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OZET

MODEL BIiTKILERDE TRANSGEN ANLATIMININ KARSILASTIRILMASI

Bu galismada, model bitkilerden olan arpa (Hordeum vulgare L.) ve titinde (Nicotiana
tabacum L.), Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi yapilarak yabanci
genlerin (transgen) anlatim diizeylerinin belirlenmesi amaglandi. Tokak 157/37 olgun
embriyolarinda, Agrobacterium tumefaciens’in EHA105 ve AGL-1 wrklarinin GUS geni
anlatimindaki etkisi incelendi. Bu irklarin transformasyon verimliligi {izerindeki etkisi
karsilagtirildiginda AGL-1 wkinin EHA105’e¢ gore daha verimli oldugu gdzlendi.
Golden promise ve Tokak 157/37 olgun embriyolarina EHA105 araciligiyla gen
aktarnmindan 30 gun sonra iki ¢esit, seg¢ici besiyerindeki canlilik agisindan
karsilastirildiginda, Tokak 157/37 ¢esidinde daha basarili sonuglar elde edildi (Tokak
157/37: %21,2; Golden promise: %11,6). Secici besiyerindeki 30 ginlik bitkilerden
RNA izole edilerek, RT-PZR yontemi ile GUS ve NPT II genlerinin anlatimi kontrol
edildi. Yapilan ¢alismalarda, Golden promise ¢esidinde toplam 9 bitkiden 4’tinde GUS
ve 2’sinde NPT Il gen anlatimi gozlenirken, Tokak 157/37 ¢esidinde 9 bitkinin 3’linde
zayif diizeyde GUS, 3’linde ise NPT II gen anlatimlar tespit edildi. EHA105
Agrobacterium irki ayn1 zamanda tiitiin bitkisinin Samsun ¢esidinde de denendi. Gen
aktarimindan 30 giin sonra, histokimyasal olarak test edilen dokularin tiimiinde degisen
oranlarda yaygin sekilde GUS aktivitesi gozlendi. Transgen anlatimlarinin analizleri,
transformasyon verimi ve gen anlatim kararligini incelemede Onem tasimaktadir.
Calismada elde edilen sonuglar bazi bitkilerde genoma entegre olan genlerin 30 gunluk
kiiltlir stirecinde anlatim yapmaya devam ettigini gostermistir. Golden promise ¢esidine
ait bitkiler Tokak 157/37’ye gore seleksiyon sartlarindan daha fazla etkilenmesine
karsin, bu bitkilerdeki transgen anlatim diizeyi daha yuksek bulundu.
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SUMMARY

COMPARISON OF TRANSGENE EXPRESSION IN MODEL PLANTS

In this study, it was aimed to identify transgene expression levels in two model plants,
barley (Hordeum vulgare L.) and tobacco (Nicotiana tabacum L.) by Agrobacterium
tumefaciens mediated transformation. The efficacy of GUS gene expression was
analyzed in EHA105 and AGL-1 strains of Agrobacterium tumefaciens in Tokak 157/37
mature embryos. When these strains were compared regarding their transformation
efficiency, it was observed that AGL-1 strain was more efficient than EHA105. 30 days
after gene transfer with EHA105 to Golden promise and Tokak 157/37 mature embryos,
both of cultivars were compared in terms of viability of plants in selective medium,
better results were obtained with Tokak 157/37 cultivar (Tokak 157/37: 21.2%; Golden
promise: 11.6%). Expression of GUS and NPT Il genes were examined by RT-PCR
after isolating RNA from 30-day-old plants grown in the selective medium. During
these analyses, 4 GUS and 2 NPT Il gene expressions out of 9 plants were determined
in Golden promise cultivar, while 3 GUS (low level) and 3 NPT Il gene expressions out
of 9 plants were determined in Tokak 157/37 cultivar. The Agrobacterium strain
EHA105 was also tested in Samsun cultivar of tobacco plant. 30 days after gene
transfer, intensive GUS activity was observed in all histochemically tested tissues in
varying ratios. Transgene expression analyses are important to reveal transformation
efficiency and gene expression stability. The results of our study suggest that genes
integrated into certain plants continue their expression during a 30-day-period of
culture. While Golden promise cultivar plants seemed to be affected more than Tokak
157/37 under selection conditions, they were found to show a higher transgene
expression level.

viii



1. GIRIS

Model bitkilerin kullanimi, bitkiler alemindeki biyolojik mekanizma ve sirecleri
anlamanin yanisira g¢esitli  biyoteknolojik uygulamalarin  basarilmasinda 6nem
tasimaktadir. Monokaotil bitkiler iginde celtik (Oryza sativa L.), arpa (Hordeum vulgare
L.) ve Brachypodium distachyon; dikotil bitkilerde ise titiin (Nicotiana tabacum L.) ve
Arabidopsis thaliana one ¢ikan model bitkilerdir. Arpa gerek iilkemizde gerekse
dinyada en ¢ok yetistirilen tahillardan biridir. Daha ¢ok hayvancilikta yemlik ve bira
sanayinde maltlik olarak kullanilan arpa diger kiigiik taneli tahillara benzemekle birlikte
kicik genomlu diploid bir bitkidir (Bothmer ve dig., 1995). Bu yoniyle arpa,
hekzaploid bir bitki olan bugday i¢in iyi bir genomik model olmasinin yanisira, tohum
gelisimi ve ¢imlenmesi agisindan tiim Poaceae ailesini temsil edebilir (Schulte ve dig.,
2009). Arpa ayrica, Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde
genetik temelli ve biyoteknolojik ¢alismalarda (mutasyon islahi, doku kiiltiirii ve gen
aktarimi) bir model sistem olarak kullanilmistir (Bilge ve dig., 1981; Ari, 1991; Gdrel,
1997; Gurel ve Goziikirmizi, 2000; Goziikirmizi, 2003; Giirel ve dig., 2009). Titln ise
In vitro rejenerasyonu saglanan ilk bitki tiridir (Skoog ve Miller, 1957).
Agrobacterium enfeksiyonuna olduk¢a duyarli olmasi ve hemen hemen tim doku
tiplerinden kolayca rejenere olabilmesi nedeniyle, tltin transformasyon calismalarinin

ilk yillarindan beri tercih edilen model bir bitkidir.

Bitki genomuna yabanci gen aktariminda kullanilan en yaygin yontem Agrobacterium
araciligiyla transformasyondur. Bu yéntemin bazi Gstunlukleri; az sayida transgen girisi
saglamasi, uygulama kolayligi, diisiik maliyetli olusu ve diisiik gen sessizlesmesinin
gorilmesidir. Bitki transformasyonunun basarisinda 6énemli bir kriter aktarilan yabanci
genin (transgen) alici hiicrelerde kararli olarak anlatim yapmasidir. Aktarilan yabanci
gen, DNA aktarimindan sonraki kisa bir siirede hiicre icinde anlatim yapabilir Ki bu
asamaya “Geg¢ici Gen Anlatim1” adi1 verilmektedir. Birgok transformasyon yonteminde
sadece az miktardaki DNA hicrenin kromozomuna entegre olmakta, bu durumdaki

genler ise “Kararli Gen Anlatimi” yapmaktadir. Gegici ve kararli gen anlatimi,



dokularda in vivo (histokimyasal) ya da molekiler yontemlerle belirlenebilir. Bu

belirlemeler hiicrelere gen aktarim frekansinin 6nemli bir gostergesidir.

Bu tez ¢alismasinda, model bitkiler olan arpa ve titiinde Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla aktarilan genlerin anlatimlarinin  molekiiler diizeylerde incelenmesi
amaglanmistir. Bu amacla bakterinin farkli irklar1 kullanilarak gen aktarimlar1 yapilmis
ve markir genlerin dokulardaki etkinligi GUS histokimyasal analizine ek olarak RT-
PZR yoluyla da arastirilmistir. Elde edilen bulgular, transformant kiiltiirlerdeki yabanci
gen anlatimlarinin siirekliligini gostermesi agisindan 6nem tagimaktadir ve yontemlerin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BIYOTEKNOLOJIiK CALISMALARDA “MODEL BITKILER”

Model bitki tiirlerinin kullanimi bitkiler alemindeki biyolojik siire¢ ve mekanizmalari
detayli olarak arastirmada 6nemli rol oynamaktadir. Arabidopsis thalina, Oryza sativa
L. (celtik) ve Brachypodium distachyon gibi turleri ideal kilan 6zelliklerin basinda bu
bitkilerin kiclik genoma sahip olmalari, kisa yasam dongiisiiyle ¢ogalmalari, filogenide
belirli bir pozisyonda bulunmalar1 gelmektedir (Flavell, 2009). Monokotil ve dikotil
gruplar1 temsil eden model bitkilerin ¢ogunun genom dizi bilgilerinin kisa siirede elde
edilmesi, aynt zamanda bu bitkilerle yapilan biyoteknolojik caligmalara da katki
saglamaktadir. Bu ¢alismada, transformasyon sonrast markir genlerin anlatimlarini

incelemek icin model bitki tirlerinden arpa ve tutin kullanilmistir.

