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OZET

Agrobacterium tumefaciens ARACILIGI iLE GEN AKTARILMIS ARPA’DA
(Hordeum vulgare L..) TRANSGEN ENTEGRASYONUNUN ANALIZI

Bu tez calismasinda, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarilmis arpada
(Hordeum vulgare L.) transgen entegrasyonunun analizi amaglandi. Bu amacla,
Hordeum vulgare L. cvs Tokak 157/37 ve Golden promise olgun embriyolarina
Agrabacterium araciligiyla f-glukoronidaz (GUS) ve neomisin fosfatransferaz I (NPT
IT) genleri aktarildi. Gen aktarimindan 2 giin sonra transformant embriyolarda GUS gen
anlatimi histokimyasal boyama ile doku diizeyinde belirlendi. 40-45 giin sonunda
antibiyotik iceren secici besiyerinde %16.6 oraninda Hordeum vulgare cv. Tokak
157/37; ve  %10.3 Hordeum vulgare cv. Golden promise transformant bitkisinin canl

kaldig: tespit edildi.

Transformant bitkilerde transgen varligini belirlemek amaciyla oncelikle PZR yapildi.
Hordeum vulgare cv. Tokak 157/37 bitkilerinin %47’sinde ve Hordeum vulgare cv.
Golden promise bitkilerinin %44’iinde GUS geni cogaltildi. NPT II geni, Tokak
157/37 bitkilerin %77 sinde; Golden promise bitkilerinin %63’tinde pozitif sonug
ortaya koydu.

T-DNA entegrasyonunun analizi i¢cin PZR temelli bilinenen DNA bdlgelerine komsu
bilinmeyen dizilerin eldesinde kullamilan “TAIL* PZR yapildi. “TAIL*“ PZR’de
pCAMBIA2301 ikili vektoriine 6zgiin spesifik primerler ile rastgele dejenere (RD)
primerler kullanildi. Analiz edilen 21 bitkiden 3’iinde arpa genomunda T-DNA girisi
tespit edildi. Elde edilen arpa genom dizileri veritabanlarinda analiz edildiginde T-

DNA’nin f-galaktosidaz, hsp ve hbc8 gen bolgelerine girdigi belirlendi.
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SUMMARY

ANALYSIS OF THE TRANSGENE INTEGRATION IN BARLEY (Hordeum
vulgare L.) FOLLOWING Agrobacterium tumefaciens-MEDIATED GENE
TRANSFER

Determination of the transgene integration in barley (Hordeum vulgare L.) following
Agrobacterium mediated transformation was aimed in this thesis work. To this end, /-
glucuronidase (GUS) and neomycin phosphotransferase 11 (NPT II) genes were
transfered to mature embryos of the Hordeum vulgare L. cvs. Tokak 157/37 and Golden
promise via Agrobacterium. GUS gene expression was observed in transformant
embryos at the tissue level by histochemical staining 2 days after Agrobacterium
infection. After 40-45 days, 16.6% of the Hordeum vulgare cv. Tokak157/37 and
10.3% of the Hordeum vulgare cv. Golden promise transformants survived on selection

medium including antibiotics.

PCR was performed to identify putative transgenes in the transformed plants. 47% of
the Hordeum vulgare cv. Tokak 157/37 plants and 44% of the Hordeum vulgare cv.
Golden promise plants were positive for GUS. On the other hand, 77% of the Tokak
157/37 plants and 63% Golden promise plants were positive for NPT II.

TAIL-PCR was used to recover of unknown DNA fragments flanking known sequences
was performed for T-DNA integration analysis. Primers which are spesific for
pCAMBIA2301 binary vector and arbitrarily degenerated (AD) primers were used for
TAIL-PCR. T-DNA insertion was detected in 3 plants of the 21 plants analysed. When
the obtained barley genome sequences were analysed by genomic databases; T-DNA

has been found in f-galactosidase, hsp, hbc8 genes.



1. GIRIS

Bitki biyoteknolojisinin en 6nemli uygulama alanlarindan biri gen aktarimi yoluyla
bitkilere iistiin ozelliklerin kazandirilmasidir. 1983 yilinda tiitiine Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla ilk kez gen aktarmmi yapilmis, bu teknoloji giintimiizde ¢ok
sayida bitki tiiriinde denenerek baz1 ticari bitkilerde iiretime gecilmistir. Yakin gelecekte
transgenik iiriinlerde artis beklendiginden, aktarilan yabanci genlerin analizi de dnem
kazanmistir. Yabanci genlerin bitki genomundaki yerlesimi halen ¢ok iyi anlasiimis bir

konu degildir (Salva-Garrido ve dig., 2004).

Bitkilere aktarilan yabanci genlerin (transgen) konak genomdaki fiziki pozisyonlar: ile
birlikte genetik harita konumlarinm bilinmesi insersiyon bolgelerinin dogrulanmasini
saglayacagi gibi transgen insersiyon seklinin (‘“pattern”) daha iyi anlasilmasini da
saglayacaktir. Ayrica transgenin bitki genomunda baglandigi  genomik c¢evrenin
anlagilmasinda ve transgen giriginin rastgele bir islem olup olmadiginin belirlenmesinde

onemli bir baslangi¢c noktasi olacaktir.

c¢DNA kullanilarak genomik kiitiiphanelerin goriintiilenmesi bilinen genomik dizilerden
komsu DNA dizilerinin izole edilmesinde tercih edilen bir yontemdir (Michiels ve dig.,
2003). Ancak kiitiiphanelerin kurulmasi ve goriintiilenmesi c¢ok fazla emek
gerektirmekte ve pahalidir. Diger yandan PZR temelli genom adimlamasi (“genome
walking”) DNA dizisi bilinen dizilere komsu bilinmeyen = DNA parcalarinin
tanimlanmasinda hizli ve giivenilirdir. Ters (“invers”) polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) (Ochman ve dig., 1988), adaptor baglama aracili PZR ve “TAIL” (“Thermal
asymmetric interlaced”) PZR (Liu ve Chen, 2007) gibi birka¢ basarili genom
adimlamas1 stratejisi  gelistirilmistir. Bunlarin  bilinen diziye bitisik dizinin

tanimlanmasinda birbirlerine gore iistiinliikleri ve sinirlamalar1 bulunmaktadir.



“TAIL” PZR bilinen dizilere bitisik bilinmeyen DNA pargalarmin izole edilmesi ve
tanimlanmasinda kullanilan PZR temelli basit ve gii¢lii bir yontemdir. Bu yontemde
bilinen diziye 6zgii, erime sicakligl (Tm) yiiksek spesifik primerler ile 15 b¢’lik kisa,
Tm’leri diisiik rastgele dejenere (RD) primerlerin kullanildig1 ¢ok basamakli termal
dongiiler tasarlanir. Bu sekilde spesifik ve spesifik olmayan iiriinlerin cogaltim
verimlilikleri sicaklikla kontrol edilir. Bu ydntem basittir ¢iinkii PZR’den Once
DNA’nm kesimine ve sonrasinda melezleme ve primer etiketlemesi gibi islemlere gerek
duyulmaz. Basit agaroz jel analizi ile iirlin Ozgiilligiiniin dogrulanabilir olmasi,
genomdaki tek kopya dizilerinin ¢ogaltilabilir olmasi ve diger yontemlere gore daha

kisa siirede sonug alinabilmesi yontemi iistiin kilmaktadir.

Bu calismada Agrobacterium araciligiyla gen aktarilmis arpa dokularinda yabanci gen
(transgen) entegrasyonunun analiz edilmesi amac¢lanmistir. Transgenin yaninda yer alan
bolgelerin analiz edilmesi ile transgen insersiyonu hakinda detayli bilgiler elde
edilebilir. Arabidopsis ve celtikte T-DNA insersiyonu ile ilgili genis capta caligmalar
yapilmasina ragmen, arpa gibi iri taneli tahillarda bu c¢aligmalar az sayidadir. Arpada
transgen entegrasyonunun anlagilmasma yonelik c¢aligmalar, yabanci genlerin bitki

genomuna insersiyonu ve kararliligi hakkinda yeni bilgiler verecektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ARPA (HORDEUM VULGARE L.)

Arpa (Hordeum vulgare L.), Eski Diinya’da; Bereketli Hilal “Fertile Crescent* (Sekil
2.1) ad1 verilen bolgede kiiltiire alinmis en eski tahil bitkilerinden biridir (Zohary ve
Hopf, 1993). Hordeum vulgare L. aym zamanda Poaceae ailesinin Triticeae
oymagindaki 32 tiirden biridir. Diploid (2n=2x=14) olan arpanin genom biiyiikliigii
5.6x10” b¢ olup DNA’nin ¢ogunlugu tekrarli dizilerden olusmaktadir (Schulman ve dig.,
2004). Uzun siirecte kiiltiire alimnmig arpanm iki alt ata tiir olan Hordeum vulgare ssp.
vulgare ve ssp. spontaneum’dan evrimlestigi kabul edilmektedir. Bu alt tiirler
germplazm ¢esitliligi icin primer gen havuzu olusturmustur (Kasha, 2007). Diger 30
Hordeum tirtinin (Von Bothmer ve dig. 2003), H. bulbosum’un dogada
melezlenmesiyle ortaya c¢iktiklart ve sekonder gen havuzunu olusturduklar

diisiiniilmektedir.

Arpa, diinyada gerek iiretim gerekse ekilen alan olarak, musir (Zea mays L.), bugday
(Triticum aestivum L.) ve celtikden (Oryza sativa L.) sonra dordiincii swrada yer
almaktadir (http://faostat.fao.org/2008). Tiirkiye’de ise 5.9 milyon tonluk iiretim hacmi
ve 2.7 milyon hektarlik ekim alaniyla bugdaydan (Triticum aestivum L.) sonra ikinci
sirada yer alir (http:/faostat.fao.org/2008). Ulkemizin tiim bolgeleri iklim kosullar:
acisindan arpa yetistirilmesine uygunluk gostermekle birlikte ekim alanlar1 daha cok I¢
Anadolu Bolgesi’nde yogunlagmustir. Uretimi yapilan arpanin ¢ok biiyiik bir kismi1 yurt
icinde hayvan yemi olarak, kalan kismu ise malthk olarak bira sanayinde

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1: Bereketli Hilal; arpanin (H. vulgare ssp. spontaneum) kiiltiire alindig1 bolge ve

yabani atalarinin farkli bolgelere dagilim siireci (Backes ve dig., 2006)

Arpa besin igerigi olarak insan saghigmna faydal ozellikler tasir. Bu faydalar temelde
arpa tanelerindeki yiiksek [-glukan iceriginden kaynaklanmaktadir (Lifschitz ve dig.
2002). B-glukan, insanda yemegin ardindan olusan sekerin emilim oranini azaltarak
glisemik yanitta azalmay1 saglar (Kim ve dig., 2005). Behall ve dig. (2004) 3-6 g. arpa
tirevli B-glukan igeren bir giinliik diyetin toplam kolesterolde anlamli derecede diisiise
neden oldugunu gostermislerdir. Dolayisiyla B-glukan viicuttaki total kolesterolu
azaltarak kardiyovaskiiler hastalik riskini de diisiirmektedir. Diger yandan, lizin ve
treonin amino asitleri bakimmdan fakir olmas1 insan ve monogastrik hayvanlar icin

arpanin besinsel degerini sinirlamaktadir.

Arpa dogal diploid olmast ve genomunun diger kiigiik taneli tahillarla benzerliginden
dolay1 genetik model sistem olarak tanimlanmustir (Shewry, 1992). Son 20 yil boyunca
arpa genomunun sistematik analizini kolaylastirmak icin cesitli c¢aligmalar

yapilmaktadir. Bu calismalar; molekiiller —markirlarin  haritalanmasi, EST



koleksiyonlarinin olusturulmasi, BAC Kkiitiiphaneleri ile mutant koleksiyonlarin
kurulmasi ve etkili gen aktarim yontemlerinin gelistirilmesini kapsamaktadir. Fiziksel
harita olusturmaya ve arpa genlerinin dizilenmesine yonelik yogun cabalara ek olarak
arpa genomigindeki ilerlemeler gen fonksiyonlarinin anlasilmasina biiyiik katki
saglayacaktir. Arpadaki genomik caligmalara iligkin bilgi verici veritabanlar1 Tablo 2.1

de verilmistir.

