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OZET

TEZIN BASLIGI: BOR TASIYICISI HvBorla GENININ
TUTUNE (Nicotiana tabacum)
AKTARILMASI VE  TRANSGENIK
BiTKILERIN ANALIZLERI

YAZARIN ADI: DOGA SELIN GUMUSEL

Bitkilerin esas mikro elementlerinden olan borun topraktaki yiiksek
derisimlerinin bitkilerde toksik etkiye yol agmasi ve tarimsal verimi ciddi sekilde
diisiirmesi, toksik seviyede boru tolere edebilecek genotiplerin elde edilmesinin
hedeflenmesine sebep olmustur. Bu tez calismasinda, bor tasiyicisi oldugu bilinen
arpa kokenli HvBorla geni ilk defa model bitki tiitiine aktarilarak, bor toksisitesine
toleranshi bitkilerin elde edilmesi amag¢lanmistir. HvBorla geninin “Samsun” ve
“Petit havana” cesitlerinde heterolog ekspresyonunu saglamak iizere HvBorla ve
secici ajan higromisine diren¢ geni olan hpt genini tasiyan bitki transformasyon
vektorii, Agrobacterium tumefaciens C58C1 soyu araciligiyla yaprak eksplantlarina

transforme edilmistir.

Transgenik hatlarin segiliminde, transformasyon Oncesinde yabani tip tiitiin
eksplantlart i¢in belirlenen letal higromisin derisimi kullanilmistir. Secilen 317
transgenik adaymnin (TQ) 57 tanesi topraga aktarilmistir. Transgenik adaylardan 44
tanesine ait yaprak orneklerinden izole edilen genomik DNA’larin polimeraz zincir
reaksiyonlarinda (PZR) pozitif sonug¢ veren 25 transgenik adayi belirlenmistir. Bu
adaylar arasindan secilen 14 Ornekten izole edilen total RNA’lar kullanilarak
gergeklestirilen RT (Ters Transkriptaz)-PZR sonucunda, genin eksprese oldugu 6
transgenik adayr belirlenmistir. Tim adaylarda higromisin direnci goriilmesiyle
birlikte, adaylara ait eksplantlarda borik asit toksisitesine kars1 belirgin bir tolerans
gbézlenmemistir. Bes transgenik adaymin tohumlart (T1) higromisinsiz ve
higromisinli besiyerinde ¢imlenip gelisme gostermis; dolayisiyla transformasyonun
gamet olusumunu engellemedigi belirlenmistir. Borik asit toksisitesi uygulanan
T1’ler ise genel olarak diisiik ¢imlenme oran1 gostermistir. Bir transgenik adayina ait

tohumlarin Mendel yasalarina uygun kalitim 6zelligi gosterdigi belirlenmistir.
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Tiim sonuglar géz oniinde bulunduruldugunda HvBorla geninin boru hiicre
icine tasimada gorevli olabilecegi Onerilmistir. Genin olast bir tolerans
mekanizmasindaki islevinin belirlenmesinin ileride, bor stresinden etkilenen tahil

bitkilerinde bor toleransi gelistirmeye olanak saglayacag diisiiniilmektedir.
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SUMMARY

THESIS TITLE: TRANSFORMATION OF TOBACCO
(Nicotiana tabacum) WITH HvBorla AS A
BORON TRANSPORTER GENE AND
ANALYSIS OF TRANSGENIC PLANTS

AUTHOR: DOGA SELIN GUMUSEL

The development of boron tolerant genotypes is targeted as the high
concentration of boron, which is an essential micronutrient for vascular plants, in soil
causes toxicity for plants and limits crop production. The aim of this thesis was to
develop boron-tolerant plants by transferring HvBorla, known as a boron transporter
originated from barley, first time to model tobacco plant. Therefore, plant
transformation vector containing HvBorla and resistant gene (hpt) for hygromycin as
selective agent was transformed to leaf explants via Agrobacterium
tumefaciens C58C1 in order to provide the heterologous expression of HvBorla in

“Samsun” and “Petit havana” cultivars.

Already determined lethal hygromycin concentration in wild type explants was
used for selection of transgenic lines. 57 of the selected 317 putative transgenic lines
(TO) were transferred to the soil. 25 putative transgenic plants that gave positive
result in PCR (Polymerase Chain Reaction) were identified from 44 tobacco
samples. By using total RNAs of randomly selected 14 out of these samples, RT-
PCR was performed and 6 putative transgenic lines that express HvBorla were
selected. Although all transgenic candidates had hygromycin resistance, boron
tolerance was not significantly observed against boron toxicity. The germination and
development of seeds (T1) of 5 transgenic candidates under control and antibiotic
conditions showed that transformation did not cause an inhibition in the gamete
formation. However, T1 had generally low germination rate under boron toxicity.
Moreover, germination analysis showed that one of transgenics showed Mendelian

inheritance.
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As a result, HvBorla is suggested to be responsible for boron infflux transport
through the cells. The determination of possible function of HvBorla in boron
tolerance mechanism would highly allow the development of boron tolerant crops in

future.
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1  GIRIS

1.1 Transgenik Bitkiler ve Tarimdaki Uygulamalari

1.1.1 Bitkilere Gen Aktarim Teknikleri

Glinlimiizde bitkilere gen aktarimi, dogrudan ve dolayli transformasyon
teknikleri olmak tizere iki sekilde yapilmaktadir. Dogrudan transformasyon teknikleri
mikropartikiili  bombardimani,  protoplast  flizyonu, elektroporasyon  ve
mikroenjeksiyon; dolayli transformasyon teknikleri ise viral vektor veya
Agrobacterium araciligr ile yapilan gen aktarim tekniklerini icermektedir. Bunlar
arasinda en sik kullanilanlar mikro partikiil bombardiman1 ve Agrobacterium

sistemidir.