2.1.1. Arpa

Arpa (Hordeum vulgare L.), Poaceae ailesinden Triticeae oymagimin bir Gyesidir.

Arpanin taksonomisi Tablo 2.1°de gorilmektedir.

Tablo 2.1: Arpanin taksonomisi (Anonim, 2010a)

Alem Planta

Altalem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta

Sinif Liliopsida
Altsinif Commelinidae

Takim Cyperales

Aile Poaceae
Cins Hordeum L.

Tir Hordeum vulgare L.

Arpa; erken olgunlasmasi ve soguk, kuraklik, alkali ve tuzlu topraklar gibi kosullara
kolay adapte olabilmesi bakimindan diinyada yaygin olarak ekimi yapilan bir tahildir.
Bu tahil, diinya capinda tahil iiretiminde misir (Zea mays L.), bugday (Triticum



aestivum L.) ve celtik (Oryza sativa L.)’ten sonra dordlnci sirada yer almaktadir. 2009-
2010 Mart verilerine gore (Anonim, 2010b) arpa iiretiminde Tirkiye; Avrupa Birligi,
Rusya, Ukrayna, Kanada ve Avusturalya’dan sonra altinci sirada yer almaktadir.
Diinyada ekilen arpanin yaklasik %85'i hayvan yemi olarak, geriye kalan kisminin ¢ogu
da maltlik olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde ise arpa, ekimi yapilan tahillar arasinda
bugdaydan sonra ikinci sirada yer almaktadir ve iiretilen arpanin ¢ok biiyiik bir kismi

yurt icinde tiiketilmektedir.

Arpa; kendine dollenen, on dort kromozoma sahip diploid (2n=2x=14) yapisiyla
(Bennett ve Smith 1976) tim Triticeae turlerinin basit genomunu temsil etmektedir ve
kisa yasam dongiisii ile genetik ve fizyolojik calismalarda model bir bitki olarak
kullanilmaktadir (Shewry, 1992). Henliz tim genom dizisi yaymlanmamasina karsin
(Sato ve dig., 2009) genomun yaklasik %80'inin yiiksek oranda tekrarlanmis diziler
icerdigi saptanmistir (Schulte ve dig., 2009). Ayrica, yapilan c¢aligmalarla arpa
genomuna ait 501,616 EST olusturulmus (Anonim, 2010c), abiyotik ve biyotik strese
maruz kalan bitkilerden elde edilmis cDNA kiitiiphaneleri kurulmustur (Sreenivasulu ve
dig., 2008).

Arpada gen aktarimina dayali biyoteknolojik ¢aligmalar 1990°I1 yillarda baglamistir
(Lazzeri, 1995; Jaechne ve dig., 1994). Ilk basarili arpa transformasyonu, biyolistik
temelli gen aktarimi yontemiyle yapilmis ve bu sekilde istenilen DNA pargasinin
olgunlasmamis embriyolara aktarimi saglanmistir (Wan ve Lemaux, 1994). Buna
karsin, bu yontemde aktarilan genin kararli girisi ve gen anlatiminda cesitlilik
gozlenmistir. Tingay ve dig. (1997) olgunlasmamis embriyolar1 kullanarak arpada ilk
olarak Agrobacterium araciligiyla gen aktarimini gergeklestirmislerdir. O zamandan
beri cesitli yontemler gelistirilerek ilerlemeler kaydedilmis (Matthews ve dig., 2001;
Trifonova ve dig., 2001) ve gen aktarimi, olgunlagmis embriyolara, androgenetik polen
kalturlerine (Kumlehn ve dig., 2006), izole edilmis oviillere (Holme ve dig., 2006),
mikrosporlar (Yao ve dig., 1997) ve meristem kultirlerine (Zhang ve dig., 1999)
yapilmistir. Ayrica, transgenlerin entegrasyonu (Stahl ve dig., 2002; Salvo ve dig.,
2004; Lange ve dig., 2006) ve 6zel promotorlerin kullanimi iizerine kapsamli ¢aligmalar
yiriitilmistir (Goedeke ve dig., 2007; Hensel ve dig., 2008). Arpanin transformasyon
etkinliginin genotipe bagli olarak degisiklik gosterdigi bilinmektedir (Finnie ve dig.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html�

2004) ve agronomik olarak 6nemli ¢esitlerin bir ¢ogunda heniiz transgen anlatimlarinin

dogas1 tam olarak anlagilamamustir.

2.1.2. Tatn

Solanaceae ailesinin bir (yesi olan titiin (Nicotiana tabacum L.) bitkisinin bes yiiz
yildan daha uzun bir siiredir ekimi yapilmaktadir. Gerek tutlinde gerekse bu ailenin
diger liyeleri olan patates ve patlicanda genomlarin olduk¢a korundugu belirlenmistir.

Tutlnln taksonomisi Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.2: Tutinln taksonomisi (Anonim 2010d)

Alem Planta

Altalem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida

Altsinif Asteridae

Takim Solanales

Aile Solanaceae
Cins Nicotiana L.

Tur Nicotiana tabacum L.

Tutdn; in vitro rejenere edilebilen ilk bitki taruddr. Doku kiltiriinde Gretimi oldukca
hizli ve kolay olan tiitiin, tim doku tiplerinden kolayca rejenere olabilmektedir.
Nispeten kisa yasam dongilisiine sahiptir. Standart doku kiiltiri kosullarinin
gelistirilmesinde (Murashige ve Skoog, 1962), katlanmis haploid Gretim yontemlerinin
kurulmasinda ve gen anlatimi arastirmalarinda siklikla kullanilan model bir bitkidir
(Belogradova ve dig., 2009). Agrobacterium tumefaciens ile ilk transformasyon titin
govde pargalarina yapilmis, maya alkol dehidrogenaz ve bakteriyel neomisin
fosfotransferaz genleri aktarilmistir (Barton ve dig., 1983). Sonraki yillarda
transformasyonun dogasina iliskin g¢esitli ¢alismalarda tiitiin kullanilmistir. Bu bitkinin
“Bright Yellow” ¢esidinden elde edilen BY-2 hiicre hatti ¢ok hizli boliinen bir deneysel
sistem olarak benimsenmis ve bir¢cok arastirmada kullanilmistir. Bitki hiicre
fonksiyonlarin anlasilmasinda, ozellikle hiicre boliinmesi, hiicre iskeleti, sinyal
iletimi, hiicre i¢i trafigi ve organel farklilasmasinda BY-2 hiicre hatti birgok yeni

bulguya ulasilmasini saglamistir (Nagata ve dig., 1992).



2.2. TRANSGEN ANLATIMININ BELIRLENMESI

Transgen, genetik miihendisligi yontemleri kullanilarak bir organizmanin genomuna
aktarilan yabanct DNA dizisidir. Transgenlerin doller boyu anlatim yaptig1 bitki hatlari
transgenik olarak tanimlanir. Transformasyon on c¢alismalarinda bitki dokularina en
fazla aktarilan genler anlatimlari hizli olarak teshis edilebilen “markir” (isaret)
genleridir. Markir genlerin anlatimlar1 hem doku diizeyinde histokimyasal olarak hem

de molekiler yontemlerle saptanabilir.

2.2.1. Haberci (Raportor) Genler

Transformasyondan sonra, aktarilan genlerin dokulardaki varligini ve anlatimin tespit
etmek icin Southern melezlemesi, Northern melezlemesi ya da Polimeraz zincir
reaksiyonu gibi yontemler kullanilabilir. Ancak, bu yontemler zahmetli ve optimizasyon

gerektirmektedir. Ilk olarak Jefferson tarafindan (1987a) Escherichia coli’nin K12
irkindan klonlanmig olan A-glukuronidaz geni (GUS, gusA, uidA; EC 3.2.1.31), bitki
transformasyonunda raportér bir gen sistemi olarak benimsenmistir. Hicredeki -
glukuronidaz’in tespiti transgen anlatimini gostermede hassas, hizli ve kullanisly;
enzimin stabilitesi ve yiiksek duyarliligi ile florometrik ve histokimyasal analizi

olanakli kilan bir yoldur.