2.2. ARPADA GEN AKTARIM YONTEMLERI

Arpada dogrudan gen aktarim yOntemleri ile kararli transformasyonun saglandigi
raporlar 1990°larm ilk yarisina kadar uzanmaktadir (Lazzeri ve dig., 1991; Jaehne ve
dig., 1994; Wan ve Lemaux, 1994). Bu tiire Agrobacterium araciligtyla gen aktarimi
1997 yilinda yapilmistir (Tingay ve dig., 1997). Daha sonralar1 arpanin farkli dokularma
(polen Kkiiltiirleri, izole edilmis oviiller) transformasyonu saglamak i¢in cesitli
prosediirler gelistirilmistir. Transformasyon etkinliginin artirilmasi, genotipe baghligin
azaltilmasi, kararl (“stable®) transgen anlatim1 ve belirli genlerin anlatiminin kontrollu

sekilde azaltilmasi transformasyonun baslica hedefleridir.

Olgunlagsmamig embriyolara mikropartikiil bombardimani ile gen aktarimi cok sayida
transgenik arpanin eldesini saglayabilmektedir (Wan ve Lemaux, 1994). Diger yandan,
bu yoOntemde transgenlerin anlatiminda, bitki genomuna  entegrasyonunda ve
kararliiginda c¢esitli sorunlar oldugu bildirilmistir. Genoma giren genlerin kopya
sayismnin kontrol edilememesi ve 0zellikle kopya sayisinin ¢coklugu gen sessizlesmesiyle
sonug¢lanabilmektedir. Agrobacterium araciligi ile yapilan gen aktariminda ise genellikle
diisiik transgen kopyali bitkiler elde edilmektedir (Shrawat ve dig., 2007; Hensel ve dig.,
2008). Ayni zamanda uygulama yapilan bitkinin dollerinde Okromatik bolgelere
entegre olmus T-DNA kaynakli genlerin kararli oldugu belirlenmistir (Shou ve dig.,
2004).

Agrobacterium transformasyonu yapilan celtik bitkileri, mikropartikiil bombardimani
yontemi ile elde edilenlerden daha yiiksek verimlilik (“fertility*) gostermislerdir (Dai,
2001). Bu nedenlerden dolayi, T-DNA aracili mutagenez gibi yontemler son yillarda

tahillarda Agrabacterium araciligiyla transformasyonu tercih edilir kilmistir. Bu



yontemin baslica olumsuz yonleri sadece belli doku ve cesitlere uygulanabilmesi ve
bakterinin enfeksiyon sonrasi doku kararmasi ve nekrozuna neden olmasidir (Cheng ve
dig. 2004). Arpada Agrobacterium-araciligiyla transformasyonunun basarisinda genotip
onemli bir faktordiir (Shrawat ve dig. 2007). Ozellikle, deneysel model olan Golden
promise’in kullanildigi ¢cok sayida calismada, bu genotipte transformasyon basarisinin
diger ticari c¢esitlerden daha fazla oldugu goriilmektedir (Goedeke ve dig. , 2007)
(Tablo 2.2).

Agrobacterium ile transformasyon bakterinin tasidigr Ti (Timor indiikleyici) plazmidi
izerindeki vir genlerinin anlatimi ile baslar. Bu siirecte yaralanmig bitki hiicrelerinden
saliman kiiciik fenolik bilesik ve sekerlerin yanisira VirA/VirG proteinlerinin yonettigi
hiicre i¢i sinyal iletimi 6nemli rol oynar. Ti plazmidi iizerindeki bir DNA pargasi
(Transfer DNA; “T-DNA”), VirD2/VirD1 endoniikleazlar1 tarafindan kesilerek tek
iplikli DNA olusur ve bu yap1 proteinlerle bir kompleks olusturur. T-DNA parcas1 25
bazlik sinir dizileri arasinda yer almaktadir ve bitki hiicresine tasinmasi i¢in bu sinir
dizilerinin varhg@ gereklidir (Sekil 2.2). 5 ucunda VirD2 ile kovalent bag yaparak bir
kompleks olusturan T-DNA, Tip IV salgilama sistemi (T4SS) ile bitki hiicresine taginir
(Christie ve dig., 2005) ve konak genomuna entegre olur. T-DNA’nin tasinma siireci,
vir proteinlerini de iceren bakteri kaynakli faktorlerin yanisira konak bitki
sitoplazmasindaki proteinler tarafindan da kontrol edilmektedir (Gelvin, 2000; Tzfira ve

Citovsky 2002).



Tablo 2.1: Arpa genomik kaynaklari Sreenivasulu’dan (2008) diizenlenmistir

Veri tabani

URL Web sayfasi

Aciklama

Arpa Genetik Stok

ABD Arpa Germplazm
EBDB

ICARDA
varyeteleri
Arpa TILLING
CR-EST
HarvEST
HvGI

NCBI arpa genomu

IBSC

Arpa genomu
Arpa fiziksel harita
Arpa genomik

Arpa DB
Gramene

GrainGenes

Arpa dbEST SSR
Arpa SNP veritabani
Arpa RFLP veritabant
Barley DArT

Arpa

http://ace.untamo.net/cgi-bin/ace/searches/basic

http://barleyworld.org/northamericanbarley/germplasm.php

http://pgrc-35.ipk-gatersleben.de/portal/page/portal/PG
BICGH/P BICGH RESOURCES/P BICGHI RESEBDB
http://www.icarda.cgiar.org/Crops _Varieties.htm#Barley

http://www.scri.ac.uk/research/genetics/BarleyTILLING
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/index.php
http://harvest.ucr.edu

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=barley
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapviewmap search.cgi?taxid=4513

http://barleygenome.org
http://phymap.ucdavis.edu:8080/barley
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/kuenzel/barleymap.html
http://barleygenomics.wsu.edu

http://ukcrop.net/perl/ace/search/BarleyDB
http://www.gramene.org

http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml
http://www.genome.clemson.edu/projects/barley/ssr.dbest.html
http://bioinf.scri.ac.uk/barley_snpdb
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/rflp/rflp.html
http://www.triticarte.com/content/barley_diversity_analysis.html

BICGH/P

Arpa mutantlarinin morfolojik ve genetik yapilart hakkinda bilgi
saglamaktadir.

Arpa rekombinant kromozomlari, Kuzey Amerika populasyonlari
ve gen haritalart hakkinda bilgi icermektedir.
Avrupa arpa veritabani (EBDB) girisi sunmaktadir.

1977-2005 yillart arasinda ICARDA’nin
varyetelerinin listesini saglamaktadir.

Ters Genetik Platformu.

232.000’den fazla arpa EST’si sunan veritabani.
Unigene dizileri iceren Arpa EST veritabani.
Hordeum vulgare gen endeksi ve fonkisyonel anotasyon bilgileri
sunmaktadir.

Arpa genomik aragtirmalart sonucunda bulunan diziler hakkinda
genel bilgi saglar.

Uluslararasi arpa genomu dizileme konsorsiyomu.

Arpa fiziksel harita ve BAC klonlar1 veritabani.

Igri/Franka cesitleri tiirevli RFLP baglanti haritalart.

Arpa molekiiler markirlari, genetik haritalar, BAC’lar ve
mutantlar hakkinda bilgi igerir.

Arpa germplazmi, molekiiler markir, genetik harita ve BAC’lar
hakkinda bilgi igerir.

Giincel molekiiler markir ve tahillarin karsilastirmali haritalarim
sunar.

tamimladig1 arpa

Triticeae veritabani.

Arpa basit dizi tekrarlar1 (SSR) ve SNP baglanti haritasi.

SNP baglant1 haritasi.

RFLP markirlarina dayali arpa haritari.

SSR, RFLP ve STS lokuslari ile baglantilt Arpa DArT haritalar1.




Tablo 2.2: Arpanin farkli genotipleri ile yapilan Agrobacterium aracili transformasyon ¢aligmalar1 ve sonuglar1 (Goedeke ve dig., 2007)’den diizenlenmistir

Arpa Genotipleri

Kullamlan Eksplant

Etkinlik

Kaynak

cv. ‘Golden promise'

cv. ‘Igri’

cv. ‘Schooner’
cv. ‘Sloop’
cv. ‘Chebec’
cv. ‘Tafeno’

cv. ‘Helium’

PF17048-52

PF18147-52
W122/37.1

cv. ‘Optic’

Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Oviil

Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Androgenetik polen kiiltiirii
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagsmamis embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)
Olgunlagsmamis embriyo (OE)
Olgunlagmamig embriyo (OE)

7 bitki/ 100 OE

12 bitki/ 100 OE
9.2 bitki/ 100 OE
0.8 bitki/ 100 oviil
17.9 bitki/ 100 OE
86.7 bitki/ 100 OE
2.2 bitki/ bagak
0.9 bitki/ 100 OE
0.6 bitki/ 100 OE
0.6 bitki/ 100 OE
2 bitki/ 100 OE

2 bitki/ 100 OE
0.3 bitki/ 100 OE
7 bitki/ 100 OE

8 bitki/ 100 OE
0.3 bitki/ 100 OE
3.2 bitki/ 100 OE
0.5 bitki/ 100 OE

Tingay ve dig. 1997
Matthews ve dig. 2001
Murray ve dig. 2004
Holme ve dig. 2006
Coronado ve dig. 2005
Hensel ve dig. 2007
Kumlehn ve dig. 2006
Wang ve dig. 2001
Murray ve dig. 2004
Murray ve dig. 2004
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
Hensel ve dig. 2007
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Sekil 2.2: Agrobacterium’un enfeksiyonu sirasinda rol oynayan faktorler ve hiicresel olaylar

(Citovsky ve dig., 2007)

2.3. GEN AKTARILMIS BITKILERDE TRANSGEN DIZILERININ ANALIZi

Transgenlerin  konak  genomdaki  organizasyonu  bitkilerde  derinlemesine
arastiritlmamistir (Kohli ve dig., 2003). Bu nedenle gerek Agrobacterium gerekse
dogrudan DNA aktarimlarinda yabanci DNA’nm entegrasyon mekanizmasi iizerinde
yeterince bilgi yoktur. Transgenlerin entegre oldugu lokuslar transformantlar arasinda
farklilik gosterebilmekte ve bu durum gen anlatim seviyesi ve Kkararliligmi
etkilemektedir. Arabidopsis thaliana, tiitiin, petunya, pirin¢ ve musir gibi bitkilerde
yapilan ¢aligmalar cogunlukla Southern blot melezlemesine dayanmaktadir. Ek olarak,
bilinen dizilere komsu bilinmeyen DNA parcalarinin ¢ogaltilabilmesi icin ters
(“invers”) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) (Ochman ve dig., 1988), adaptor baglama
aracth PZR ve “TAIL” (“Thermal asymmetric interlaced”) PZR  yOntemleri
gelistirilmistir (Liu ve Chen, 2007).
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2.3.1. “Thermal Asymmetric Interlaced” Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(“TAIL” PZR)

“TAIL” PZR sadece polimeraz zincir reaksiyonunun kullanildigi ve bundan dolay1 ¢cok
sayida genom bolgesinin kolayca cogaltilabilecegi bir yontemdir. Kolay uygulanabilir
olmasi1 ve DNA melezlemesinde gereken uzun deneysel siirecleri icermemesi
bakimindan avantajlidir. Ayrica, genomda DNA melezlemesinde belirlenmesi olanakl

olmayan transgen giris bolgelerini gostermesi agisindan iistiinliigii vardir.

