
TATTGCCCGAGATTACTGAATAT TGAGTAAGATCACGCGAATTTCTGACAG
GAGCATGT CTTCAAT TCAGCCCAAAT GGCAGT TGAAATACT CAAACCGCC
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CCATATGCAGGAGCGGATCATTCATTGI TTGT TTGGTTGCCTTTGCCAAC
ATGGEGAGI CCAAGATTCTGCAGT CAAAT CTCGGT GACGGEECAGGACCGGA
CGGEEECEGETACCGECAGGECT GAAGT CCAGCT GCCAGAAACCCACGT CATG
CCAGT TCCCGT GCT TGAAGCCGGECCGCCCGECAGCAT GCCGCGEEEEECAT
ATCCGAGCGCCT CGT GCAT GCGCACGCT CEEGT CGT TGEECAGCCCGATG
ACAGCGACCACGCT CTTGAAGCCCT GTGCCTCCAGGGACT TCAGCAGGT G
GGT GT AGAGCGT GGAGCCCAGT CCCGT CCGCT GGT GECGEEEEEAGACGT
ACACGGT CGACT CGECCGT CCAGT CGTAGGECGT TGCGT GCCT TCCAGEEG
CCCGCGTAGGCGAT GCCGECGACCT CGCCGT CCACCT CGECGACGAGCCA
GGGATAGCGCT CCCGCAGACGGACGAGGT CGT CCGTCCACTCCTGCGGT T
CCTGCGECTCCGTACCRAAGT TGACCGTGCTTGT CTCGATGTAGTGGT TG
ACGATGGT GCAGACCGCCGECAT G CCGCCT CGGT GGCACGECGEATGIC
GECCEEECGETCGT TCTGEECTCATCGAT TCGATTTGGT GTATCGAGAT TG
GITATGAAATTCAGATGCTAGI GTAATGTATTGGT AATTTGEGAAGATAT
AATAGGAAGCAAGGCTATTTATCCATTTCTGAAAAGGCGAAATGGCGT CA
CCGCGAGCGT CACCCGCATTCCGT TCTTGCTGTAAAGCGT TGT TTGGTAC
ACTTTTGACTAGCGAGCCT TGECGT GTCAGCGTATCTATTCAAAAGT CGT
TAATGCCTGCGGATCAAGAAAAAGT TGGAATAGAAACAGAAT ACCCGCGA
AATTCAGGECCCGGT TGCCATGT CCTACACGCCGAAATAAACGACCAAATT
AGTAGAAAAATAAAAACT GACTCGGATACT TACGT CACGT CTTGCGCACT
GATTTGAAAAAT CTCAGAAT TCCAATCCCACAAAAATCTGAGCTTAACAG
CACAGI TGCTCCTCTCAGAGCAGAATCGGEGTATTCAACACCCTCATATCA
ACTACTACGT TGTGTATAACGGT CCACATGCCGGTATATACGATGACT GG
GGI'TGTACAAAGGCGGCAACAAACGGECGT TCCCGGAGT TGCACACAAGAA
ATTTGCCACTAT TACAGAGECAAGAGCAGCAGCTGACGCGTACACAACAA
GT'CAGCAAACAGACAGGT TGAACT TCATCCCCAAAGGAGAAGCTCAACTC
AAGCCCAAGAGCT TTGCT AAGGCCCT AACAAGCCCACCAAAGCAAAAAGC
CCACT GGCTCACGCTAGGAACCAAAAGGCCCAGCAGT GATCCAGCCCCAA
AAGAGATCTCCTTTGCCCCCGAGATTACAATGGACGATTTCCTCTATCTT
TACGATCTAGGAAGGAAGT TCGAAGGT GAAGGT GACGACACTATGI TCAC
CACTGATAATGAGAAGGT TAGCCTCTTCAATTTCAGAAAGAATGCTGACC
CACAGATGGT TAGAGAGGECCTACGCAGCAGGT CTCATCAAGACGATCTAC
CCGAGTAACAAT CTCCAGGAGATCAAATACCT TCCCAAGAAGGT TAAAGA
TGCAGT CAAAAGAT TCAGGACT AATTGCATCAAGAACACAGAGAAAGACA
TATTTCTCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATGGACGATTCAAGCECTTG
CTTCATAAACCAAGCCAAGTAATAGAGATTGGAGT CTCTAAAAAGGTAGT