B-glukuronidaz, ¢esitli B-glukuronidlerin  par¢alanmasini  katalizleyen bir asit
hidrolazidir. GUS gen anlatiminin histokimyasal analizi bu temele dayanir. GUS
boyama c¢ozeltisine katilan 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronid (X-Gluc) GUS
geninin anlatim yaptig1 transformant hiicrelerde B-glukuronidaz enzimi ile etkilesime
girerek mavi renkteki dikloro-dibromo-indigo (CIBr-indigo) maddesini agiga
cikarmaktadir (Sekil 2.1). Bu sekilde, enzim aktivitesinin oldugu hiicreler maviye

boyanarak kolayca goériintilenebilir.
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Sekil 2.1: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronid (X-gluc)’in GUS geninin anlatim yaptigi
hiicrelerde B-glukuronidaz enzimi ile etkilesime girerek CIBr-indigo maddesini agiga ¢ikartmasi
GUS geni, yiiksek bitki tiirlerinde bulunmadigindan hatali pozitif sonuclar ¢cok az
goriilmekte ve bitkilerde haberci gen olarak siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
GUS analizini uygulamadan 6nce endojen GUS aktivitesinin yoklugunu dogrulamak ve
fungal ve/veya bakteriyel kontaminasyondan kaynaklanmadigin1 gostermek onemlidir.
Bu nedenle histokimyasal analizi steril sartlarda uygulamak ve elde edilen sonuglari
negatif kontrollerle karsilastirmak zorunludur. Uzun inkiibasyon zamanlarinda
bakterilerin ¢ogalmasi, Jefferson ve Wilson tarafindan rapor edildigi gibi (1991) X-gluc
solisyonuna sodyum azid (%0,02), kloramfenikol (100 pg/ml) ya da %20 metanol
(Kosugi ve dig., 1990; Hansch ve dig., 1995; Girel ve Goziikirmizi, 2000) eklenerek

onlenebilir.

GUS ile transforme edilen ylksek bitkiler normal gelisimlerini siirdiirebilir ve canli
doller olusturabilir (Jefferson ve dig., 1987b). GUS geninin anlatimi, ayrica dokuya
0zgul gen anlatimi1 ve gen anlatiminin gelisimsel diizenlenmesi gibi arastirmalarda bir
ara¢ olarak kullanilabilir. Sonug¢ olarak GUS genine dayali histokimyasal analiz,

transformasyon siirecinin anlasilmasi ve gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.



2.2.2. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR), RNA transkriptlerinin tespiti
ve miktarlarinin belirlenmesinde son derece hassas bir yontemdir. Yéntemin temeli;
mRNA’nin RNA bagimli DNA polimeraz (Ters transkriptaz) (RT) enzimi ile cDNA’ya
cevrilmesi ve ardindan PZR ile ¢ift zincirli DNA molekullerinin sentezi ve gogaltiminin
gerceklestirilmesidir (Sekil 2.2). Bu sekilde sadece genlerde kopyalama yapan bdélgelerin
analizi gergeklestirilmis olup, polipeptid zincirinde karsiligi olmayan lider, kuyruk ve intron

dizileri de bertaraf edilmis olur.
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Sekil 2.2: Tek asamali RT-PZR’nin temeli

Ters transkriptaz normalde Okaryotik ve prokaryotik hicrelerde bulunmayan bir
enzimdir, bununla birlikte retroviriisler gibi sinirli sayida viriislerde bulunmaktadir. En
cok kullanilan ve ticari olarak bulunan RT enzimleri onkogenik retroviriisler olan
Avian Myeloblastoma Viris (AMV) ve Moloney Murine Leukemia Viris (MMLV)’ten
izole edilmis olanlardir. AMV RT enzimi nispeten yiksek sicaklik derecelerinde
kullanilabilmesi (42-52°C) nedeniyle guanin ve sitozin miktar1 fazla olan RNA
kaliplarindan tam uzunlukta ¢cDNA transkripsiyonunda tercih edilmektedir. Ayrica,
AMV RT enzimi kullanildiginda uzayan cDNA zincirine niikleotidlerin katilimi
MMLV’den daha hizlidir. Buna karsin, AMV’nin mutasyon frekansi (1:30.000)
MMLV’den (1:17.000) vyaklasik iki kat yiiksektir. Bu ¢alismada, RT-PZR
uygulamasinda AMV RT kullantlmaistir.



2.3. Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI

Bitki genomuna yabanci gen aktariminda en yaygin ara¢ Agrobacterium tumefaciens
bakterisidir. A. tumefaciens a-proteobacteria sinifinin Rhizobiacea ailesinin bir Gyesidir.
Toprakta yasayan, spor olusturmayan, kendiliginden hareket edebilen, cubuk seklinde,
gram negatif, fitopatojenik bir bakteridir. 600 bitki tiirlinii iceren ¢ok genis konak
araligina sahiptir (De Cleene ve De Ley, 1976). Dogada, bitkilerde yaralanma ya da
hasar sonucunda bitki dokularina girerek “ta¢ timdér(” olusumuna neden olmaktadir. Bu
timor olusumunun bakteri hicrelerinde bulunan bir plazmidin (Ti plazmidi) kiguk bir
bolimi (T-DNA; “Transfer DNA”) ile iliskili oldugu bulunmustur (Chilton ve dig.,
1977). Bitkinin Agrobacterium ile enfeksiyonu sonucunda Ti plazmidinin Uzerinde
bulunan ve timor olusumundan sorumlu genleri (fitohormon ve opin biyosentezinde
gorevli genler) tasiyan T-DNA bolgesi bitki hiicrelerine aktarilmakta ve bitki
kromozomu ile biitiinlesmektedir (Chilton ve dig., 1980; Willmitzer ve dig., 1980). Bu
bolgede bulunan genlerin transkripsiyonu sonucunda da tiimor olusumu ve opinler
olarak adlandirilan bakterilerin karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullandig1 diisiik

molekiiler agirlikli karbon bilesenlerinin dogrudan biyosentezi gerceklesmektedir.

Yukarida bahsedilen nitelikleri 1980°1i yillarda Agrobacterium’un in vitro ¢alismalarda
bir gen aktarim sistemi olarak kullanilabilmesine yol agmistir (De Framond ve dig.,
1983). Ozellikle, opin sentezini saglayan ve tiimdr olusturan genlerin T-DNA
bolgesinden ¢ikarilmasinin bitki hiicresine gen aktarimini higbir sekilde engellemedigi,
sag ve sol simir bolgesi olarak adlandirilan diizensiz tekrar dizilerinin arasina
yerlestirilen DNA pargasinin kolayca bitki hlcrelerine aktarilabildigi ve vir bolgesinin
T-DNA aktariminda rol oynadigi (Sheng ve Citovsky, 1996) detayli ¢alismalarla ortaya
cikarilmais, etkili bitki transformasyon vektorlerinin gelistirilmesine olanak vermistir. Bu
sekilde, zararsiz hale getirilmis Ti plazmidi ile bitkilerin enfeksiyonu ve rejenerasyonu

saglanmaktadir (Van Haute ve dig., 1983).

Bitki hiicrelerine Agrobacterium araciligiyla T-DNA aktariminda “ikili vektor” sistemi
gelistirilmistir (Hoekema ve dig., 1983; Bevan, 1984) ki burada vir genlerini tagiyan bir
“yardimc1 plazmid” ile istenilen genin T-DNA sinir bolgeleri arasina klonlandigi bir

vektor birlikte bulunur (Sekil 2.3).
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Agrobacterium araciligiyla DNA aktarimiyla ¢ok sayida bitki tliriniin yani sira; maya
(Bundock ve dig., 1995; Piers ve dig., 1996; Sawasaki ve dig., 1996), mantar (De Groot
ve dig., 1998; Chen ve dig., 2000; Rho ve dig., 2001) ve kanser (HeLa) hucreleri de
transforme edilmistir (Kunik ve dig., 2001). Ozellikle, ikili vektor sistemi kullanilarak
dikotil ve monokotil bitki tirlerinde transformasyon yontemleri igin ¢ok sayida patent
alimmis, c¢esitli Ozellikler tasiyan bazi transgenik c¢esitler ticari olarak piyasaya

verilmistir.