Yontemin temeli entegrasyon bolgesinin ¢ogaltilabilmesi i¢in vektor dizilerine 6zgiin
ve konak genomuna baglanabilecek rastgele primerlerin kullanildig1 ve bu primerlerin
DNA dizilerine baglanmalarmin sicaklikla kontrol edildigi li¢ ya da dort PZR
reaksiyonuna dayanmaktadir. “TAIL” PZR i¢in vektor dizisine 6zgii Tm (erime
sicakligl) 65°C’den biiyiikk 3 ya da 4 tane yuvalanmig (“nested”) primer (spesifik
primer) ile ardisik reaksiyonda Tm’i yaklasik 45 °C olan kisa (15-16 bazlik) rastgele
dejenere (RD) bir primer kullanilir. Boylece hedef ve hedef olmayan iiriinlerin goreceli
cogaltim etkinlikleri sicaklik ile kontrol edilebilir. Yontem yiiksek baglanma
sicakliklarinda sadece yiiksek Tm’leri olan spesifik primerlerin hedef molekiile daha

etkin sekilde baglanabilmesi prensibine dayanmaktadir (Liu ve Chen, 2007).

“TAIL” PZR birincil reaksiyonunda, hedef dizide RD primerinin baglanabilecegi bir
ya da birden fazla baglanma noktasi yaratilmasi icin diisiik sicaklikta (25-30°C) PZR
dongiisti ylriitiiliir. Daha sonra spesifik primerin etkin sekilde baglanabilecegi iki
yiiksek sicaklik (65°C den biiyiik) dongiisii ve onu takip eden bir indergenmis sicaklik
(41-42°C) dongiisiiniin yiiriitiildiigii TAIL periyodu (siiper dongiiler) adi verilen, 15
defa tekrar edilen dongiiler yiiriitiillir. Bu dongiilerde teorik olarak spesifik iiriin
rastgele cogaltilan iirlinlerden fazla iiretilir. Birincil reaksiyon sonunda 3 farkli iiriin
ortaya cikabilir; spesifik iiriin (spesifik primer ile RD primerinin ¢ogalttig), spesifik
olmayan iiriin (RD primerin g¢ogalttigl) ve hedeflenmemis iiriin (spesifik primerin

cogalttigy) (Sekil 2.3).
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Ikincil reaksiyon da  birincil reaksiyon iiriinii 20 kat sulandirilarak (final
konsantrasyonu; 500 kat seyreltilmis) kalip DNA olarak kullanilir. Primer olarak 2.
spesifik primer (vektorde birinci spesifik primere gore daha ileride konumlanmistir) ile
aynt RD primer kullanilir. Iki yiiksek sicaklik dongiisii (63°C), bir indirgenmis sicaklik
dongiisii (41 °C)’nden olusan siiper dongiilerden 15 adet tekrarlanarak PZR yiiriitiiliir.
Reaksiyon sonunda yiiksek miktarda spesifik iiriin ile ¢ok diisitk miktarda spesifik

olmayan iiriin ve seyreltilmis hedeflenmemis iiriin olusmaktadir.

Uciinciil reaksiyonda ikincil reaksiyon iiriinii 10 kat sulandirilarak (final
konsantrasyonu; 250 kat seyreltilmis) kalip DNA olarak kullanilir. Primer olarak 3.
spesifik primer (vektorde ikinci spesifik primere gore daha ileride konumlanmaistir) ile
ayn1 RD primeri kullanilir. 25 dongiiden olusan ve baglanma sicakligi 40-42 °C olan
klasik PZR dongiileri vyiiriitiilir. Ug reaksiyonun iiriinleri jele yiiklenerek jel analizi
yapilir. Jel analiz sonuglarina gore dizileme i¢cin “TAIL” PZR dordiinciil reaksiyonu
gerceklestirilir. Dordiinciil reaksiyonda iigiinciil reaksiyon iirtinii 10 kat sulandirilarak
(final konsantrasyonu; 250 kat seyreltilmis) kalip DNA olarak kullanilir. Primer olarak
4. spesifik primer (vektorde iiglincli spesifik primere gore daha ileride
konumlanmustir.) ile ayn1 RD primeri kullanilir. PZR kosullar1 {i¢iinciil reaksiyon ile

aynidir. Jel analizi ve saflastirma isleminden sonra dizileme islemine gecilebilir.
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SP1 SP2 SP3 SP4 RD primer
T-DNA Simir [ p——
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SP1 ve RD primeri ile yapilan Birincil TAIL-PZR
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Jel analizi, saflagtirma ve SP4 primeri ile dizileme

Sekil 2.3: “TAIL” PZR yonteminin asamalar1. Yiiksek sicaklik dongiilerinde, daha ytiksek
Tm’1 olan spesifik primer (SP) baglanip hedef molekiiliin dogrusal ¢ogaltimi gerceklesirken
spesifik olmayan iiriinlerin ¢coglatimi gerceklesmemektedir. Diisiik sicaklikli dongiilerde RD
(rastgele dejenere) primeri de baglanabilmekte, cift iplikli molekiiller olusabilmekte ve hedef

molekiiliin 6ncelikli ¢ogaltimi logaritmik olmaktadur. Ikincil ve tigiinciil PZR’lerde SP1
tarafindan iiretilen hedeflenmemis tiriinlerin ¢ogalttmi SP1 bulunmadigindan
gerceklesmemektedir (Liu ve dig. 2005)
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Konak genomunda transgen giris (entegrasyon) bolgelerinin  anlasilmasi  bitki
transformasyonunun dogasint anlamak acisindan énem tasimaktadir. Arpa, bugday ve
yulaf gibi tahillarda transgenlerin fiziki konumlar1 floresan in situ hibridizasyon
(“FISH”) ile tespit edilebilmektedir (Pedersen ve dig.,1997; Choi ve dig., 2002).
Ancak, transgen konumlarmnin genetik haritalarinmn ¢ikarilmas: fiziki konumlarinin
belirlenmesi kadar 6nemlidir. Bu sekilde, transgenlerin bitki kromozomundaki kesin
yerlesimleri, giris sekilleri ve entegrasyonunun rastgele bir islem olup olmadig1 da
anlasilabilecektir (Salvo-Garrido ve dig., 2004). Tim bu bilgiler ancak transgenlere
komsu bolgelerin analizi ile elde edilebilir. “TAIL” PZR ile T-DNA girisi
Arabidopsis (Forsbach ve dig. 2003; Qin ve dig.. 2003 a,b) ve celtikte (Sha ve dig.
2004) yogun olarak calisilmistir. Arpa ve diger tahil genomlarinda ise Agrobacterium

ile transgen entegrasyonunun dogasi hakkinda bilgiler heniiz yetersizdir.

Bu tez calismasinda Agrobacterium tumefaciens araciligl ile gen aktarilmis arpa
dokularinda transgenlerin bitki genomuna girdigi bolgelerin tespit edilmesi

amaclanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Calismada Hordeum vulgare cvs. Tokak 157/37 ve Golden promise kullanildi. Bu
cesitlere ait olgun tohumlar 1.U. Biyoloji Boliimii Botanik Bahcesi’'nde tarla ekimi

yapilarak yetistirilen bitkilerden elde edildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: a) 1.U. Biyololoji Boliimii Botanik Bahgesi’nde tarla ekimi yapilan alan, b) Golden

promise ve ¢) Tokak 157/37 ‘nin basak morfolojisi

3.2. BITKi DOKU KULTURU SARTLARI

Arpa tohumlar1 %20’lik ticari ¢camasir suyu (Sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilip, ii¢ kez steril distile suda yikandi. Pens ve bistiiri yardimiyla tohumlarindan
cikarilan embriyolar, saf etanol icerisinde 30 saniye tutularak tekrar distile su serisinden
gecirildi. Embriyolar MS tuzu (Murashige & Skoog) ve vitamini igeren petrilere 15
adet olacak sekilde ekilerek, 25 °C, %60 nem ve 16 saat 151k/8 saat karanlik
periyodundaki bitki biiylitme kabinine (Angelantoni, EKOCHL 1500) aktarildi.
Kiiltiirler 2 giin boyunca bu sartlarda bekletildi. Tiim doku kiiltiirii ¢calismalar1 laminar
hava akiml steril kabinlerde (Gelaire Flow Laboratories TC 48 ve Niive)

gercgeklestirildi.
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3.3. Agrobacterium tumefaciens ARACILIGIYLA GEN AKTARIMI

3.3.1. Kullanilan Irk ve Plazmidler

Gen aktariminda Agrobacterium tumefaciens bakterisinin EHA105 k1 (Hood ve ark,
1993) kullanildi. Bu rk genel olarak C58 bakteri wrkimin kromozomunu ve pTiBo542
yardimci plazmidini tasimaktadir. Ikili vektor olarak pCAMBIA2301 plazmidi katalaz
intronu iceren f-glukuronidaz isaret geni (GUS, gusA) ve neomisin fosfatransferaz 11

(NPT II) seleksiyon markirini tasimaktadir (Sekil 3. 2).

BamHI, EcoRl, Hind Ill

Scal Acyl Ncol Pstl Ncol
- 4 e RPRRR— Iy
& Eaﬁr.;\l‘:;is'g", NPTHI  ~{CaMV3ss [ asvev m NOS Poli A %‘)
[ T4 vy R 795 bG \\]_ !/"
pCAMBIA 2301

Sekil 3.2: Agrobacterium aracili gen aktariminda kullanilan pCAMBIA2301 vektoriinde T-
DNA bolgesindeki genlerin yerlesimi. (NPT II; neomisin fosfotransferaz 11, ASVBV;
“Strawberry vein banding caulimovirus® promotérii , NOS Poli A; poli adenillenmis nopalin
sentazin terminator bolgesi, CaMV 3358S; “Cauliflower mosaic virus” promotorii , CaMV 35S
poli A; poli adenillenmis CaMV 35S dizisi, GUS; fS-glukuronidaz, SolS ; T-DNA Sol Sinir ve
SagS; T-DNA Sag Sinir bolgeleri

Plazmid iizerinde NPT II geni, CaMV 35S promotorii 6niine klonlanmistir. ASVBV,
cilek damar bantlagsma viriisii (“Strawberry vein banding caulimovirus*)’nden izole
edilmis ve amino asit dizisi CaMV 35S ile homoloji gosteren bir promotordiir.
pCAMBIA 2301 plazmidinde bu promotor, katalaz intronlu GUS geninin Oniine

klonlanmustir.

3.3.2. Bakteri Uretimi ve Transformasyon Kosullari

200 pl stok A. tumefaciens EHA105 ki 50 mg/L kanamisin ve 50 mg/L rifampisin
iceren 5 ml Luria-Bertani (%1 tripton, %0.5 Maya o6ziitii, %1 NaCl pH 7.0-7.2)
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besiyerinde 28°C’de 180 rpm de ¢alkalanarak gece boyu iiretildi. 2. giin Kkiiltiiriin
ODgoo degeri 0.6-0.8 oluncaya kadar iiretime devam edildi. ODgoo degeri istenilen
araliga geldiginde bakteri kiiltiirii 6.000 rpm de (Eppendorf, centrifuge 5810R, rotor;
F-34-6-38) 15 dakika santrifiijlenerek coktiiriildii. Cokelti inokiilasyon soliisyonu
(Tablo 3.1) ile siispanse edildi ve ODgop degerinin 0.8-1.0 olmas1 saglandi. Karisim
oda sicakliginda (22-25 °C) 1 saat karanlikta tutuldu. 2 giinliik embriyolar 30 dk.
Agrobacterium igeren inokiilasyon soliisyonunda tutulduktan sonra, 15 dk desikatorde
400 mmHg basin¢ta vakum infiltrasyonu yapildi. Daha sonra embriyolar steril dH,O ile
yikanarak fazla bakteri uzaklastirildi. Bu embriyolar, kiiltivasyon (‘“‘co-cultivation”)
besiyerine (Tablo 3.1) aktarilarak karanlikta, 25°C’de 2 gece bekletildi. iki giiniin
sonunda embriyolar 500 mg/L sefotaksim iceren distile suda 120 rpm de c¢alkalanarak
yikandi. Kurutma kagidinda kurutulan olas1 transformant embriyolar secici besiyerine

(Tablo 3.1) aktarilarak siirgiin ve kok gelisimi saglandi.