TCCTACTGAAT CTAAGGCCAT GCATGGAGT CTAAGAT TCAAAT CGAGGAT
CTAACAGAACT CGCCGT GAAGACT GECGAACAGI TCATACAGAGTCTTTT
ACGACTCAATGACAAGAAGAAAAT CTTCGT CAACAT GGTGGAGCACGACA
CTCTGGTCTACTCCAAAAAT GT CAAAGATACAGT CTCAGAAGACCAAAGG
GCTATTGAGACT TTTCAACAAAGGATAATTTCGEGAAACCTCCTCGGATT
CCATTGCCCAGCTATCTGI CACT TCATCGAAAGGACAGT AGAAAAGGAAG
GI'GGCTCCTACAAATGCCATCAT TGCGATAAAGGAAAGCCTATCATTCAA
GATCTCTCTGCCGACAGT GGT CCCAAAGAT GGACCCCCACCCACGAGGAG
CATCGT GGAAAAAGAAGACGT TCCAACCACGT CTTCAAAGCAAGT GGATT
GATGTGACATCTCCACT GACGT AAGCGAT GACGCACAATCCCACTATCCT
TCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGT TCATTTCATTTGGAGAGGAC
ACGCTCGAGTATAAGAGCTCTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAA
ACAACAAACAACATTACAATTACATTTACAAT TACCAT GEGGECGCECCCA
ATCGATGATTTAAATGTGTAAGAATTTCTTATGT TACATTATTACATTCA
ACGTTTTATCTTAATTGCCTCTTCATTTGATTGAAATTTGACAATTATTT
CTTGITTTTTTTTTTGTCACACTCTTTTTGGGT TGEEGT GGCCGACGAAT
TGTGEGAAGGT AGAAAGAGECGAGGACT TTTGT TATACTCCATTAGTAAT
TACTGTTTCCGTTTCAATTTATGTGACAATATTTCCTTTTTAGICGGTTC
CAAAAGAAAATGTCAGCATTATAAACAATTTAATTTTGAAATTACAATTT
TGCCATTAATAAAATGATTTACAACCACAAAAGTATCTATGAGCCTGITT
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GCGTGECCTTATAAGCACCTTATTTTAAGT GGCTTATAAGT CAAAAAGT G
ACANTTTTTGAGAAGT TAGAAAATCCTAACTTCTCAAAAAGTACCTTTTA
AGCCACTTATGACTTATAAGT CCAAAAATTTTTAAGT TACCAAACATATA
TTAATGGGT TTATAAGCT TATAAGCCACT TTTAAGCT CACCCAAACGEGT
TCTATGTCTCACTTTAGACTACAAATTTTAAAAGTCTTCATTTATTTCTT
AATCTCCGT GGCGAGT NAAACTATAACACATAAAGT GAAACGGAGGGAAT
AAGATGGAGT CATAAACTAATCCAAATCTATACTCTCTCCGT TAATTTGT
TTTTTAGTTTGATTTGGTACATTAATAAAACAGATTTTTCGAAGGT TATA
AACACAGACAGATGT TTCCCAGCGAGCTAGCAAAATTCCAAGATTTCTGT
CGAAAATTCGTGTGT TTCTAGCTAGTACTTGATGI TATCTTTAACCTTTT
AGTAATTTTTTGTCCTTTTCTTTCTATTTTTCATCTTACAATGAATTATG
AGCAAGTTCCTTAAGTAGCATCACACGTGAGATGTITTTTTATGATATTGA
CTAAATCCAATCTTTACCATTCCTTAACTAGTAAAATACAACACATGITA
ATTGATACATTGCCTTAACACTGAGGT TAGAAAATTTTAGAAATTAGI TGT
CCAAATCCTTTGAAATTAGAAATCTTTAATCCCTTATTTTTTTTTAAAAT
GITTTTTCTCACTCCAAAGAAAGAGAAACT GACATGAAAGCT CAAAAGAT
CATGAATCTTACTAACTTTGTGGAACTAAATGTACATCAGAATGITTCTG
ACATGTGAAAATGAAAGCTCTTAATTTTCTTCTTTTATTTATTGAGGGT T
TTTGCATGCTATGCATTCAATTTGAGTACT TTAAAGCACCTATAAACACT