Tablo 2.3’te arpanin farkli genotiplerinde yapilan Agrobacterium tumefaciens
aracilifiyla transformasyon calismalari ve sonuglar1 gosterilmistir. Arpaya gen
aktariminda en yiikksek frekans Golden promise c¢esidinde, 100 embriyodan 86
transgenik bitki eldesi ile saglanmistir (Hensel ve dig., 2008).

Tablo 2.3: Arpanin farkli genotiplerinde yapilan Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
transformasyon calismalari ve sonuglar (Goedeke ve dig., 2007’den diizenlenmistir).

Genotip Doku tipi Transformasyon Kaynak
etkinligi
Golden promise Olgunlagmamis embriyo %12 Matthews ve dig., 2001
Golden promise Olgunlagsmamis embriyo %17,9 Coronado ve dig., 2005
Golden promise Olgunlagmamis embriyo %86,7 Hensel ve dig., 2008
Golden promise Ovl %5,5 Holme ve dig., 2008
Igri Androgenetik polen kultlru 2,2/basak Kumlehn ve dig., 2006
Schooner Olgunlagsmamis embriyo %0,9 Wang ve dig., 2001

Monokotil bitkilerin transformasyon etkinligi dikotil bitkilere gore daha diistiktiir.
Bunun nedeni, dikotil bitkilerde yara bolgesinden salinan fenolik bilesenler ile bakteri
hiicreleri arasindaki dogal etkilesimin monokotil bitkilerde ger¢eklesmemesidir. Bu gibi
bilesiklerin sentezlenmedigi monokotil bitkilerde, gen aktarim etkinligini artirmak i¢in
bitki-bakteri etkilesimi asamasinda ortama vir genlerinin anlatimini tesvik eden
maddeler ilave edilir. Cesitli fenolik bilesikler arasinda vir gen anlatimini tesvik ettigi
en iyi bilinen bilesik asetosiringondur (3',5'-dimetoksi-4'-hidroksiasetofenon) (Stachel
ve dig., 1986). Asetosiringon (Sekil 2.4), disiik maliyeti ve ticari olarak elde
edilebilmesi nedeniyle monokotillerle yapilan c¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir.

Glukoz ve galaktoz gibi monosakkaridler de ortamda asetosiringon bulunmadigi ya da
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az miktarda bulundugu zaman vir gen anlatimini indukleyebilir (Cangelosi ve dig.,
1990).

U
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-'_‘_,.-'[:]

Sekil 2.4: Asetosiringon (CyoH1,0,)’un kimyasal formili

Bu ¢aligmada pCAMBIA2301 vektdriiniin ikili plazmid olarak kullanildigr bir vektor
sistemi kullanilmistir. Bu plazmid Uzerinde GUS geninin 6niine, Strawberry Vein
Banding Virisinden (SVBV) izole edilmis bir promotor dizisi klonlanmistir. Bu
promotoriin anlatimi; gesitli dikotil tiirlerde (tiitiin, biber, domates, salatalik ve kabak)
(Wang ve dig., 2000) test edilmis, gegici ve kararli GUS gen anlatiminin gézlemlenmesi
SVBV promotoriiniin fonksiyonel oldugunu ve bitki transformasyon g¢alismalarinda

kullanilabilecegini gostermistir.

Arpada yuksek bir yara-yanitinin olmayist ve olgun embriyo kullanimindan dolayi
kiiltiirdeki hiicre bdliinmesinin diigiik olmasi, transformasyon frekansini siirlayan
faktorlerdir. Bu sorunlarin asilmasinda bakteri-konak hiicre etkilesimini artirarak daha
fazla hiicrenin enfekte edilmesini saglamak bir yol olabilir. Ozellikle asetosiringon,
pluronik F68 (Cheng ve dig., 1997) ve sistein (Hensel ve dig., 2008) gibi maddelerin
transformasyon etkinligini artirdigi  bulunmustur. Bu asamada bakteri-konak
etkilesimini artiracak yeni kemotaksik maddelerin denenmesi bir alternatif olabilir. Bu
calismada Agrobacterium ile transforme edilen arpa ve tiitiin dokularinda transgen
anlatimlarmin histokimyasal yontem ve RT-PZR ile belirlenmesi amaglanmistir.
Ozellikle RT-PZR, én galismalarda doku diizeyinde gézlenen GUS gen anlatiminin

molekiiler diizeyde kanitlanmasini saglayacaktir.



13

3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinin Tokak 157/37 ¢esidine ait olgun tohumlar 2009
Ekim ayinda Istanbul Universitesi Botanik bahgesinde tarla ekimi yapilarak yetistirilen
bitkilerden elde edildi. Golden promise tohumlari Minnesota Universitesi’nden, titin
(Nicotiana tabacum L.) bitkisinin Samsun ¢esidinin tohumlar1 ise Ondokuz Mayis

Universitesi’nden saglandi.

3.2. BITKi DOKU KULTURU KOSULLARI

Arpa ve titin doku kaltirlerinde Murashige ve Skoog (MS) (1962) besiyeri (Tablo 3.1)
kullanildi. MS besiyeri hazirlamak amaciyla 900 ml distile su igerisinde sirasiyla, 4,4 g/l
MS tuz karisimi ve %3 sukroz ¢oziindiiriildii daha sonra ¢ozeltinin pH’s1 1 N NaOH
kullanilarak 5,7’ye ayarlanip hacmi distile su ile 1 litreye tamamlandi. Son olarak
ortama %9 agar eklendi. Hazirlanan besiyeri otoklavda (121°C, 1,2 atmosfer basing
altinda, 15 dakika) steril edildi ve sonrasinda besiyerine 1 mg/l MS vitamin ¢ozeltisi
eklendi. Daha sonra, kullanilan bitki materyaline ve transformasyon dncesi ve sonrasina

gore besiyerine ilave maddeler eklendi (bakiniz 3.3.2 ve 3.3.3).

Gen aktarim calismasinda A. tumefaciens’in Uretilmesi icin Luria-Bertani (LB) besiyeri
hazirlandi. Bu amagla, 200 ml distile su igerisine sirasiyla %1 tripton, %0,5 maya
ekstrakt1 ve %1 NaCl ¢6zindirildi ve 1 N NaOH kullanilarak pH 7,2’ye ayarlandiktan

sonra otoklavda steril edildi.

Calismada kullanilan tiim metal ve cam malzemeler aliiminyum folyoyla kaplanip
200°C’de pastor firmminda steril edildi. Tiim doku kiiltiirii ¢alismalari, laminar hava

akimli steril kabinde gergeklesti. Bitkilerin ve eksplantlarin yetistirilmesinde bitki
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biiyiitme kabini (25°C’de, 16 saat 151k/8 saat karanlik) (Angelantoni Ekochl1500)
kullanildi.

Tablo 3.1: Murashige ve Skoog besiyeri bilesenleri

Icerikleri Konsantrasyon (mg/l)
Makroelementler
NH,NO, 1650
KNO; 1900
CaCl, 332
MgSO, 180,7
KH,PO, 170
Mikroelementler
Kl 0,83
Na,EDTA 37,3
H3BO; 6,2
MnSO, 16,9
ZnS0,.7H,0 8,6
Na,M00,.2H,0 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
FeSO,.7H,0 27,8
Karbonhidrat
Sukroz 30000
Vitaminler ve diger bilesenler
Myo-inositol 100
Glisin 2
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin hidroklorid 0,5
Tiamin hidroklorid 0,1

3.2.1. Arpa Embriyo Kiiltiiriiniin Kurulmasi

Arpa olgun embriyo kiiltliriiniin kurulmasi i¢in 6ncelikle tohumlar %20’lik sodyum
hipoklorid c¢ozeltisinde 20 dakika bekletildi ve ardindan 3-5 kez steril distile su ile
yikandi. Ardindan, tohumlarin testalar1 ¢ikartildi ve tohumlar 30 dakika boyunca steril
suda bekletildi. Stre sonunda, tohumlarin embriyolart steril bir bistiiri yardimiyla

cikartilarak steril suya konuldu. Embriyolarin ¢ikartilma islemi tamamlandiktan sonra
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tim embriyolar sirasiyla %99’luk etanol icerisinde 20 saniye bekletildi ve ardindan 3
kez steril distile suyla yikandi. Daha sonra embriyolar steril kurutma kagidinda
kurutuldu ve kesik yiizeyleri besiyerine temas edecek sekilde MS besiyerlerinde kdiltire
alindi. Transformasyon islemine kadar, 2 glin suresince bitki blyutme kabinine

konuldu.