Tablo 3.1: Agrobacterium tumefaciens aracilifiyla gen aktariminda kullanilan besiyeri ve

soliisyonlarin icerikleri

Besiyeri/soliisyon adi Icerigi

Embriyo on-kiiltivasyon 4.3 g/ MS tuzu, % 0.1 MS vitamini, % 3 siikroz, % 0.9 agar

besiyeri pH=5.6-5.8

Inokiilasyon besiyeri 4.3 g/ MS tuzu, % 0.1 MS vitamini, 200 uM asetosiringon,

soliisyonu 10mM MES

Kiiltivasyon besiyeri 4.3 g/L MS tuzu , % 0.1 MS vitamini , % 3 siikroz, % 0.9 agar
pH=5.6-5.8

Secici besiyeri 4.3 g/ MS tuzu , % 0.1 MS vitamini , % 3 siikroz,
25 mg/L genetisin (G418), 200 mg/ L sefotaksim % 0.9 agar
pH=5.6-5.8

3.3.3. Transformasyon Sonrasi Gen Anlatiminin Belirlenmesi

Doku Orneklerinde gen aktarimindan 48 saat sonra ~ GUS geninin anlatim
histokimyasal olarak belirlendi. GUS gen anlatimmim temeli, GUS boyama
cozeltisinin  igerisinde  bulunan 5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-glukuronid’in (X-
Gluc) sadece transformant hiicrelerde iiretilmesi beklenen B-glukuronidaz enzimi ile

etkilesime girerek mavi renkteki CIBr-indigo maddesini agiga ¢ikarmasidir (Tablo3.2).
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Tablo 3.2: GUS boyama ¢ozeltisinin icerigi

Stok cozeltisi konsf:t‘l‘;‘isyon
12.5 mM potasyum ferrisiyanid (Sigma P-8131) 1.5 mM
12.5 mM potasyum ferrosiyanid (Sigma P-9387) 1.5 mM
Triton X-100 (Sigma X-100) % 0.8

40 mM 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronid (Fluka 16666) 6 mM

[N,N-Dimetil formamidde (Sigma D-4254) hazirlandi]

34. TRANSGEN DIZIiLERININ GENOMDAKI YERLESIMININ
BELIRLENMESI

3.4.1. Arpa Yapraklarindan Genomik DNA izolasyonu

Secici besiyerinde gelisen 1 aylik bitkilerden CTAB (“Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide”) maddesine dayali bir izolasyon prosediirii (Weining ve dig., 1991)
uygulanarak genomik DNA saflastirildi. Buna gore, en az 100 mg olarak tartilan
yapraklar sivi azot kullamilarak ezildi ve toz haline getirildi. Toz haline getirilen
dokular, dnceden siv1 azotta bekletilen 1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Tiiplere
65°C’de tutulan 2x CTAB tamponundan 350 pl eklendi (Tablo 3.3.). Karistm 5 sn siire
ile vortekslendi. 350 ul 8 M LiCl eklendi ve tekrar vortekslendi. Tiiplere 10 pl 10
mg/ml RNaz ilave edildi ve pipetaj ile RNaz’in homojen sekilde karigmasi saglandi.
65°C’lik su banyosunda 30 dk tutulan tiiplerde karisimin 2 faz haline gelmesi saglandi.
Tiipler sik araliliklarla ters yiliz edilerek karistirildi.  Tiiplere 700 ul
kloroform:isomilalkol (24:1 wv:v) eklendi ve hafifce karistirildi. 13.000 rpm de
(Beckman , Microfuge 18 centrifuge, Rotor; F241 5P) 30 sn siire ile santrifiij edildi ve
iist sivi yeni bir tiipe alndi. Yeni tiipe alman st sivinmn hacmi kadar
kloroform:isomilalkol (24:1 v:v) tiipe eklendi ve 13.000 rpm de 30 sn siire ile santrifiij
edildi ve iist s1v1 yeni bir tiipe alind1. Toplanan iist siviya 1/10 hacim olacak sekilde 3M
Sodyum asetat ve 2 hacim soguk saf etanol eklendi ve nazikce karistirildi. Tiipler -70
°C’de 1 saat tutuldu ve oda sicakliginda 13.000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek DNA’nin
cokmesi sagland1. Ust siv1 atildi. Dibe ¢oken DNA iki kere %70’lik etil alkol ile

yikandi. Tiipler ters ¢evrilerek kurutma kagidinin iizerine konuldu ve alkoliin ugmasi
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saglandi. 65°C de sitilan 50 pl TE tamponu ile ¢cokelti siispanse edildi ve daha sonraki
kullanimlar i¢in -20 ° C’ ye kaldirild1.

Tablo 3.3: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar ve ¢ozeltiler

Tampon Bilesen Konsantrasyon
CTAB % 2
Tris 100 mM
2x CTAB Tamponu
EDTA (pH 8.0) 20 mM
NaCl 1.4M
PVP % 1
. Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM
Tris-EDTA (TE) Tamponu
EDTA (pH 8.0) 1 mM

DNA konsantrasyonu spektrofotometre (microquant, Biotech) kullanilarak su formiile
gore hesaplandi.

DNA(ug/ml) = ODy¢o x sulandirim oran x katsay1 (50)

100 mg taze yapraktan DNA izolasyonu sonucu elde edilen en yiiksek genomik DNA
miktart:

DNA(ug/ml)=0.159 x 200x 50 = 1590 pg/ml » 1.59 pug/ul

Total DNA miktari= 50 x 1.59= 79.5 pg (50 pl TE tamponunda ¢oziindiiriilen total
DNA miktar1). Buna gore izolasyon sonucunda 1 mg taze yapraktan elde edilen total

DNA miktart 0,795 pg/mg dir.

3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Secici besiyerinde 1 ay sonunda yesilligini koruyan transformant bitki drneklerinden
saflagtirilan genomik DNA orneklerine klasik PZR yapildi. PZR’de f-glukuronidaz
(GUS) ve neomisin fosfatransferaz 11 (NPT 1II) genlerinin ¢ogaltimi Tablo 3.4 te
gosterilen primerler ile yapildi. GUS1 ve NPT II primerlerinin vektor kaseti iizerindeki

konumlar: Sekil 3.3 te gosterilmistir .
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Tablo 3.4: S-glukuronidaz (GUS) isaret geni ve neomisin fosfatransferaz 11 (NPT II) genlerinin

PZR ile ¢ogaltiminda kullanilan primerler

Primer ad1 Primer dizisi Uriin boyutu (bg)
GUSIF 5" GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG 3 1200
GUSIR 5" GGTTAC GCGTTGCITCCGCCA ¥

NPTF 5" ATC GGG AGC GGC GAT ACCGTA 3 700
NPTR 5" GAG GCT ATT CGG CTATGA CTG 3’

Transformant ve kontrol bitkilerinden izole edilen DNA Orneklerinin ¢ogaltimi icin
yukarida gosterilen primerler ile Tablo 3.5 te gosterilen sekilde polimeraz zincir

reaksiyonu yapildi. PZR dongiileri Tablo 3.6 da belirtildigi sekilde programland1 ve

yiiriitiildii.
Tablo 3.5: PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari
Reaksiyon Bilesenleri Stok Hacim Final
konsantrasyonu konsantrasyonu
ddH,0 12.4 ul
Taq DNA polimeraz tamponu 10 x 2.5ul Ix
MgCl, 25 mM 2ul 2 mM
dNTP 10 mM 1 ul 0.4 mM
Dogru Primer 10 uyM 1 ul 0.4 uM
Ters Primer 10 uyM 1 ul 0.4 uM
DNA 10 ng/ul Sul 2ng/pul
Taq DNA polimeraz 5 Ulul 0.1 pl 0.02U/pul
Toplam hacim 25ul

Tablo 3.6: Klasik PZR dongiileri

Reaksiyon asamasi Sicakhk | Siire
On inkiibasyon 95°C 5dk
95°C 1dk
%%gggggu) 55°C | 1dk
72°C 1dk
Son uzama 72°C 10 dk
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GUS1F GUS1R
NPIR  NETF - * ——
{ﬂ Eapiﬁhl.; . NeTII @ - GUS (katalaz introniu)>» NOS Poli A
S i

5P1 SPZ sSP3 s5P4

\_ pCAMBIA 2301 )

Sekil 3.3: Klasik PZR’da ve “TAIL” PZR’de kullanilan primerlerin pCAMBIA2301 vektor kasetindeki konumlari. (NPT II; klasik PZR’da neomisin
fosfatransferaz 11 geninin ¢ogaltiminda kullamilan primer cifti , GUS 1; klasik PZR’de p-glukuronidaz geninin ¢ogaltiminda kullanmilan primer c¢ifti, “TAIL”
PZR ‘da birincil, ikincil, tigtinciil ve dordiinciil reaksiyonlarda kullanilan spesifik primerler; SP1, SP2, SP3, SP4, (sirasiyla, laboratuarimizda tasarlanan
primerler), TR1, TR2, TR3 (Liu ve dig. nin (1995) ¢alismasinda kullamlan spesifik primerler), TL1, TL2, TL3 (Liu ve dig. nin (1995) calismasinda
kullamlan spesifik primerler)
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3.4.3. Aktarilan genlerin “Southern” DNA melezlemesi ile belirlenmesi

Transformasyon yapilan bitkilerin genomik DNA’larinda GUS ve NPT II genlerinin
problar1 ile DNA melezlemesi yapildi. Bu amagla klasik PZR’nunda pozitif sonug
veren genomik DNA ornekleri Ncol ya da BamHI enzimleri ile kesilerek pozitif yiiklii
naylon membrana (Roche 1 209 272) aktarildi. Bu uygulamalarda Digoksigenin temelli
isaretlemeye dayanan ticari bir kit (Roche 11 093 657 910) kullanildi. Yontem daha
Once laboratuvarimizda optimize edildigi sekliyle (Karakas, 2005) su asamalari

icermektedir.

¢ Genomik DNA’nin Ncol ya da BamHI enzimleriyle 37°C’de gece boyu kesimi.

e Orneklerin %1°lik agaroz jelde, 35 V’de giin boyu yiiriitiilmesi.

e Jelin 0.5 N NaOH ve 1.5 M NaCl ile 2 kez 15 dk yikanarak Orneklerin
denatiirasyonu ve ardindan 0.5 M Tris-HCl ve 3M NaCl ile 30 dk
notralizasyonu.

¢ Jeldeki DNA’nin naylon mebrana aktarilmasi (Sambrook, 1989).

¢ Naylon membranin 80°C de 3 saat tutularak fikse edilmesi.

¢ Membranin melezleme tamponuna katilan problar ile 68°C de 1.5 saat ardindan
gece boyunca melezleme firininda inkiibe edilerek melezlenmesi.

¢ Melezlenmeyen ancak membran yiizeyine baglh kalan problarin yikama islemi
ile uzaklastirilmasi.

e Membranin NBT-BCIP maddesi ile karanlikta 1 saat tutularak immiiniinolojik

belirleme ile DNA’nin tespit edilmesi.
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3.4.4. Aktarilan Genlerin “TAIL” ( “Thermal Asymmetric Interlaced”) PZR ile

Belirlenmesi
“TAIL* PZR’nin ¢aligma prensibi Sekil 2.3 te, bu yontemin 4 farkli reaksiyonunda

kullanilan spesifik ve rastgele dejenere (RD) primerlerin dizileri Tablo 3.7 de

verilmistir.