TACTTACACTTGCCTTCGAGITTATGT TTTAGIGT TTTCTTCACATCTTT
TTTGGTCAATTTCCAGGTATTTGGATCCTAGGT GAGI CTAGAGAGT TAAT
TAAGACCCGCCGACTAGI CCCTAGAGT CCTCCTTTAATGAGATATGCGAGA
CCCCTATGATCGCATGATATTTCCTTTCAATTCTGT TGTGCACGT TGTAA
AAAACCT GAGCATGTGTAGCTCAGATCCTTACCGCCGGTTTCGGTTCATT
CTAATGAATATATCACCCGT TACTATCGTATTTTTATGAATAATATTCTC
CGTTCAATTTACTGATTGTACCCTACTACTTATATGTACAATATTAAAAT
GAAAACAATATATTGTGCTGAATAGGT TTATAGCGACATCTATGATAGAG
CGCCACAATAACAAACAATTGCGT TTTATTATTACAAATCCAATTTTAAA
AAAAGCGECAGAACCGGT CAAACCTAAAAGACTGATTACATAAATCTTAT
TCAAATTTCAAAAGT GCCCCAGGEEECTAGTATCTACGACACACCGAGCGG
CGAACTAATAACGCTCACT GAAGGGAACT CCGGT TCCCCGCCGECGCECA
TGCGGTGAGATTCCTTGAAGT TGAGT AT TGGCCGT CCCCTCTACCGAAAGT
TACGGEGCACCATTCAACCCGGT CCAGCACGGECGECCGEGTAACCGACTTG
CTGCCCCGAGAATTATGCAGCATTTTTTTGGTGTATGI GGGCCCCAAATG
AAGT GCAGGT CAAACCT TGACAGT GACGACAAAT CGT TGEECEEGT CCAG
GCCGAATTTTGCGACAACAT GT CGAGCCT CAGCAGGACCTGCAGECATGC
AAGCT TGECACTGGECCGT CGT TTTACAACGT CGT GACTGGGAAAACCCT G
GCGTTACCCAACTTAATCGCCT TGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGG
CGT AAT AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCT TCCCAACAGT TGCGCAG
CCTGAATGGECGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCT TGGATCAGATTGTCGT TT
CCCGCCTTCAGT TTAAACTATCAGT GT TTGACAGGATATATTGGCGGGTA
AACCTAAGAGAAAAGAGCGT TTATTAGAATAACGGATAT TTAAAAGEECG
TGAAAAGGT TTATCCGI TCGTCCATTTGTATGI GCATGCCAACCACAGSEG
TTCCCCTCGCGATCAAAGTACT TTGATCCAACCCCTCCGCTGCTATAGT G
CAGTCCCCTTCTGACGT TCAGI GCAGCCGT CTTCTGAAAACGACATGTCG
CACAAGT CCTAAGT TACGCGACAGECTGCCGCCCTECCCTTTTCCTGECG
TTTTCTTGICGCGTGTTTTAGT CGCATAAAGTAGAATACT TGCGACTAGA
ACCGCGAGACATTACGCCAT GAACAAGAGCECCGCCECTGECCTCCTGEEC
TATGCCCGCGT CAGCACCGACGACCAGGACT TGACCAACCAACGEECCGA
ACTGCCACCCGECCEECTGCACCAAGCTGT TTTCCGAGAAGAT CACCGECA
CCAGGCGCGACCGCCCEGAGCT GGCCAGGATGCT TGACCACCT ACGCCCT
GGCGACGT TGT GACAGT GACCAGGCTAGACCGCCT GECCCGCAGCACCCG
CGACCTACT GGACAT TGCCGAGCGCAT CCAGGAGGCCEECECEEECCTEC
GTAGCCTGECAGAGCCGT GGECCGACACCACCACGCCGECCEECCECATG
GI'GT TGACCGT GT TCGCCGGCAT TGCCGAGT TCGAGCGT TCCCTAATCAT
CGACCGCACCCGCGAGCGEEECECGAGECCGECCAAGGCCCGAGECGT GAAGT

82



TTGGECCCCCGECCCTACCCT CACCCCGECACAGAT CGCGCACGCCCGCGAG