3.2.2. Tatun Bitkisinin Yetistirilmesi ve Eksplantlarin Cikartilmasi

Tutln bitkisinin steril ortamda yetistirilmesi i¢in, tohumlar %20’lik sodyum hipoklorid
cozeltisinde 20 dakika bekletildi ve ardindan 4-5 kez steril distile su ile yikandi. YUzey
sterilizasyonu gergeklestirilen tiitiin tohumlart steril kurutma kagidina alindiktan sonra
MS besiyerlerine aktarildi ve 5-6 hafta boyunca bitki biiyiitme kabininde yetistirildi.
Ardindan, gen aktarimi amaciyla tltiin bitkisinin yapraklarindan 0,5 cm? capinda diskler

ve tiitlin gévdelerinden 1 cm uzunlugunda eksplantlar ¢ikartildi.

3.3. Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI

3.3.1. Agrobacterium tumefaciens Irklari ve Plazmidler

Calismada kullanilan A. tumefaciens irklar1 ve ve 0zellikleri Tablo 3.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan A. tumefaciens irklar1 ve ve 6zellikleri

Agrobacterium irka Ikili plazmid ve tasidig Antibiyotik markiri
markirlar
AGL-1 pCAMBIA2301/npt I, 200mg/I karbenisilin
gusA +50mg/l kanamisin
EHA105 pCAMBIA2301/npt I, 50 mg/I rifampisin
gusA +50mg/l kanamisin

A. tumefaciens bakterisininin retiminde ilgili antibiyotikleri iceren LB besiyeri
kullanildi. Tiim kiiltiirlerin tiretimi; 28°C’de, 180 rpm’de ¢alkalamali etiivde gece boyu
yapildi. Uretilen bakterilerin ODggo degeri tiitiin bitkisi icin 0,4, arpa bitkisi icin ise 0,8

oldugunda transformasyon deneylerine baslandi.
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3.3.2. Arpa Bitkisine Gen Aktarim

Arpa bitkisine yapilan gen aktariminin asamalar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir. Yapilan

islemler agagida kisaca 6zetlenmistir.

Gece boyu dretilen A. tumefaciens kultrlerinin ODggo= 0,8 degerine ulagmasi ve
bakteri huicrelerinin santriflj edilerek ( +4°C’de 6000 rpm’de 15 dakika) ¢oktirilmesi

Cokeltinin, final konsantrasyonu ODggo=1,0 olacak sekilde sivi MS besiyerinde
¢ozlinduriilmesi. Ortama 10 mM MES, 200 uM asetosiringon, 2 mM CaCly, 1 g/l
pluronik F68, 10 g/l glukoz eklenmesi (inokilasyon besiyeri)

22-25°C’de karanlikta bir saat bekleme

iki gtin MS besiyerinde tutulan arpa embriyolarmin inokiilasyon besiyerine aktarimi
ve 23-25°C’de karanlikta 45 dakika inkiibasyon. Vakummetre baglanmis desikatorle
15 dakika 400 mmHg basing altinda vakum infiltrasyonu uygulamasi

Embriyolarin ko-kiltivasyon besiyerine (500 uM asetosiringon ve 800 mg/I L-
sistein iceren MS besiyeri) aktarimi. 25°C’de karanlikta 3 giin inkiibasyon

Embriyolarin 500 mg/l sefotaksim igeren soliisyonda 120 rpm’de 1 saat tutulmasi ve
secici besiyerine (25 mg/l genetisin (G418) ve 200 mg/l sefotaksim iceren MS
besiyeri) aktarimi. Bitki biylime kabininde embriyolardan bitkilerin gelisimi (30

gin)

Sekil 3.1: Arpa bitkisinin A. tumefaciens araciligiyla transformasyonu
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3.3.3. Tutun Bitkisine Gen Aktarim

Tutln bitkisine yapilan gen aktarimlarinda yaprak ve govde eksplantlar1 kullanildi. A.
tumefaciens kdltirlerinin ODggo degeri 0,4’e geldiginde bakteri hiicreleri santrifiij
edilerek c¢okturaldi ve c¢okelti 200 uM asetosiringon iceren infiltrasyon besiyerinde
(10mM MgSO,4, 10mM MES, pH 5,6) c¢ozinduruldu. Eksplantlar bu soliisyonun
icerisine aktartlip 22-25°C’de karanlikta 30 dakika bekletildi. Daha sonra sollsyon
stiziiliip eksplantlar steril filtre kagitlarinda kurutuldu ve ko-kiltivasyon besiyerine (3,0
mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA iceren MS besiyeri) aktarildi. Kiiltiirler 25°C’de karanlikta
2 gun kdltiire birakildi. Kilturlemeden sonra eksplantlar 500 mg/l sefotaksimle yikanip
steril kurutma kagidinda kurutulduktan sonra secici besiyerine (200 mg/l sefotaksim ve
25 mg/l genetisin iceren ko-kiiltivasyon besiyeri) aktarildi ve bitki biiyiitme kabininde

30 gun sure ile kallus ve siirgiin gelisimi saglandi.

3.4. GUS GEN ANLATIMININ HISTOKIMYASAL ANALIZi

A. tumefaciens ile 3 giin siiresince karanlikta kiiltiire alinan embriyolarda GUS gen
anlattmin1 belirlemek i¢in bu embriyolar X-gluc iceren bir ¢ozeltiye (Tablo 3.3)

aktarilip 55°C’de gece boyu bekletildi.

Tablo 3.3: GUS boyama ¢ozeltisinin igerigi

Stok ¢ozelti konsantrasyonlar: Final
konsantrasyonu

12,5 mM Potasyum ferrisiyanid 1,5mM
12,5 mM Potasyum ferrosiyanid 1,5mM
Triton X-100 %0,8 (v/v)
40 mM 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronid (X-gluc) 6 mM
Metanol %20 (v/v)
Toplam Hacim 5000 pl

Boyamadan sonra, dokular etanole alindi ve stereo mikroskop (Olympus SZX7) altinda
incelendi. Skorlamada, dokular Uzerinde mavi bolgeler boyuta bakilmaksizin bir

transformasyon kiimesi olarak kabul edildi.
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3.5. TRANSGEN ANLATIMININ TERS TRANSKRIiPTAZ POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIYONU (RT-PZR) ILE BELIRLENMESI

3.5.1 Bitki Yapraklarindan Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu, secici besiyerindeki 30 gulnlik arpa bitkilerinin yapraklarindan
(gen aktarimi yapilan bitkiler ile kontrol bitkileri) Promega Z3100 kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Taze yaprak materyali, sivi azotla dondurulup seramik havan
kullanilarak o6giitiildii. 60 mg par¢alanmis dokuya 175 ul par¢alama tamponu (+4°C)
eklenip 6giitme islemine devam edildi. Ardindan homojenata 350 pl RNA seyreltme
tamponu eklendi ve homojenat birka¢ kez ters yuz edip karistirildiktan sonra 14,000 x
g’de 10 dakika santrifiij edildi. Saydam lizata %95°lik 200 pl etanol eklendi ve 3-4 kez
pipetaj yapilarak karistirildi ve bu karisim toplama tlpl zerinde bulunan filtreli tipe
aktarildi ve 12,000-14,000 x g’de 1 dakika santrifij edildi. Ardindan, toplama
tiiptindeki sivi uzaklastirilip filtreli tiipe 600 pl RNA yikama soliisyonu eklendi ve
14,000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii tekrar bosaltildiktan sonra her bir
ornek icin 50 ul DNaz inkiibasyon karisimi hazirlandi ve bu karisim tiiptin filtresini
tamamen kaplayacak sekilde 6rneklere uygulandi. 15 dakika 20-25°C’de inkubasyondan
sonra filtrelere 200 pul DNaz durdurucu soltisyon eklendi ve 12,000-14,000 x g’de 1
dakika santrifuj edildi. Filtre Gizerine 600 ul RNA yikama soliisyonu eklendi ve 12,000—
14,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. Toplama tiipii bosaltilip tekrar 250 pul RNA
yikama soliisyonu eklendi ve iki dakika yliksek hizda santrifiijlendi. Ardindan total
RNA, RNA’y1 igeren filtre yilizeyini tamamen kaplayacak sekilde 50 pl nikleaz-
icermeyen suyun eklenmesi ve 12,000-14,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifij
edilmesiyle elde edildi. Calismada olast RNaz kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla

tim malzemeler iki kez otoklavlanda.