Tablo 3.7: TAIL PZR da kullanilan spesifik ve rastgele dejenere (RD) primerler

Primer adi ve dizisi

T-DNA  sag smira  gore | SP1 5'-TAA CAA GAA AGG GAT CTT CACTCG -3'
laboratuvarimizda  tasarlanmig | SP2 5'- AGC GCG CAA ACT AGG ATA AA -3
spesifik primerler SP3 5" GCG CGG TGT CAT CTATGTTACT 3’

SP4 5’AGG ATA TAT TGG CGG GTA AACCTA 3

T-DNA  sag smira  gore
TR1 5 TGC ATG ACG TTA TTT ATG AGA TGG GTT 3’

TR2 5° TAT GAT TAG AGT CCC GCA ATT ATA CAT 3’
TR3 5° CTA GGA TAA ATT ATCGC 3’

tasarlanmis ve yayindan alinan
spesifik primerler (Liu ve dig.,

1995)

T-DNA  sol  simira  gore
TL1 5° TAG GGT TCC TAT AGG GTT TCG CTC 3’

TL2 5° GTG TTG AGCATA TAA GAA ACCCTIT AG 3
TL3 5’ CCT AAA ACC AAA ATCCAG 3

tasarlanmis ve yayindan alinan
spesifik primerler (Liu ve dig.,

1995)

Rastgele primerler RDI1 5 ATC GAG TAT GGA GTIT 3’
(Liu ve dig., 1995) RD2 5° AGT CGA CAG AAA TGA 3’
RD3 5° TGA CGA GAG ATA TGA 3’
RD4 5° TGA CGA CTG ATA TGA 3’
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Tablo 3.8: “TAIL” PZR’de kullanilan dongii kosullar

Reaksiyon | Dongii

. . Termal sartlar
tip1 sayisl

1 93°C (1 dk), 95°C (1 dk)

5 94°C (30 sn), 62°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)

=
(:;:: 1 94°C (30 sn), 25°C ‘den 72°C’ye rampa (3 dk), 72°C (2.5 dk)
&% 94°C (15 sn), 66°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)
% 15 94°C (15 sn), 66°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)
y 94°C (15 sn), 41°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)
1 72°C (5 dk)
E' 94°C (15 sn), 63°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)
% 15 94°C (15 sn), 63°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)
% 94°C (15 sn), 41°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)
§ 1 72°C (5 dk)

25 94°C (40 sn), 41°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)

uoAISyeay
moundn

1 72°C (5 dk)

25 94°C (40 sn), 41°C (1 dk), 72°C (2.5 dk)

uoAISyeay
[munpaoq

1 72°C (5 dk)

Klasik PZR’de pozitif sonu¢ veren DNA oOrnekleri ile “TAIL” PZR yapildi. “TAIL”
PZR birincil reaksiyon karisimi 500 pl’lik PZR tiiplerinde spesifik primer 1 (SP1, TR1
ya da TL1) ve RD primerlerinden biri kullanilarak Tablo 3.9 da belirtilen sekilde
hazirlandi. Tablo 3.8 de gosterilen kosullarda “TAIL” PZR birincil reaksiyonu
gerceklestirildi.
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Tablo 3.9: “TAIL” PZR birincil reaksiyon icerigi

Primer Reaksiyon Bilesenler Stok Hacim Final
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

ddH,O 8.4 ul

Taq DNA polimeraz tamponu 10x 2.5l 1x

MgCl, 2.5 mM 2.0ul 2 mM

dNTP 10 mM 1.5 ul 0.60 mM

Spesifik Primer1 10 uM 0.5 ul 0.20 uyM

RD Primer 10 uM 5.0ul 2 uM

DNA 10 ng/ul 5.0ul 2 ng/ul

Taq DNA polimeraz 5 U/ul 0.1 pl 0.02 U/ul

Toplam 25 ul

“TAIL* PZR ikincil reaksiyon karisimi 500 pl’lik PZR tiiplerinde Spesifik Primer 2
(SP2, TR2 ya da TL2) ve birincil reaksiyonda kullanilan RD primeri kullanilarak Tablo
3.10 da belirtilen sekilde hazirlandi.20 kat sulandirilmis birincil reaksiyon iiriinii (final
konsantrasyonu; 500 kat seyreltik) kalip DNA olarak kullanildi. Tablo 3.8 de gosterilen
kosullarda “TAIL” PZR ikincil reaksiyonu gergeklestirildi.

Tablo 3.10: “TAIL” PZR ikincil reaksiyon icerigi

Ikincil reaksiyon bilesenler Stok Hacim Final
Konsantrasyonu konsantrasyonu

ddH,O 13.3 ul

Taq DNA polimeraz tamponu 10 x 2.5 pl 1x

MgCl, 2.5 mM 2.0ul 2 mM

dNTP 10 mM 1.5 ul 0.60 mM

Spesifik Primer2 10 uM 0.6 ul 0.24 uM

RD Primer 10 uM 4.0 ul 1.60 uM

DNA 1.0 ul

Taq DNA polimeraz 5U/ul 0.1 pl 0.02U/pl

Total 25 ul
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“TAIL” PZR iiciinciil reaksiyon karigimi 500 ul’lik PZR tiiplerinde Spesifik primer3
(SP3, TR3 ya da TL3) ve birincil reaksiyonda kullanilan “RD” primeri kullanilarak
Tablo 3.11 de belirtilen sekilde hazirlandi. Kalip DNA olarak da 10 kat sulandirilmig
ikincil reaksiyon iiriinii (final konsantrasyonu; 250 kat seyreltik) kullanildi. Tablo 3.8
de gosterilen kosullarda TAIL PZR {iciinciil reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 3.11: “TAIL” PZR {iciinciil reaksiyon icerigi

Reaksiyon bilesenler Stok Hacim Final
Konsantrasyonu konsantrasyonu

ddH,0 14.8 ul
Taq DNA polimeraz tamponu 10 x 2.5ul 1x
MgCl, 2.5 mM 2.0 ul 2 mM
dNTP 10 mM 1.0 ul 0.4 mM
Spesifik Primer 3 10 uM 0.6 ul 0.24 uM
RD Primer 10 uM 3.0ul 1.20 uyM
DNA 1.0 ul
Taq DNA polimeraz 5U0/ul 0.1 pl 0.02 U/ul
Total 25 ul

Birincil, ikincil, tigiinciil iirtinleri %0.9 luk agaroz jelde yanyana yiiklenerek 70 voltta
60 dk yiiriitiildii. Spesifik primerlerin birbirine goreceli konumlarma gore jelde hedef
bant belirlendi ve dizileme i¢in asagida anlatildigi sekilde dordiinciil reaksiyon

gerceklestirildi.

“TAIL*“ PZR dordiinciil reaksiyon karisimi1 500 ul’lik PZR tiiplerinde Spesifik primer 4
(SP4) ve birincil reaksiyonda kullanilan RD primeri kullamilarak Tablo 3.11°de
belirtilen sekilde hazirlandi. Kalip DNA olarak da 10 kat sulandirilmis iiciinciil

reaksiyon Uriinii (final konsantrasyonu; 250 kat seyreltik) kullanildu.
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Klasik ve “TAIL” PZR diiriinleri % 0.9 agaroz jelde analiz edilerek jel goriintiileme
sistemi (Avegene-Xlite 200R ) ile fotograflandi. Tiim 6rnekler, 70 V / 50 mA elektrik
akimimda 50-60 dakika yiiriitiildii.

Tablo 3. 12: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar

Tampon Icerigi Konsantrasyonu
Tris-Asetat (TAE) tamponu  Tris Baz 242gr

Glasiyal Asetik Asit 57.1ml

EDTA (pH 8.0) 0.5M (100ml)

6x Elektroforez Yiikleme Yiikleme boyasi (Fermentas

Tamponu RO61)

1x

3.4.5. Jelden Geri Kazanim ve Veritabam Arastirmasi

“TAIL” PZR igiinciil ya da dordiinciil reaksiyonu sonucunda olusan bazi bantlar
secilerek jelden geri kazanim kiti (Roche 11 732 668 001) ile saflastirild1 ve dizilemeye
gonderildi. Dizileme lontek AS tarafindan yapild1 ve dizileme sonuglar1 Chromas 2.32
ve Bio edit yazilimiyla degerlendirildi. Dizi sonuglart ©6nce FASTA formatina
cevrilerek NCBI sayfasindaki BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve Graingenes (http://wheat.pw.usda.gov/
GG2/blast.shtml) veritabanlar1 kullanilarak taramalar yapildi. Sorgulanan dizinin
niikleotid diizeyinde eslesmesi icin BLASTN secenegi kullanildi. Bu sekilde elde edilen

dizilerde hem vektor hem de arpa genomuna ait diziler olup olmadig arastirild.
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4. BULGULAR

4.1. ARPA EMBRIYOLARINA Agrobacterium ARACILIGI iLE GEN
AKTARIMI

Agrobacterium EHA10S5 ki kullanilarak Boliim 3.3.2°de anlatildigi sekilde iki giin
MS besiyerinde kiiltiire alinan arpa (Hordeum vulgare L.) cv.s Tokak 157/37 ve Golden

promise olgun embriyolarina gen aktarimi yapildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: (a) ve (b) iki giinlik Hordeum vulgare cv. Tokak 157/37 embriyolarinin MS

besiyerindeki goriiniimii, ¢) embriyolarin Agrobacterium uygulamasindan sonra segici

besiyerinde cimlenmesi ve gen aktarilmayan embriyolarla karsilastirilmasi (7 giinliik), bar:1mm

Tokak 157/37°den 276; Golden promise’den 155 embriyo gen aktarimi sonrasi segici
besiyerlerine (25 mg/1 genetisin (G 418) ve 200 mg/1 sefotaksim) aktarild1 (Sekil 4.2).
40 giin sonunda kok vermis, yesilligini koruyan bitkiler sayildi. Buna gore, Tokak
157/37 ve Golden promise arpa cesitlerinin segici besiyerinde 40-45 giin sonundaki

rejenerasyon durumlar1 Tablo 4.1 de verilmistir.
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Tablo 4.1: 40-45 giin sonunda segici besiyerinde (SB) yapraklar yesil kalan ve kok veren

bitkilere ait veriler

Gen aktarilan Transformant bitkilerin
Arpa cesitleri

embriyo sayisi sayist / %
Tokak 157/37 276 46/ 16.6
Golden Promise 155 16/10.3

|

Golden promise
Transformant Kontrol

Sekil 4.2: Hordeum vulgare cv. Tokak 157/37 ve Hordeum vulgare cv.Golden promise
cesitlerinin gen aktarilmis ve kontrol embriyolarindan gelisen bitkilerin 40 giin sonraki
goriiniimleri
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4.2. ARPA EMBRiYOLARINDA GUS GEN ANLATIMININ HiSTOKiMYASAL
OLARAK BELIRLENMESI

Bolim 3.3.3 te aciklanan sekilde Agrobacterium aracilifiyla gen aktarilan arpa
embriyolarma histokimyasal analiz yapildi. iki giinliik 45 Tokak 157/37 transformant
embriyosunun tamaminda boyama sonrasinda embriyolarin siirgiin ve kok uclarinda

degisen oranlarda GUS aktivitesi gozlendi (Sekil 4.3).

e)

Sekil 4.3: Tokak 157/37 embriyolarinda kok ve siirgiin uclarinda tespit edilen GUS aktivitesine
ornekler

30. giin sonunda ¢ok iyi kdklenemeyip sararan bitkilerde yapilan histokimyasal analiz
sonucunda 25 bitkiden 22 tanesinin yapraklarinda mavi renkte hiicre kiimeleri tespit

edildi.