CTGATCGACCAGGAAGGCCGCACCGT GAAAGAGGECGECTGCACTGCTTGG
CGTGCATCGCTCGACCCT GTACCGCGCACT TGAGCGCAGCGAGGAAGT GA
CGCCCACCGAGECCAGECEECECEET GCCT TCCGT GAGGACGCATTGACC
GAGGCCGACGCCCT GGCGECCECCGAGAAT GAACGCCAAGAGGAACAAGC
ATGAAACCGCACCAGGACGECCAGGACGAACCGT TTTTCATTACCGAAGA
GATCGAGGCGGAGATGAT CGCGECCGEEGET ACGT GT TCGAGCCGCCCGCEC
ACGT CTCAACCGT GCGECTGCCATGAAATCCTGECCGGT TTGTCTGATGCC
AAGCT GECGECCTGECCEECCAGCT TGECCGCT GAAGAAACCGAGCGECCG
CCGTCTAAAAAGGT GATGT GTATTTGAGTAAAACAGCT TGCGT CATGCGG
TCGCTGCGTATATGATGCGAT GAGT AAATAAACAAAT ACGCAAGGEGGAAC
GCATGAAGGT TATCGCTGTACT TAACCAGAAAGGECGGEGT CAGGCAAGACG
ACCATCGCAACCCAT CT AGCCCGCGCCCT GCAACT CGCCGEEECCGATGT
TCTGITAGI CGAT TCCGAT CCCCAGGGECAGT GCCCGCGAT TGEECEECCG
TGCGEGAAGAT CAACCCCTAACCGT TGT CGECATCGACCGCCCGACGAT T
GACCGCGACGT GAAGGCCAT CGECCEECECGACT TCGTAGT GATCGACGG
AGCGCCCCAGGCGEECGEACT TAECT GTGT CCGCGAT CAAGGCAGCCGACT
TCGTGCCTGATTCCGGT GCCAGCCAAGCCCT TACGACATATGEGCCACCGCC
GACCT GGT GGAGCT GGT TAAGCAGCGCAT TGAGGT CACGGAT GGAAGGECT
ACAAGCGECCTTTGT CGT GT CGCGEECGAT CAAAGGCACGCGCATCGECG
GT'GAGGT TGCCGAGGCGECT GECCEEGTACGAGCTGCCCATTCTTGAGT CC
CGTATCACGCAGCGCGT GAGCT ACCCAGGCACT GCCGCCGCCGECACAAC
CGITCTTGAAT CAGAACCCGAGGGECGACGCT GCCCGCGAGGT CCAGECEC
TGGCCCCTGAAATTAAATCAAAACT CATTTGAGT TAATGAGGTAAAGAGA
AAAT GAGCAAAAGCACAAACACGCT AAGT GCCGECCGT CCGAGCGCACGC
AGCAGCAAGGCTGCAACGT TGECCAGCCT GGCAGACACGCCAGCCATGAA
GCGGGTCAACTTTCAGT TGCCGGECGGAGGATCACACCAAGCTGAAGATGT
ACGCGGTACGCCAAGECAAGACCATTACCGAGCTGCTATCTGAATACATC
GCGCAGCCTACCAGAGTAAATGAGCAAATGAATAAATGAGTAGATGAATTT
TAGCGGCTAAAGGAGGECGECATGGAAAAT CAAGAACAACCAGGCACCGAC
GCCGT GGAAT GCCCCATGT GT GGAGGAACGEECEGET TGECCAGECGT AAG
CGGCTGEGT TGT CTGCCGEECCCT GCAAT GGCACT GGAACCCCCAAGCCCG
AGGAAT CGCECGT GACGGT CGCAAACCAT CCGGECCCGGTACAAAT CEGECGC
GGECCCTGGEGT GATGACCT GGT GGAGAAGT TGAAGGCCGCGCAGECCGECCC
AGCGGECAACGCAT CGAGGCAGAAGCACGCCCCGGT GAAT CGT GGCAAGCG
GCCGCTGATCGAAT CCGCAAAGAAT CCCGECAACCGCCGECAGCCEGTGC
GCCGT CGATTAGGAAGCCGCCCAAGCGCGACGAGCAACCAGATTTTTTCG
TTCCGATGCTCTATGACGT GGGCACCCGCGATAGT CGCAGCATCATGGAC
GI'GECCGT TTTCCGT CTGT CGAAGCGT GACCGACGAGCTGGECGAGGT GAT
CCGCTACGAGCT TCCAGACGEECACGT AGAGGT TTCCGCAGEECCEECCG