3.5.2. Total RNA Miktar1 ve Safliginin Belirlenmesi

izole edilen RNA’larin miktarlar1 ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga boylarindaki
absorbans degerleri Olgiilerek belirlendi. Azgo/Azgo orant 1,7-2,1 arasinda olan RNA’lar
saf olarak kabul edildi. 260 nm’deki 1 absorbans {initesi tek zincirli RNA’nin 40 pg
/ml’sine esit oldugu i¢cin RNA miktari:

RNA (ng/ml)= Azgo x sulandirim katsayist x 40 formuliine gore hesaplandi.
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3.5.3. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

A. tumefaciens araciligiyla transformasyonla aktarilan f-glukuronidaz (GUS) haberci
geninin ve neomisin fosfotransferaz 11 (NPT Il) markir geninin bitki hlcrelerindeki
anlatimlarini transkript diizeyinde incelemek amaciyla izole edilen RNA orneklerinin
tek asamali RT-PZR (Takara RR024)’si gerceklestirildi. Tablo 3.4’te RT-PZR’de

kullanilan primerlerin niikleotid dizileri verilmistir.

Tablo 3.4: RT-PZR’de kullanilan primerler ve niikleotid dizileri

Cogaltilan gen dizisi Primer dizisi 5°—3’

GUS GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG
GGTTACGCG TTG CTT CCG CCA

NPT 11 ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA
GAG GCT ATT CGG CTATGACTG

AKTIN GTCCTTTTCCAGCCATCTTTC
CAA GAATCG ACCCTCCAATCC

VIRB11+21 TGC CGC ATG GCG CGT TGT AG
VIRG15 GAA CGT GTTTCAACG GTT CA

Ters transkripsiyon ve PZR ¢ogaltiminda kullanilan bilesenlerin final konsantrasyonlari;
1X tek asamali RNA PZR tamponu, 5 mM MqgCl,, 1 mM dNTP, 0,8 u/ul RNaz
inhibitord, 0,1 u/ul AMV RT XL, 0,1 u/ul AMV-Optimized Taq, 0,4 uM ileri ve geri
primerler, 1 ng total RNA olacak sekilde 0,5 mI’lik steril mikrottplere konuldu.
Reaksiyon kosullari:

50°C’de 30 dakikada AMV RT XL ile mRNA molekillerinden cDNA sentezi
gerceklestirildi. 94°C’de 2 dakika RT’nin inaktivasyonu saglandi. Ardindan PZR 30
dongiide (94°C’de 30 saniye DNA’nin denatiirasyonu, 55°C’de 30 saniye primerlerin
baglanmasi ve 72°C’de 2 dakika uzama) gerceklestirildi. Reaksiyon +4°C’de

durduruldu.

3.5.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Total RNA ve RT-PZR (drinlerinin nitel analizi agaroz jel elektroforeziyle
gergeklestirildi. %1°lik agaroz jel hazirlamak amaciyla, 40 ml 1X TAE tamponuna
(Tablo 3.5) 0,4 g agaroz konulup mikrodalga firinda orta ayarda 2 dakika sire ile

cozlndirildi. Agaroz jel yaklasik 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra Uzerine 0,5
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pg/ml etidyum bromiir ilave edildi. Ardindan jel, taragin yerlestirilmis oldugu yatay
elektroforez kasedine dokildi ve 30 dakika boyunca katilasmaya birakildi. Daha sonra
jel, 1X TAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi ve ornekler, taraklarla
olusturulan kuyucuklara yiiklendi. Orneklerin kuyucuklara yiiklenmesi isleminde; 5 ul
RNA ve 10 ul RT-PZR 0rnekleri 6X elektroforez yikleme tamponu (Tablo 3.5) ile
karistirildi. Tiim Grnekler 70 V’de 50 dakika yiiriitiildii. Markar olarak “GeneRuler™
1kb DNA ladder” (Fermentas SM0311) kullanild1 (Sekil 3.2). Bantlar, UV 151k altinda

transilliiminatér makinesi kullanilarak fotograflandi.
bp_ ng/0.5pg %

10000 30 6
8000 30 B
6000 1

5000 30 &
4000 30 6
3500 30 6
3000

Sekil 3.2: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan 1kb’lik DNA ladder (Anonim, 2010e)

Tablo 3.5: Agaroz jel hazirhiginda ve elektroforezinde kullanilan tamponlar

Tampon icerik

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu 242 g Tris bazi, 57,1 ml glasiyel asetik asit, 100 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0)

6X Elektroforez yikleme tamponu %0,25 Bromofenol mavisi, %40 sukroz

RNA molekillerinin jelde yiiriitiilmesinden once olas1 RNaz etkisini 6nlemek amaciyla
%0,1'lik DEPC'li su hazirland1 ve gece boyunca 37°C'de inkibe edildi. Daha sonra bu
solisyon DEPC kalintisinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in otoklavlandi. DEPC; etkili,
0zgul olmayan RNaz inhibitorudir. Karsinojenik oldugu i¢in kullanilirken dikkat
edilmelidir. Elektroforezde kullanilan jel yatagi, tarak ve elektroforez tanki once
deterjanla yikanip ardindan yukarida belirtildigi gibi hazirlanan DEPC’li su ile

durulanda.
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4. BULGULAR

4.1. Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI

4.1.1. Arpa Dokularina Gen Aktarim

Arpanin Tokak 157/37 g¢esidinden 94, Golden promise c¢esidinden 60 embriyoya
EHA105 ki araciligiyla gen aktarimi yapildi. Tokak 157/37 bitkilerinin Golden
promise’e gore daha yesil ve uzun siirgiinler olusturdugu gozlendi (Sekil 4.1). 30 glniin
sonunda Tokak157/37 ¢esidinde 20; Golden promise ¢esidinde ise 7 transformant bitki
elde edildi (Tablo 4.1).

T

Sekil 4.1: Tokak 157/37 ve Golden promise gesitlerine ait 30 guinlik bitkilerin segici
besiyerindeki (MS+25 mg/l genetisin+200 mg/I sefotaksim) gorinumleri. A: Golden promise
kontrol bitkileri; B: Golden promise transformant bitkiler; C: Tokak 157/37 kontrol bitkileri; D:
Tokak 157/37 transformant bitkiler

Tablo 4.1: Golden promise ve Tokak 157/37 gesitlerine ait siirgiin ve kok gelisimi gosteren
bitkiler ile 30 giin sonunda canli kalan bitkilerin sayisi

Toplam embriyo Sirgn ve kdk Secici
sayisi gelisimi gosteren  besiyerinde yesil
bitki sayisi kalan bitki sayis1
(%)
Golden promise 60 28 7(11,6)
transformasyon
Golden promise 30 13 -
kontrol
Tokak 157/37 94 47 20(21,2)
transformasyon
Tokak 157/37 30 14 -

kontrol
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4.1.2. Tutiine Gen Aktarim

Tiitiin bitkisine gen aktariminda Samsun c¢esidinin tohumlarindan MS besiyerinde

cimlendirilmis 5-6 haftalik bitki eksplantlar1 kullanildi. Bu bitkilerden 74 yaprak diski

ve 17 govde eksplanti ¢ikartildiktan sonra (Sekil 4.2) Malzeme ve Yontemde agiklanan
sekilde 3 mg/l BAP+0,1 mg/l NAA+200 mg/l sefotaksim+25 mg/l genetisin iceren MS
besiyerlerinde kultirlendi.

Sekil 4.2: A: Bes haftalik tiitiin bitkilerinin MS besiyerindeki goriinimleri; Eksplant kaynagi
olarak kullanilan bitkiler: B: Transformasyonda kullanilan yaprak diskleri; C:
Transformasyonda kullanilan gévde eksplantlart

Sekil 4.3: Transforme edilen yaprak disklerinin secici besiyerindeki gérintmleri. A: 7 gunlik;
B: 30 ginlik; C: 35 ginlik yaprak diskleri

Transformasyondan 7 glin sonra, segici besiyerindeki 74 yaprak diskinden 22’si
sararmig renkte gozlenirken, 30 gunun sonunda disklerin 42/74’tinde yesil goériiniim
korundu (Sekil 4.3).
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Transforme edilen 17 govde eksplantinin altis1 yesil kalarak boélinmeye devam etti.
Govde eksplantlarindan ayrilan nodiiller 200 mg/l sefotaksim+25 mg/l genetisin iceren

MS besiyerinde siirgiin gelisimi gosterdi (Sekil 4.4). Tim galismalarin 6zeti Tablo

4.2°de verilmistir.