4.3. TRANSGEN ENTEGRASYONUNUN MOLEKULER ANALIZLERi

4.3.1. PZR ile Markir Genlerin Cogaltim
Agrobacterium aracilifiyla gen aktarimi yapilarak secilim kosullarinda gelismelerini

siirdiiren arpa bitkilerine yaklasik 1 ay sonunda Boliim 3.4.1 de anlatildigi sekilde
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genomik DNA izolasyonlar1 yapildi ve PZR uygulandi. Yapilan deneylerin 6zeti Tablo
4.2 de 0zetlenmistir. Buna gore, 39 Tokak bitkisinden 21’1 GUS agisindan, 18 bitkiden
14’4 NPT II genleri agisindan pozitif sonu¢ vermistir (Tablo 4.2). 18 Golden promise
bitkisinde GUS1 primerleri ile PZR analizi yapilmis ve 8’inde GUS varhig: tespit
edilmistir. 11 6rnegin 7’sinde ise NPT II tespit edilebildi.

Tablo 4.2. DNA izolasyonu yapilan bitki sayis1 ve GUS ve NPT II geni tespit edilen gen
aktarilan bitki sayisi.

GUS1 primer cifti NPT Il Primer cifti
Varyete DNA 6rnek | GUS gen | DNA 6rnek | NPT Il gen
sayisl varligi sayisl varligi
Tokak
39 21 18 14
157/37
Golden
_ 18 8 11 7
promise

Pozitif TT1 LLES TT3 TT4 LILE TTG LK TT8 THA 1 kb
Kontrol GUS1 GUs1 GUSH GUSA GUs1 GuUs1 GUS1 GUs1 GuUs1
GUS1

il

|
i

Sekil 4.4: Tokak 157/37 ¢esidinde GUS geninin PZR ile cogaltimi ve iiriinlerin %0.9’luk jelde
gosterilmesi: Pozitif kontrol olarak pCAMBIA2301 plazmidi, TT1-TT8; Tokak 157/37
transformant bitkiler, TK1; negatif kontrol olarak kullanilmigstir. Okla gosterilen pozitif kontrol
iirlinil 1.2 kb boyutundadir
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1kb  Pozitf  TT1 TT2 T3 TT4 TT5 TT6 117 TT8 TK1 1 kb
sy omrol NPT NPT NPT NPT NPT NPT NPT NPT NPT

=
(7]
3
5

—_—
=
S—

Sekil 4.5: Tokak 157/37 cesidinde NPT II geninin PZR ile ¢ogaltimi ve iiriinlerin %0.9’luk
jelde gosterilmesi: Pozitif kontrol olarak pCAMBIA2301 plazmidi, TT1-TTS; transformant
bitkiler, TK1; negatif kontrol olarak kullanilmigstir. Okla gosterilen pozitif kontrol tiriinii 0.7 kb
boyutundadir

4.3.2. Southern DNA Melezlemesi Calismalar

Southern DNA melezlemesi i¢in PZR’de pozitif sonu¢ veren genomik DNA Ornekleri
NPT II ve GUS geni problar1 acisindan tarandi. Transformant ve kontrol bitkilerden
saflagtirilan DNA Ornekleri kesim yapildiktan sonra uzun siireli yiiriitiilerek, naylon
membrana aktarildi ve DIG (“Digoksigenin”) isaretleme ve tamima yontemine gore

boyama yapildi. Bu caligmalarin 6zeti Tablo 4.3’te verildi.

Tablo 4.3: Tokak 157/37 ve Golden promise DNA 6rneklerinin BamHI ve Ncol ile kesildikten
sonra farkli problarla yapilan southern melezleme caligmalari. * GUS2, GUS geninin intron
bolgesinde iiretilen 0.4 kb’lik probdur.

Kullanilan Prob

Taranan
Arpa cesidi GUS1 GUS2* NPT I
ornek sayisi

Ncol| BamHI | Ncol| BamHI | Ncol | BamHI

Tokak157/37 35 15 4 8 16 6
Golden promise 10 4 3 3 4

Southern DNA melezlemeleri sonucunda pozitif kontrol DNA disinda, probla eslesme

goriilmedi (Sekil 4.6).
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i pCAM pCAM K31 1 f 4 pCAM pCAM K31 TTE TTF GAT1 GAT2
Viall 5391 GUSz  NK TB Viall 5391 %ng Kiee 188 .TB . TB 1B

. f

Sekil 4.6: (a)BamHI ile kesilmis ve 35 voltta giin boyu yiiriitilen DNA ornekleri %1°lik agaroz
jeldeki goriintiisii. Pozitif kontroller; pPCAMBI2301 plazmidi , pPCAM GUS2PZR (pCAMBIA
2301 plazmidinin GUS2 primerleri ile ¢ogaltilmus {iriinii), K31 NK (Negatif kontrol; gen
aktarilmamis Tokak DNA 6rnegi), TTE TB ve TTF TB; gen aktarilmis Tokak 157/37 DNA
ornekleri, GAT1 TB ve GAT2 TB ( gen aktarimis Golden promise DNA ornekleri (b)
southern blotlama sonucu

4.3.3. “TAIL* PZR Analizleri

“TAIL* PZR reaksiyonlar: i¢in 21 bitkiden saflastirilan genomik DNA kullanildi.
Baslangic “TAIL“ PZR calismalarinda elde edilen bant profilleri Sekil 4.7 de

gosterilmistir.

ike TTC TTC TTC TTC TTC TTC TTC TTC TTDTTD TTD TTD TTD TTD
marker AD1 AD1 AD2 AD2 AD3 AD3 AD4 AD4 AD1 AD1 AD2 AD2 AD3 AD3
TR2 TR3 TRZ TR3 TR2 TR3 TR2 TR3 TR2TR3 TR2 TR3 TR2 TR3

L

Sekil 4. 7: Tokak 157/37 transformantlari; TTC ve TTD DNA’larinin AD1, AD2, AD3 ve AD4
RD primerleri kullanilarak gerceklestirilen “TAIL* PZR ikinci ve iiciincii reaksiyon
caligmalarinda elde edilen bant profilleri. Ikinci reaksiyonda TR2 ve tigiincii reaksiyonda TR3
spesifik primerleri kullanilmistir.
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TT3 ve TT4 DNA’larinmm  farkli RD primeri ve spesifik primerler kullanilarak {i¢
“TAIL* PZR reaksiyonu yapildi. Ikinci ve iigiincii reaksiyon iiriinleri %0.9 luk agaroz
jelde analiz edildi. Spesifik primerlerin vektordeki goreceli konumlarina gore (yaklasik
90 be’lik fark var) TT3’tin AD4 RD primeri ile yapilan TAIL PZR iiciincii reaksiyon

sonucunda 2 bantin hedef iiriin olabilecegi belirlendi (Sekil 4.8).

TT3 TT3 TT3 TT4 TT4 TT4 TT4 TT4 TT4 TT4 TT4 1kb
AD3 AD4 AD4 AD1 AD1 AD2 AD2 AD3 AD3 AD4 Markor
SP3 SP2 SP3 SP2 SP3 SP2 SP3 SP2 SP3 §P2 SP3 SP2

Sekil 4.8: TT3 veTT4 transformant DNA’larin SP2 ve SP3 spefik primerleri ve farkli RD
primerlerinin kullanilmasiyla yapilan “TAIL*“ PZR ikinci ve iigiincii reaksiyon iiriinleri. Okla
gosterilen bantlar muhtemel hedef iiriinleri gdstermektedir.

TTA ve TTB DNA’larmin farkli RD primeri ve spesifik primerler kullanilarak dort
“TAIL* PZR reaksiyonu yapild1. Spesifik primerlerin vektordeki goreceli konumlarma
gore (yaklasik 70 b¢’lik fark var) TTA’nmin AD3 RD primeri ve AD4 RD primeri ile
yapilan “TAIL* PZR dordiincii reaksiyon sonucunda 2 bantin hedef iiriin olabilecegi
belirlendi (Sekil 4.9). Bu bantlar dizileme icin jelden izole edildi.

kb TTA TTATTA TTA TTA TTATTATTATTBTIB TIBTIB TIBTIB TTB TTB
MarkorAD1 AD1 AD2 AD2 AD3 AD3AD4 AD4 AD1AD1 AD2 AD2 AD3AD3 AD4 AD4
TR3 SP4 TR3 SP4 TR3 SP4TR3 SP4 TR3 SP4 TR3 SP4 TR3 SP4 TR3 SP4

Sekil 4. 9: TTA veTTB transformant DNA’larin TR3 ve SP4 spefik primerleri ve farkli RD
primerlerinin kullanilmasiyla yapilan “TAIL* PZR iiciincii ve dordiincii reaksiyon iiriinleri.
Okla gosterilen bantlar hedef iiriinleri gdstermektedir.
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Ikincil, iiciinciil reaksiyonlarda ardisik ¢ogaltimim olabilecegi diisiiniilen 28 6rnek jelden
geri kazanilarak dizilemeye gonderildi. Dizileme sonucunda Sekil 4.10’de gosterilen

sekilde kromatogramlar elde edildi.

80 a0 160 ] 130 [E) s 150
nas [ EEEEI SRR EER RN RN EEEEE SRR

[LLTT NN R R
J'tr:-'.'rtﬁtcrttt Gtﬁccttct

|| J | " ||
| r|‘ | ‘ |J| | L f|| || h [‘ ] H”ml \I' I M |

I ‘ it || ‘ I
il Jl| | | LA “ ||| nyh.; \ J,(J‘J ““J'” MEML

g-.__

| I
f,j H Ill.llJlmmﬂLix l

Sekil 4.10: “TAIL* PZR sonrasi elde edilen ve dizilenen bolgenin Chromas 2.32 programm ile
incelenmesi.

!

Kromatogramda sinyallerin en giiclii oldugu aralik FASTA formatina ¢evrildi. FASTA
formatma cevrilen diziler NCBI veritabaninda BLASTN programu ile analiz edildi

(Sekil 4.11).

Analiz sonucunda Golden promise GT2 transformatinda ve Tokak 157/37 TT3 ve TTA
transformantlarinda T-DNA/arpa genom baglantisi tespit edildi. GT2 transformantinda
TR3 spesifik primeri ile AD3 primeri (Sekil 4.13), TT3 transformantinda SP4 spesifik
primeri ile AD4 primeri (Sekil 4.14), TTA transformantinda SP4 spesifik primeri ile
AD4  primeri (Sekil 4.14)  kullanilmistir. Arpa veritabanlari ile karsilastirma
yapildiginda GT2 de tespit edilen arpa genom parcasinin Beta galaktosidaz genine,
TT3’te tespit edilen arpa genom parcasinin HSP (“heat shock protein) genine , TTA’da

tespit edilen genom parcasininda /bc8 genine ait oldugu tespit edilmistir.
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<o BLAST

Home = RecentResults Saved Strategies = Help

NCBI/ BLAST/ blastn suite
sstn | blastp | blastx | tblastn | thlastx |

Enter Query Sequence

Resetpae Bookmark

BLASTH programs search nucleotide subjects using a nucleotide query. more.

Enter accession number, gi, or FASTA sequence &
A CARAATCOCCCNARTTARATT COOEOTT ART TCACTACATTAAAACE. &
TCCECAATOTETTAT LARGT TET CTALECTCARTTTCTTTACAC CACAL = Fom[ ]
ratatcoT T ToGGCAT

Ak RATCACCACTCOATACAGSCABECEA TCARTCCGERACCRCETEAGES. To[ |

GCAGAGCCETTETALGGCECCAGACTTTGETEATCTTACCEATECTATTE -
GCALGALCEGCARCTCCATACTCEATATCTTTCTTCTCTCCOECTCCCTT v

Job Title

Querysubrange &

Enter & tescriptive tile far your BLAST search @

Align two or more sequences &

Enter Subject Sequence

Enter accession number, gi. or FASTA sequence &

S —

Subjectsubrange &

Or, upload file

Blast 2 sequences

Nucleotide Sequence {337 letters)

Query ID [cl[13327 Subject ID gi| 7638149 gb|AF234316.1|4F234316
Description Neone Deseription  Binary vector pCAMBIA-2301, complete sequence
Molecule type nuczic acid Malecule type nudlaic acid

Query Length 337 Subject Length 11633
Program BLASTN 2.2.23+ bCitation

Other reports: >Search Summary [Taxonomy reports

¥ Graphic Summary

Distribution

Blast Hits onthe Query Sequence &

[Mouse over ta ses the defline, click to show alignments |

Color key for allgnment scores

» Dot Matrix View E

¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [0 UniGene 3 cE0 [ Gene B Structure [ Map Viewer

Sequences pro

Accession Description bax Lotal Query | Max Links
score score coverage value ident
AFP34316.1  Binary vector pCAMBIA-2301, complets sequence 452 501 6% 3¢-130 100%

¥ Alighments
[ gelect All Get selected sequences

oLl arzadsic. 1 |ar2a4316 ) Binary vector pCaMBTA-2301, complete sequence
Lenigth-1163.