GCATGECCAGT GTGTGGGAT TACGACCTGGTACT GATGCCGGT TTCCCAT
CTAACCGAAT CCAT GAACCGAT ACCGEGAAGGGAAGGGAGACAAGCCCGG
CCGCGTGI TCCGT CCACACGT TGCGGACGT ACTCAAGT TCTGCCGECGAG
CCGAT GCCGGAAAGCAGAAAGACGACCTGGTAGAAACCTGCATTCGGT TA
AACACCACGCACGT TGCCAT GCAGCGT ACGAAGAAGGCCAAGAACGECCG
CCTGGTGACGGTATCCGAGGGT GAAGCCT TGATTAGCCGCTACAAGATCG
TAAAGAGCGAAACCGEECEECCERAGT ACAT CGAGAT CGAGCTAGCTGAT
TGGATGTACCGCGAGAT CACAGAAGGECAAGAACCCGGACGT GCTGACGGET
TCACCCCGATTACTTTTTGATCGATCCCGGECATCGECCGTTTTCTCTACC
GCCTGECACGCCGCGCCECAGCCAAGGCAGAAGCCAGATGGT TGT TCAAG
ACGATCTACGAACGCAGT GECAGCGCCCGAGAGT TCAAGAAGI TCTGITT
CACCGT GCGCAAGCT GATCGGEGT CAAATGACCT GCCGGAGTACGATTTGA
AGGAGGAGGCGEEECAGECTGECCCGATCCTAGT CATGCGCTACCGCAAC
CTGATCGAGGGCGAAGCAT CCCCCGEGT TCCTAAT GTACGGAGCAGATGCT
AGGECAAAT TGCCCTAGCAGCGEGAAAAAGGT CGAAAAGGTCTCTTTCCTG
TGGATAGCACGTACAT TGGGAACCCAAAGCCGT ACAT TGGGAACCGGAAC
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CCGTACAT TGCGAACCCAAAGCCGTACAT TGGGAACCGGT CACACATGTA
AGTGACTGATATAAAAGAGAAAAAAGGCGATTTTTCCGCCTAAAACTCTT
TAAAACTTATTAAAACT CTTAAAACCCGCCTGECCTGTGCATAACTGTCT
GGCCAGCGCACAGCCGAAGAGCTGCAAAAAGCGCCTACCCT TCGGT CGCT
GCGCTCCCTACGCCCCGECCECT TCECGT CEGECCTAT CECGEECCGCTGECC
GCTCAAAAAT GECTGGCCTACGGECCAGGCAAT CTACCAGGGECGCGGACAA
GCCGCECCGT CECCACT CGACCGCCGEECGCCCACAT CAAGGECACCCTGCC
TCGCCCGT TTCGGT GATGACGGT GAAAACCT CTGACACATGCAGCTCCCG
GAGACGGT CACAGCTTGT CTGT AAGCGGAT GCCGEGAGCAGACAAGCCCG
TCAGGGECGECGT CAGCGGEGT GI TGECGEGET GT CGEEECGECAGCCATGACCC
AGTCACGTAGCGATAGCGGAGT GTATACTGECT TAACTATGCGGECATCAG
AGCAGATTGTACTGAGAGT GCACCATAT GCGGT GTGAAATACCGCACAGA
TGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGECCCTCTTCCCCTTCCTCGCTCAC
TGACTCGCTGCGCTCGGT CGT TCGECT GCGECGAGCGGTATCAGCTCACT
CAAAGGCCGGTAATACGGT TATCCACAGAAT CAGCGGATAACCCAGGAAAG
AACATGT GAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGT AAAAAGGECCGC
GITGCTGGECGT TTTTCCATAGECT CCGCCCCCCT GACGAGCATCACAAAA
ATCGACGCT CAAGT CAGAGGT GGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC
CAGGECGT TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGT GCGCTCTCCTGT TCCGACCCT
GCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCT TCGEEGAAGCGT GECGEC
TTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGI TCGGTGTAGGTCGTTCGC
TCCAAGCT GEECTGT GT GCACGAACCCCCCGT TCAGCCCGACCGCTGCEC
CTTATCCGGTAACTATCGT CTTGAGI CCAACCCGGTAAGACACGACT TAT
CGCCACT GGCAGCAGCCACT GGT AACAGGAT TAGCAGAGCGAGGTATGTA
GCCGGTCCTACAGAGT TCTTGAAGT GGTGECCTAACTACGECTACACTAG
AAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGT TACCT TCGGAA
AAAGAGT TGGTAGCT CTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGT AGCGGT
GGITTTTTTGI TTGCAAGCAGCAGAT TACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCA
AGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGEGEGT CTGACGCT CAGT GGAACGAAA
ACTCACGI TAAGGGATTTTGGTCATGCATTCTAGGTACTAAAACAATTCA
TCCAGTAAAATATAATATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAG
TAAGI CAAAAAATAGCTCGACATACTGT TCTTCCCCGATATCCTCCCTGA
TCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACT TGTCCECCCTGCCECT T
CTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTT
GCTGT CTCCCAGGT CGCCGT GEGAAAAGACAAGT TCCTCTTCGEECTTTT
CCGTCTTTAAAAAATCATACAGCT CCCGCCGATCTTTAAATGGAGT GTCT
TCTTCCCAGI TTTCGCAATCCACATCGECCAGATCGI TATTCAGTAAGTA
ATCCAATTCGECTAAGCGECTGTCTAAGCTATTCGTATAGCGACAATCCG
ATATGT CGATGGAGT GAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATA
ATCTTTTCAGEECTTTGT TCATCTTCATACT CTTCCGAGCAAAGGACGCC
ATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGT TCAAAGT
GCAGGACCTTTGGAACAGCCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCC
TTTTCCCGI TCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGECTGT CCGT CAT
TTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAG
GAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGITTT
TTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATTTATTATTTCCTTCCTCT
TTTCTACAGTATTTAAAGATACCCCAAGAAGCTAATTATAACAAGACGAA
CTCCAATTCACTGITCCTTGCATTCTAAAACCTTAAATACCAGAAAACAG
CTTTTTCAAAGT TGTTTTCAAAGT TGGCGTATAACATAGTATCGACGGAG
CCGATTTTGAAACCGCGGT GATCACAGGCAGCAACGCTCTGICATCGI TA
CAATCAACATGCTACCCT CCGCGAGATCATCCGT GT TTCAAACCCGGCAG
CTTAGITGCCGT TCTTCCGAATAGCATCGGT AACATGAGCAAAGTCTGCC
GCCTTACAACGGECTCTCCCGCTGACGCCGT CCCGGACT GATGEECTGCCT
GIATCGAGTGGTGATTTTGT GCCGAGCT GCCGGT CEGEEGAGCTGT TGECT
GECTGG
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