Sekil 4.4: Transforme edilen gévde eksplantlarinin secici besiyerindeki goérinimleri. A: 10
gunlik; B: 20 gunlik gévde eksplanti

Tablo 4.2: Gen aktarimi yapilan tiitiin eksplantlarinin se¢ici besiyerindeki durumlari

Eksplant Tipi
Yaprak diski Govde parcalar
Gen aktarimi yapilan 74 17
eksplant say1si
Segici besiyerinde canli 42 6

kalan eksplant sayis1

4.2. TRANSGEN ANLATIMI ANALIZLERI

4.2.1. Histokimyasal Analizler

4.2.1.1. Arpada Yapilan Histokimyasal Analizler

A. tumefaciens AGL-1 ve EHAI105 rklarinin transformasyon etkinliklerini
karsilastirmak amaciyla arpanin Tokak 157/37 ¢esidine ait olgun embriyolara gen
aktarimi yapildi ve 3 giin karanlikta bitki blyltme kabininde kultirlendikten sonra
bitkiciklere GUS histokimyasal analizi uygulandi (Sekil 4.5). AGL-1 ve EHA105
irkinda elde edilen sonuglar Sekil 4.6°da verildi. Unpaired T testiyle; AGL-1 irkinda
gozlenen GUS aktivitesinin EHA105 iwrkina gore anlamli derecede fazla oldugu
belirlendi (P < 0,05).
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Sekil 4.5: Arpa Tokak 157/37 ¢esidinin farkli Agrobacterium tumefaciens irklariyla

transformasyonundan sonra bitkiciklerde mavi boyanan bélgelerin gériinimi. A: EHA105 irky;
B: AGL-1 1rki (Bar: 1cm)
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Sekil 4.6: Agrobacterium tumefaciens AGL-1 ve EHA 105 wrklariyla transforme edilen Tokak
157/37 gesidinde gozlenen GUS aktivitesi. Deneyler her birinde 30 embriyo olacak sekilde 3
tekrarli yapilmistir (AGL-1: 17,67 + 0,8819; EHA105: 8,333 + 0,8819; P degeri: 0,0017).
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Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de Tokak 157/37 gesidinin AGL-1 ve EHA105 irklartyla
transformasyonun ardindan GUS gen anlatimmin gozlendigi bitkiciklerinin stereo

mikroskopta ¢ekilen fotograflari gorilmektedir.
: s

Sekil 4.7: Tokak 157/37 ¢esidine AGL-1 1rki araciligryla gen aktarimindan sonra GUS boyama
¢ozeltisiyle boyanan bolgelerin stereo mikroskop altindaki goriintimleri. A-B: Sirgiinde; C-D-
E-F: Kokte GUS gen anlatimi yapan bolgeler (Bar: 0,2 cm)

Sekil 4.8: Tokak 157/37 ¢esidine EHA105 1rki araciligiyla gen aktarimindan sonra GUS
boyama cozeltisiyle boyanan bolgelerin stereo mikroskop altindaki goriintimleri. A: Strglnde;
B-C-D: Kokte GUS gen anlatimi yapan bolgeler (Bar: 0,2 cm)
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4.2.1.2. Tiitiinde Yapilan Histokimyasal Analizler

Titin Samsun cesidine EHA105 irki araciligiyla gen aktarimmdan 30 giin sonra
aktarilan markir genin (GUS) etkinligini ortaya koymak i¢in kallus ve yaprak
eksplantlar1 GUS boyama ¢ozeltisine konulup gece boyunca 37°C’de inkibe edildikten

sonra stereo mikroskop altinda incelendi. TUtunde test edilen tim yaprak ve kalluslarda

degisen yogunluklarda mavi bélgeler gozlendi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9: Tutun bitkisine EHA105 1rki araciligiyla gen aktarimindan sonra GUS boyama
cozeltisiyle boyanan bolgelerin stereo mikroskop altindaki goriiniimleri. A-B-C-D-E-F: Kallus
dokusunda; G-H: Bitkicikte; I: Yaprakta GUS gen anlatimi yapan bolgeler (Bar: 0,2 cm)



4.2.2. Molekuler Analizler

Arpa bitkisinin Golden promise ve Tokak 157/37 ¢esitlerine EHA105 irki araciligiyla
gen aktarimindan 30 gun sonra transgen anlatiminin belirlenmesi amaciyla kontrol
bitkilerinden ve transforme edilen bitkilerden izole edilen total RNA’larin nicel ve nitel
analizleri yapildi. Bu RNA 0Orneklerinin Azgo/Azgo orani 1,7-2,0 arasinda bulundu. Total
RNA’larin izolasyon sirasinda yikilmadiklart ve DNA kontaminasyonu olmadigi %1’lik

agaroz jel elektroforezi ile gosterildi.

Izole edilen RNA’larin miktarlar1 Boliim 3.5.2°de belirtildigi gibi hesaplandi ve final
konsantrasyonlari 1 pg olacak sekilde, Tablo 3.4’te belirtilen 6zgun primerlerle tek

asamali RT-PZR’leri ger¢eklestirildi. Ardindan %1°lik agaroz jelde goriintiilendi.
1 2 3 4 S

28S rRNA
18S rRNA

Sekil 4.10: Golden promise gesidi (1) kontrol bitkisinden ve (2-5) transforme edilen bitkilerden
izole edilen total RNA’larin %1’lik agaroz jeldeki goriiniimleri

Golden promise ¢esidinden izole edilen RNA’larin (Sekil 4.10) RT-PZR’leri sonucunda
GUS ve NPT Il genleri ile kontrol olarak aktin geni ¢ogaltildi (Sekil 4.11). RT-PZR
analizi yapilan 9 bitkinin 4’tinde GUS, 2’sinde NPT Il gen anlatimi tespit edildi

(Sekillerde, analiz edilen 9 bitkiden olumlu sonuglarin gozlendigi bitkiler

gosterilmektedir).
M 1 2 3 4 5 6 7 8 NK;

bgM

1000

9 10 NK;

bg 750

1000
750
500

500

250

Sekil 4.11: Golden promise gesidine ait RNA’larin RT-PZR’si sonrasinda ¢ogaltilan genlerin
%1’lik agaroz jeldeki gérinimleri. M: Markar; 1: Transformant bitki NPT 1l geni; 2:
Transformant bitki GUS geni; 3: Transformant bitki NPT I1 geni; 4: Transformant bitki GUS
geni; 5: NPT Il geni negatif sonug; 6: Transformant bitki GUS geni; 7: NPT Il geni negatif
sonug; 8: Transformant bitki GUS geni; NK;: Negatif kontrol (GUS geni); 9: RT-PZR Kkiti
pozitif kontrolu; 10: Kontrol bitkisi aktin geni; NK,:Negatif kontrol (NPT Il geni)

GUS: 1,2 kb, NPT II: 0,7 kb, Aktin: 0,25 kb, RT-PZR kiti pozitif kontroli: 0,46 kb
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28S rRNA
18S rRNA

Sekil 4.12: Tokak 157/37 gesidi (1) kontrol bitkisinden ve (2-6) transforme edilen bitkilerden
izole edilen total RNA’larin %1°lik agaroz jeldeki goriintimleri

Tokak 157/37 c¢esidine ait izole edilen RNA’larin (Sekil 4.12) RT-PZR’leri sonucu
toplam 9 bitkinin 3’lnde GUS ve NPT Il genlerinin anlatim yaptig1 belirlendi (Sekil
4.13). RT-PZR’de VirB11+21 ve VirG15 primerleri de kullanilarak Agrobacterium
kontaminasyonunun olmadigi gosterildi (Sekil 4.13; 1 no’lu kuyu). Tokak 157/37°de
GUS gen anlatiminin diisiik diizeyde oldugu buna karsin NPT II geninin Sekil 4.13; 7
no’lu transformant bitkide yiksek dizeyde anlatim yaptigi tespit edildi (Sekillerde,

analiz edilen 9 bitkiden olumlu sonuglarin gézlendigi bitkiler gosterilmektedir).