Sort aligmments for this subject sequence by:

E value Score Percent identity
Query start position Subject start position

§oors - 452 bita (S00), Expect - 3e-130

Tdentivies = £36/258 (38%], Gaps = 17253 (0%

Strand=Plus/Hinus

Query 7 ATCCCCGNAATTARATTCGGOGTTAATTCASTACATTARAMACGTCCGCANTGTGTTATT 66
UL L L LT

Shjct 8738 ATCCCCCGAATTAA-TTCGGC STCCGCARTGTGTTATT 8561

Query 67  AAGTTGTCTAARCGTCAATTTGTTT. 126
mlmHmlmHmHHmHmHHmmmmmlmml

$bier 8680 AAGTTGTCTAAGCGTCARTTIGTTT. 62l

Query 127  GCTCCCCGACCGGCAGCTCGGCAC CCACTCRATACAGECAGCCCATCAGTCERG 186
mlmHmlmHmHHmHmHHmmmmmlmml

$bjer 8620 GLTCCCCGACCEGCAGCTCGRCAL GECAGCCCATC 561

Query 187  GBACGGCOTCAGCGGGAGAGCCETTATARGGCGGCABACTITGCTCATSTTACCOATECT 246
I Y
Sbict 8560 GBACGGCGTCAGCGGGAGAGCCGTTRTARGGCGGCAGACTTTGCTCATGTTACCGATGET BS0L

Query 247  ATTCGCAAGAACGECAACT 268
I
Shjet 8500 ATTCGGARGAACGGCAACT 6482

Score = 28.3 bits (30), ect
Tdentities = 21/25 (541), o = PEt (Dx)
Strand=Plus/Minus

Query 88  GTTTACACCACARTATATCCTGCCA 112
LU T EHLT T ]
Sbict 2381 GTTTACCCGCCARTATATCCTGTCA 2357

Sekil 4.11: Fasta formatma c¢evrilen dizinin NCBI veritabaninda BLASTN programu ile analiz
edilmesi.
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T-DMA, Katalaz T-ONA,
Sal Sinir Introni Sad Swmir
ﬂ.l’pa ik CalMV 355 NOS }'\I‘pﬂ QEI"K:II'!‘IIK
DNA A CamV 35S LacZ  AsvBY DNA

pol .
| NPT Il geni

T-DNA Sag Sinir Dizileri

~f— A
r N r N
pCAMBIA 2301 —TGTTACTAGATCGGGAATTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGG TAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA ttagaataacggatattta—-
GT2AD3TR3 —TGTTACTAGATCGG -AATT cactggecgtegttctacaacgtegtgactgggaaaaceetggegttacccaacttaategecttgeageacateeceetitegecagetggegtaatag—

S— -
Y

Arpa Genomu
b) Beta-galaktosidaz geninin bir pargasi

Sekil 4.12: (a) PCAMBIA2301 vektoriine ait T-DNA’nin arpa genomuna teorik olarak baglanmasi (b) Golden promise GT2 transformantinda tespit edilen
T-DNA sag sinir dizileri (kalin harf) ile T-DNA’ya ait diziler ve bu diziye bitisik arpa Beta-galaktosidaz genine ait dizi.
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T-DNA Sag Sinir Dizileri

T-DNA 1. Bolge 2. Blge

A M T-DNAd
=g - N e N 151

pCAMBIA 2301 — GAATTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGE TAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA ttagaataacggatatttaaaagggegtg—

TT3AD45P4 — GAATTAAACTATC Actataagagaattatgaacatattgcaaacceticagtgtgtatccttcatgtgegegectetgggaaggeaccttacgacageatcatatcagtegteaactage —

SN— R
—

Arpa Genomu
a) Is1 Sok Proteinlerinin eksi iplifinden bir parga

T-DNA Sag Sinir Dizileri

T-DNA 1. Bélge 2. Boige
A T-DNA digi
e - N / S
pCAMBIA 2301 — GAATTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGEG TAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA ttagaataacggatatttaaaagggegtg—
TTAAD4SP4 TGTT- GACAGGAgycgggtceggggctggattaggtgacggecetgactcgggeagatectcaatcagacctacageaagttcgacacaaactca—-
e -
s
Arpa genomu
b) hbecE geni pargasi

Sekil 4.13: (a) Tokak 157/37 TT3 transformantinda tespit edilen sag sinira yakin T-DNA dizisi ve bu diziye bitigik arpa 1s1 sok proteinine (Asp) ait dizi (b)
TTA transformantinda tespit edilen arpa genom/T-DNA baglantis1
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Elde edilen dizilerin arpa genomunda giris yaptig1 genlere ait homoloji sonuglar1 Tablo
4.4’te verilmistir. Blast analizleri “Gene Indices” web sayfasi lizerinden Washington

Universitesinin arpa veri tabam kullanilarak yapilmistir.

Tablo 4.4: Transformantlarin arpa genomunda giris yaptig1 genler.

Transformant EST NO Arpadaki gen Blast homoloji | E degeri
bolgesi %’ si
GT2 BNELO66f5 Beta-galaktosidaz 072 2.3e-19
TT3 HB29015r HSP %64 0.52
TTA TC183034 Hbc8 %55 4.5

Score = 537 (86.6 bits), Expect = Z.3e-19, P = Z.3e-19
Identities = 1737240 (72%), Positiwes = 1737240 (72%), Strand = Plus / Plus

Query: 9 TTGTTACTAG-ATCGEAATTCACTGGCCGTCGTICTACAACGTCGTRACTGEGAMALL-C- 65
(AN I 1l [ N e AR NN AR RN AR
dbjct: 294 TTGTGAGCCGTATTACACTTCAGTGTCCGACCTCTTACARCGTCTTGACTGGGALALACL 353

Query: 66 CCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTALT 125
[ R R R R N N R N RN
dbjct: 354 CCTGTCGTTACCCATCTTAATCGCCTAGCAGCACATCCCCGTTTAGCCATTTGGCGTTAL 413

Query: 126 AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTC-CCAACAGTTG-COCAGCC-TRAATGECGEL 182
L eerrerre rerrerrrer rreereerr r rrerr rreernrd
dbjct: 414 AACGAAGALGCCCGCACTGATCGCCCTTTTCCAACAGTTAACACAGCCGTGAATGGCALL 473

Query: 183 CGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTICCTTTCTCG-C-CACGTTCGCCG-GOTTTCCCCGLCA 239
[ e A R (N 5] I e e e O o e o 1 e e
dbjct: 474 TGGTCGCTCCCCTGTAACCGCTCTATTARTCCACTCCCGCTGGCGGCGLGTACCCC-COA 532

a)
Mirmz Strand H:Pa:

Score = 181 (33.2 bits), Expect = 0.52Z, P = 0.41
Identities = 717110 (64%), Positiwves = 71/110 (64%), 3trand = Minus / Plus

Query: 228 AGTTG-ACGACTGATAT-GATGCTGTCGTAAGGTGCCTTCCCAGAGGL GCGLACATGALG 171
1 O o - { | FEEEE A G [N [b]
Fhjcr: 138 AGTTGTATGTTITATTITGGTGTTGTCCTCTCGTGCCCTCACTGTCTCGCAAGTGTGTRL 195

Query: 170 GATACACACTGAAGHGTT-TGCAATATGTTCATAATTCTCTTATAGTFAT 122
(il W R R O Y
dhjct: 199 GATTCGCATTGTAGGHGCGLTGLAATATGTTCATGATTTICTTATIGHETT 244

b)

Score = 177 (32.6 bits), Expect = 4.9, P = 0.992
Identities = 177/321 (55%), Positiwes = 177/321 (55%), Strand = Plus / Plus

Query: 68 GGCAGATCCTCAATCAGACCTACAGCAAGTTCGACACALACTCACACAACGATGACGCAC 127
(RN RRRN] [0 Bl (o e v (0 e P o T
Shjct: 40 GGCGG-TCCTCCTCCTGGCCATGAGC CAGCTCGTC-CACATGGAGACGCCALCGGLGGA- 96

Query: 1258 TACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGFACALGETCGAGACAT 1587
(e BRI I8 R R A el R 1] IR
Shjct: 97 T-C-CAACGACTGCATCGT-CTCTGCTGGT-CACGAGCGTTTCCGCCCCTRAAGTGGAAG 152

Query: 188 TCC-TGCG-CATCGTGCAGTGCCGCTCTGTRGAGGFCAGCTETGGCTTCTAC-CTGCCCG 244
L O N O - O 0 O 4 o g 1 - e
Shict: 153 TCCATCCTACACCCAGCCATGGCA-TCAGGGAAGAGLAGGTCTTGCT-CRATGCTRCCAL 210

Query: 245 GGT-GGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTC-TCCTGECCCTERALGTTGCCACTCC 302
| PEERLEEEEnE e e il (1 Y | |
Sbhjct: 211 GCCCGGCATCCCTGTTCCGCCCCCTCCCCACCTCATCCTG-COGTGCALGG-GA-AGAGE 267

Query: 303 CCGGT-GCCCCAACTTCG-TGATCTCACCCTCCTTTCGCTTGGC-AGALACACATGAACG 359
(e I T o e 1 e ] e I - (Lt R ]
Shjct: 268 CTGCTAGGCCTCACGGGGATGATCAAAGACGACCTCCAAGTGACGAGATGAATAALARLG 327

c)

Sekil 4.14: Dizilerin Washington Universitesinin veritabanmin kullanilarak arpa
genomuyla karsilastirilmasi. (a) GT2 , (b)TT3 ve (c) TTA transformatlarina ait dizilerin
arpa genom veritabaninda yapilan analiz sonuglari.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada Agrobacterium tumefaciens araciligiyla 276 adet Hordeum vulgare
cv.Tokak 157/37 ve 155 adet Hordeum vulgare cv. Golden promise olgun embriyosuna
gen aktarmmi yapilmistir. Bu embriyolara bir haftalik siirecte yapilan histokimyasal
analizler cesitli oranlarda GUS gen anlatimi yapan hiicre kiimeleri olustugunu,
dolayisiyla gen aktarimimnin gerceklestigini gostermistir (Sekil 4.3). Bu dokular daha
sonra secici besiyerinde tutularak transformant olmayan hiicrelerin elimine edilmesi
saglandi. 45 giin sonra yapilan skorlamada 46 Tokak 157/37 (%16.6) ve 16 (%10.3)
Golden promise bitkisi iyi derece kok vermis ve yesilligini korumaya devam etmistir.
Golden promise laboratuvarimizda daha once calisilmamis bir genotiptir. Bu ¢esidin
literatiirde cogunlukla olgunlasmamis donemdeki embriyolar1 kiiltiirlenerek gen
aktarmmi yapilmustir. Ilgili kaynaklarda 100 Golden promise olgunlasmamis embriyosu
basina 7-86 transgenik bitki elde edilebilmektedir (Tablo 2.3). Bu sayisal farklilik
kullanilan prosediirlerin farkliligina ve uygulama sekline bagl olabilir. Secici
besiyerinde elde edilen transformant sayisi, Agrobacterium enfeksiyonu sonrasi olusan
nekrozun ya da olgunlasmamis doku yerine olgun doku kullanilmas: kaynakli diisiik

hiicre boliinmesinin bir sonucu olabilir.