M 1 2 3 4 5 6 NK, 7 8 9 10 11NK, ©* M 12

1000

bg 750

1000
750

500

250

500

Sekil 4.13: Tokak 157/37 gesidine ait RNA’larin RT-PZR’si sonrasinda ¢ogaltilan genlerin
%1’lik agaroz jeldeki goriiniimleri. M: Markar; 1: VirB11+21 ve VirG15 primerleri negatif
sonug; 2: Transformant bitki GUS geni; 3: Transformant bitki GUS geni; 4: GUS geni negatif
sonug; 5: Transformant bitki GUS geni; 6: GUS geni negatif sonug; NK;: Negatif kontrol (GUS
geni); 7: Transformant bitki NPT |1 geni; 8: Transformant bitki NPT Il geni; 9: Transformant
bitki NPT 1l geni; 10: NPT 1l geni negatif sonug; 11: NPT Il geni negatif sonug; NK;:Negatif
kontrol (NPT Il geni); 12: Kontrol bitkisi aktin geni

GUS: 1,2 kb, NPT I1: 0,7 kb, Aktin: 0,25 kb, VirB11+21 ve VirG15: 0,246 kb
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada model bitkilerden, monokotil bir bitki olan arpaya ve dikotil bir bitki olan
titiine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla markir genler aktarildi ve bu genlerin

anlatimlar1 histokimyasal ve molekuler diizeyde incelendi.

Toplam 94 Tokak 157/37 ve 60 Golden promise embriyosuna Agrobacterium’un iki
farkli irki (EHA105 ve AGL-1) ile GUS ve NPT Il genleri aktarildi. Seleksiyon
sartlarindaki canliliklar1 agisindan kullanilan iki arpa genotipinde farklilik gézlendi. Her
iki genotipte kontrol bitkilerde %50 oraninda organ gelisimi gozlenmesine karsin, 30
giinlin sonunda bu bitkiler tamamen sararip kurudu. Transformant bitkilerde ise 30.
gundn sonunda Golden promise’de %11,6, Tokak 157/37°de %21,2 oraninda bitkide
yesil goriinim korundu. Bu oranlar bitki dokularinda NPT II anlatim1 yapmaya devam
eden hiicrelerin varligmi diisiindiirmektedir. Literatiirde Golden promise ile yapilan
caligmalarda olgunlagsmamis embiyo kokenli kalluslarin organogenezi ile transgenik
klonal bitkiler elde edilmektedir. Bu bitkilerin elde edilme oran1 100 embriyo basina 7-
86 arasindadir (Hensel ve dig., 2008). Calismamizda izledigimiz yol ise olgun embriyo
dokusuna dogrudan gen aktarimi yapilarak seleksiyon ile transformant olmayan
hiicrelerin elimine edilmesi seklindedir. Bu acidan yerel bir ¢esit olan Tokak 157/37 nin
Golden promise’e gore seleksiyon sartlarindaki yanitinin farkli oldugu sdylenebilir.
Daha once laboratuvarimizda yapilan bir tez ¢aligmasinda (Karakas, 2005) 30 gln
sonunda seleksiyon besiyerindeki bitkilerin tamamen sarardigi belirtilmistir. Bu
calismada Kko-kiiltiirleme asamasinda kullanilan sistein, bakterinin neden oldugu

nekrozu azaltarak saglikli bitkilerin gelisiminde etkili olmus olabilir.

Tez calismasinda transgen anlatimlarinin belirlenmesinde giivenilir bir yol olan
histokimyasal analizler kullanilmistir. Bu analizlerde test ¢ozeltisine eklenen %20
metanol, olasi endojen GUS aktivitesini tamamen baskilayarak dogru sonuglarin
eldesine olanak vermektedir. Histokimyasal analizlerde ilk karsilastirma

Agrobacterium’un EHA105 ve AGL-1 irklariin transformasyon tizerindeki etkinligidir.
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Buna gore, AGL-1 wrki kullanildiginda gen aktarim frekansi bariz sekilde artmistir
(Sekil 4.6). Bu 0Ozellikle dokulardaki histokimyasal analizlerde de (Sekil 4.5 A ve B)
gortlebilir. EHA105 uygulanan embriyolardan gelisen dokularda GUS aktivitesi zayif
ve daha az sayida doku parcasinda gozlenirken, AGL-1’de daha gucll bir mavi renk
yogunlugu elde edilmistir. AGL-1 ile elde edilen transformantlarin siirgin ve
koklerindeki bu mavi renkli bolgeler daha o©nceki ¢alismalarla kiyaslandiginda
(Karakas, 2005) daha yogun ve belirgindir. Tahillar arasinda misirda EHA101 ve
EHAL105’in; arpa ve bugdayda ise AGL-0 ve AGL-1’in transformasyon icin tercih
edildigi goriilmektedir (Hensel ve dig., 2008). Ancak arpada EHA101 ve LBA4404’in
kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir (Wu ve dig., 1998). Gerek AGL-1 gerekse
EHAL05, EHA101 irkindan tiirevlenmistir (Cheng ve dig., 2004) ve bu irklarda surekli
anlattm yapan mutant VirG nin varligi onlara siiperviriilent 1k olma niteligi
kazandirmigtir. Arpada yapilan ¢alismalarin biiylik ¢ogunlugu AGL-0 ve AGL-1
irklartyla yapildigindan ilk kez bu ¢alisgmada EHAL05 ile AGL-1’in karsilastirilmas,

irklarin transformasyon verimindeki 6nemini kanitlamaktadir.

Caligmada transgen anlatimmin molekiiler diizeyde analizinde Ters transkriptaz
PZR’nin kullanimt tercih edilmistir. Bu yontem hizli, az maliyetli ve guclu bir tekniktir.
En onemli olumsuz yoni ise tiim bitki dokusunun kullanimi sonucu eldeki deney
materyalinin kaybidir. Bu nedenle bir¢ok tahil transformasyon yonteminde tercih
edilmedigi gorilir. Calismamizda test edilen Golden promise ve Tokak 157/37
bitkilerinin ¢ogunlugunda GUS ve NPT II genlerinin anlatimi tespit edilmistir. Bu
genotipler arasindaki en dnemli fark GUS geni anlatim diizeyinin Tokak 157/37°de daha
diisiik olmasidir. Elde edilen sonuglar (Sekil 4.11 ve Sekil 4.13) seleksiyon sartlarina
dayaniklilik ve histokimyasal analiz gozlemlerinden anlasildigi gibi dokularda

transformant hiicrelerin varligin1 ve gen anlatiminin devam ettigini diisindiirmektedir.

Diger model bitki olan tlitiin Agrobacterium araciligiyla transformasyon c¢alismalarinda
siklikla kullanilan bir bitkidir. Bu bitkiye gen aktarimi birgok tahil bitkisine gore daha
kolay gerceklesmektedir. Calismamizda tutliniin Samsun ¢esidinin yaprak disklerine
EHA105 irki araciligiyla gen aktarimindan 30 giin sonra test edilen tlim yaprak ve
kalluslarda GUS gen anlatimi gézlenmistir. Bu durum EHA105 wrkinin gen aktarim

etkinliginin dikotil ve monokotil bitkilerdeki farkliligin1 da ortaya koymaktadir. Dung
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ve dig. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tiitiiniin K326 ¢esidine ait yaprak
disklerine EHA105 1rki araciligiyla gen aktarimi yapilmis ve analiz edilen kallus ve
strgunlerde %60-70 oraninda GUS aktivitesi gozlenmistir. Li ve dig. (2009) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ise tUtin bitkisinin Petite Havana ¢esidinin yaprak eksplantlarina
GV3850 ki araciligiyla gen aktarimi yapilmis ve eksplantlarin %35,1'inin GUS
aktivitesi gosterdigi gozlenmistir. Caligmamizda standart yontemden farkli olarak,
infiltrasyon besiyerine 200 pM asetosiringon eklenmesi bakteri-konak hiicre

etkilesimini artirarak yiksek transformasyon etkinligine neden olmus olabilir.

Transgen anlatimlarinin  histokimyasal ve molekiiller analizinin  yapilmasi
transformasyon ¢alismasinin verimini Glgmek acisindan 6nem tasimaktadir. Bu
caligmada ilk kez laboratuvarimizda model olarak kullanilan arpa bitkisinde,
transgenlerin anlatimi RT-PZR yontemiyle belirlenmistir. Kullanilan yontemler ileride

arpada gen islevleri iizerinde yapilacak ¢aligmalara katki saglayabilir.
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