Calismada, seleksiyon sonrasi kazanilan bitkilerde transgenlerin varligini arastirmada
ilk olarak PZR kullanilmistir. PZR ile Tokak 157/37 bitkilerinin %53’iinde GUS ve
%78 inde NPT II genlerinin ¢ogaltimi yapilmistir. Golden promise’de bitkilerin
%44’tinde  GUS ve %63’tiinde NPT II genlerinin c¢ogaltimi yapilabilmistir.
Calismamizda, bazi orneklerde GUS varhig: tespit edilirken NPT II geni varlhigi tespit
edilememistir. Bunun nedeni aktarim siirecinde primerlerin baglanacagi bolgenin ya da
neomisin fosfatransferaz Il geninin tamamen kaybolmasi olabilir. Sha ve dig. (2004)
yaptiklar1 caligmada 190 bitkinin tamaminda hpt (higromisin fosfotransferaz) geni

cogaltimin1 saglamalarina ragmen, 12 bitki 6rneginde GUS genini ¢ogaltamamiglardir.
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Ikinci adim olarak, kararli gen aktariminin ve bitki genomuna baglanan transgen kopya
sayisinin belirlenebilmesi amaciyla Southern melezlemesi yapilmistir. 39 Tokak 157/37
ve 18 Golden promise bitkisinin tarandigr caligmalarda, genomik DNA’lar gen dis1
bolgelerden kesim yapan Ncol ya da BamHI enzimleriyle kesildikten sonra GUS ve
NPT II problariyla melezleme yapildi. Caligmalarda pozitif kontrol disinda, probla
eslesme goriilmemistir. Sha ve dig.’lerinin (2004) yaptig1 calismada transgen tek kopya
oran1 %59 olarak gosterilirken, Lange ve dig. (2006) %52 olarak gostermislerdir.
Hensel ve dig. ‘nin (2008) yaptig1 kopya sayist analiz caligmalarinda transformantlarin
yaklasik yarisinda tek kopya halinde transgen varhig: tespit edilirken, %19’unda 2 den
fazla kopya belirlenmistir. Hatta ayn1 caligmada tek kopyali hatlarm oraninin % 88°‘e
kadar ciktig1 belirlenmistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda bitki genomuna T-DNA
girisinin diisiik frekansda oldugu goriilir. Bu da, DNA-prob melezlemesi ¢aligmalrini

zorlastiran bir unsur olabilir.

Calismada ticiincii agsama olarak, “TAIL*“ PZR ile gen entegrasyon analizi yapilmigtir.
Bu caligmalar sonucunda pCAMBIA2301 vektoriiniin sag smir dizileri ve arpa
genomuna ait pargalar tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda toplam 21 bitki 6rneginde PZR
yapilarak ¢ok sayida bant sablonlar1 elde edilmistir (Sekil 4.8). Jel analizlerinde genom
adimlamasina uygun agirliklarda bantlar goriilmesine karsin; elde edilen toplam 28 bant
ornegin dizilenmesi sonucunda, {ii¢ Ornekte T-DNA sag smir bolgeleri tespit edildi.
Tokak 157/37 cesidine ait DNA Orneginde  rastlanan bu dizilerden birinde
entegrasyonun HSP (1s1 soku proteini) geninde digerinde ise Hbc8 geninde, Golden
promise Orneginde ise entegrasyonun Beta galaktosidaz geninde oldugu biyoinformatik
araclarla belirlendi. Calismamizda Orneklerin taranmasinda T-DNA sag sinirindaki iki
ayr1 bolge ve sol smir bolgesi kullanildi. Arpada yapilan ¢aligmalarda bitki genomunda
T-DNA sag smirinda gerceklesen girislerde bu bolgenin cesitli sekillerde eksilmis
oldugu saptanmistir (Stahl ve dig., 2002; Fang ve dig.; 2002). Bu tez calismasinda
saptanan Orneklerde de benzer olarak T-DNA dizilerinde eksiklik vardir. Ancak bir
dizide T-DNA sag smir dizi motifleri (TGTT ve GACAGGA) net olarak

goriilebilmektedir.
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Onceki yillarda Agrobacterium aracihig: ile gen aktariminda, sadece T-DNA smirlari
arasindaki dizilerin  bitki genomuna baglandig1 kabul ediliyordu. Ancak sonraki
yillarda incelenen transformantlarda, T-DNA’nin yanmnda vektdr dizilerinin de
bulundugu gosterildi (Ramanathan ve Verluthambi, 1995). Bu tarz gen aktarim olaylar:
smirli miktarda virD gen iriiniinden kaynaklaniyor olabilir (Tinland ve dig., 1995).
VirD gen iiretiminin yetersiz olmasi sinir dizilerinin etkin sekilde kesilememesine ve
hatta bazi1 durumlarda ikili vektoriin tamaminin bitki genomuna baglanmasina neden
olabilmektedir (Wenck ve dig., 1997). Agrobacterium aracili gen aktariminda T-
DNA’nin yaninda vektore ait dizilerin de bitki genomuna baglanmasinin siradan bir
olay oldugunu gosteren caligmalar vardir (Cluster ve dig. 1996). Ayrica, T-DNA
entegrasyonlarinda Agrobacterium kromozomal DNA (AchrDNA) parcalarininda bitki
genomuna girdigi gosterilmistir. Ulker ve dig.’nin (2008) yaptig1 calismada her 250
transgenik bitkiden birinin AchrDNA parcalar tagidiklar: gosterilmistir.

Arpa’da benzer sekilde yapilan entegrasyon analizlerinde en fazla genomik DNA’nin
restriksiyon enzimleri ile parcalara ayrilmasina dayanan PZR temelli genom adimlama
yontemleri kullanilmistir (Fang ve dig., 2002 ; Stahl ve dig., 2002, Cooper ve dig.;
2004). Bu yontemde bitki genomik DNA’s1 restriksiyon enzimiyle pargalanarak farkli
biiytikliiklerde genomik DNA parcalar1 olusturulmakta ve daha sonra bu parcalar ligaz
enzimi kullanilarak dairesel DNA’ya doniistiiriilmektedir. Hedef DNA bilinen bir
endoniikleaz ile kesilmekte ve dizisi bilinen dogrusal terminal diziler elde edilmektedir.
Bu diziler daha sonra PZR yontemi ile ¢ogaltilmaktadir. Ancak, bu sekilde yapilan PZR
temelli genom adimlamasinda genomik DNA parc¢alarindan etkin sekilde dairesel DNA
elde etmek zordur. Bu yontemlerin diger kisitlamalari, restriksiyon bdlgelerinin lokusa
0zgii primerlere cok yakin ya da uzak olmasindan dolay1 ya ¢ok kiigilk DNA parcalar1
cogaltilmast ya da DNA cogaltiminin olmamasidir. Ayrica, bir ¢cok durumda genom
adimlamas1 deneyine baslamadan Once ilgilenilen bdlgenin restriksiyon enzim
bolgesinin dagilimi  bilinmemektedir. Bu nedenle, PZR kullanilarak basarili genom
adimlamasmin yapilmasi ve bilinmeyen dizilerin tanimlanmasi i¢in gerekli uygun DNA
parcalarinin iiretilmesi i¢in cok sayida farkli enzimin kombine sekilde denenmesi

gerekmektedir
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Arpa’da “TAIL* PZR ise ilk kez caliyjmamizda denenmistir. Bu yontem zahmetli
klonlama asamalar1 ve yogun laboratuvar caligmalarma gore daha hizli ve maliyeti
diisik bir yontemdir. Bu yontemde spesifik primerlerin ve rastgele primerlerin
tasarlanmas1 Onem tasimakta ve verimi artirmaktadir. Bu nedenle, calisgamamizda
literatiirde yaymlanmis primerlere (Liu ve dig., 1995) ek olarak vektor dizilerine 6zgii
yeni primerler tasarlanmistir. Elde edilen dizilerde SP4 ve TR3 spesifik primerleri ile
AD3 ve AD4 RD primerleri ile verimli sonuglar elde edilmistir. Diger yandan,
calismamizda “TAIL*“ PZR ile elde edilen 6rneklerin ¢ogunun arpa genomuna rastgele
baglanmalar oldugu gozlenmistir. Bu yOntemin en Onemli dezavantajini

olusturmaktadir.

Dikotil bitkilerde yapilan daha onceki ¢alismalarda T-DNA entegrasyonunun rastgele
bir islem oldugu ileri siiriiliiyordu (Wallroth ve dig., 1986; Chyi ve dig ., 1986) ve bu
goriis FISH analizleri ile de desteklenmisti (Fransz ve dig., 1996; Papp ve dig., 1996;
Park ve dig., 1996; lIglesias ve dig., 1997). Ancak, sonraki detayli caligmalarda
entegrasyonun siklikla transkripsiyon birimlerinde gergeklestigi ve bazi ¢aligmalarda
neredeyse biitiin entegrasyon faaliyetlerinin genlerde oldugu gosterilmistir (Feldmann,
1991; Lindsey ve dig., 1993). Ornegin Arabidopsis’te gen yogunlugu fazladir oysaki
celtikte, genler genomun %10-25’ini yansitan belirli bolgelerde sinirlandirilmistir.
Arabidopsiste T-DNA girisinin dagilimi rastgele iken, c¢eltikte T-DNA entegrasyonu
cogunlukla gen alami (gene space) adi verilen bu bolgelere karsilik gelmektedir. Bu
caligmada elde edilen T-DNA girislerinin de gen bolgelerinde olmasi 6nceki sonuglarla

tutarhilik gostermistir.

Arpadaki entegrasyon analizlerinde dnemli bir konu biyoinformatikdir. Cok sayida arpa
genetik  kaynaklar1  bulunmasina karsin, bu bitkide genomik dizilemenin
tamamlanmamis olmas1 temel ve uygulamali arastirmalart smirlamaktadir. Yakin
zamanda bu durumun coziimlenmesi beklenmektedir. Bu amagla, Uluslararas1 Arpa
Genomu Dizileme Konsorsiyomu (IBSC) kurulmustur (http://barleygenome.org). Bu
konsorsiyum arpa genomunun dizilenmesine Onderlik etmektedir. Daha kapsamli
genomik dizi bilgilerinin yanisira, TILLING ve T-DNA insersiyon mutant

popiilasyonlarinin iiretilmesi ve bir ¢ok biyolojik mekanizmada gorev alan genlerin
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tanimlanmasini kolaylastiracaktir. Bu dizi verileri gen entegrasyon analizlerinde de

biiyiik katki saglayabilir.

Kararl arpa transformasyonunun saglanmasi temelde uygun doku kiiltiirii sartlarinin
olusturulmas: ve gen aktarim yontemlerinin belirli genotiplerde optimize edilmesine
dayanmaktadir. Yerli arpa varyetelerinde bu tipteki biyoteknoloji caligmalar: ilk kez
Boliimiimiizde baglatilmis ve halen devam etmektedir (Goziikkirmizi ve dig. , 1990; Ar,
1991; Giirel, 1997; Giirel ve Goziikirmizi, 2000; Karakas, 2005; Giirel ve dig., 2009).
Transformasyon calismalar1 genel olarak gen fonksiyonlarinin etkin analizinde ve
genetik miihendisligi ile yapilan arpa 1slahinda Onemli rol oynamaktadir. Bu tez
caligmasiyla ilk kez laboratuarimizda elde ettigimiz transformant bitkilerde aktarilan
genlerin bitki genomundaki varliklar1 kanitlanmig ve giris bolgeleri tespit edilmistir. Bu
yontemlerin laboratuvarimizda islerlik kazanmasi arpa ve diger bitkilerde yapilacak

transgen analizlerine katki saglayabilir.
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