Dogal olarak gen aktarma yetenegine sahip toprak bakterisi Agrobacterium
tumefaciens, gliniimiizde dikotil bitkilerin ¢ogunun gen transformasyonu igin en sik
kullanilan aragtir. Agrobacterium, toprakta ¢ok bulunan, ¢ubuk-sekilli ve gram-
negatif bir bakteri olup Rhizobiaceae ailesindeki Rhizobium cinsi altinda
smiflandirilir. A. tumefaciens, lizerinde yasadigi bitki hiicrelerine, timdor uyarici (Ti)
genlerin bulundugu T-DNA’y1 (transfer DNA) aktarir. Bu genler, bitki genomuna
entegre olarak ta¢ tiimorii hastaligima yol acarlar. Horsch ve ark. (1985) tiimor
uyarict genleri T-DNA’dan uzaklastirarak Agrobacterium’un hastalik yapici
ozelligini kaldirmiglardir. Bunun yerine, gen aktarilan bitkilerin secilimini saglayan
ve bitki hiicrelerinde eksprese olabilen bakteriyel antibiyotik diren¢ genlerini
yerlestirmislerdir. Aktarilacak geni, modifiye edilmig Agro-soyu aracilii ile
domates, petunya ve transformasyon ¢alismalarinda model bitki olan tiitiine transfer
etmislerdir. Bu yontemle neredeyse kiiltiirii yapilan her tiiriin transgenik bitkileri
gelistirilmistir. Baslangigta monokotiledon tiirler i¢in yiiksek verimli sonuglar elde
edilemese de ikili vektorlerin gelistirilmesiyle, Agro-transformasyonu misir (Ishida
ve ark., 1996), pirin¢ (Hiei ve ark., 1997), arpa (Tingay ve ark., 1997) ve bugdayda
(Cheng ve ark., 1997) etkin sonuglar vermistir. Agrobacterium sistemi, aktarilan

genin konak bitki kromozomuna kalici entegrasyonunu saglamasi, transgenlerin



diisiik kopya sayisina sahip olmasi ve biiyilk DNA pargalarinin aktarilmasina olanak

vermesi ile diger bir¢ok yonteme gore, daha ¢ok tercih edilmektedir (Park, 2006).

Dolayli gen transformasyonunda kullanilan etkin yontemlerden bir digeri olan
bitki viriisii yoluyla gen aktarimi, Agrobacterium yonteminden daha kolay, protoplast
transformasyonundan daha basit ve partikiill bombardimanindan daha ucuzdur.
Bunun yani sira, tiim bitki hiicrelerinin dogal olarak enfekte olmasi ve ¢ok sayida
transgen kopyasinin olusmasi sonucu yiiksek ekspresyon seviyeleri elde
edilmektedir. Buna karsin, bitki virlisleri ile aktarilan genler, genoma entegre
olmazlar ve gamet yoluyla aktarilmazlar; dolayisiyla etkileri mayozla kalici hale

gelmez (Twyman ve ark., 2002).

Agrobacterium’a dayali gen aktarim sisteminin etkin bir bi¢imde
kullanilamadig: bitki tiirlerine gen aktarimi i¢in ¢ogunlukla dogrudan gen aktarim
teknikleri kullanilmaktadir. Bu teknikte, plazmid veya viriis gibi biyolojik vektorlere
gereksinim duyulmaksizin, ¢iplak DNA dogrudan aktarilmaktadir. Enzimatik veya
kimyasal yolla hiicre duvarlar1 uzaklastirtlmis bitki hiicreleri olan protoplastlarin
kullanildig1 protoplast fiizyonu, dogrudan gen transferlerinin en yaygin kullanilan
yontemlerinden birisidir. Hiicre duvarlarinin uzaklastirilmasi, 6zel kimyasallarin
kullanilmast ve yliksek voltajli elektrik soku uygulamasi, protoplast flizyonunda
yabanct DNA’nin aktarimini kolaylastirmaktadir. Ayrica yiiksek pH’da, polietilen
glikol (PEG) ve polivinil alkol, Ca™ gibi divalent katyonlarla bir arada
kullanildiginda ¢iplak DNA’nin protoplastlara girisi daha etkin olmaktadir
(Paszkowski ve ark., 1984). Protoplasttan tam bir bitki elde edilmesinin 6 ay kadar
uzun siirmesi, geligen bitkilerde mutasyon ve kromozomal anomalilerin goriilmesi ve
uygulanabilecek tiir sayisinin siirli olmasi, bu yontemin dezavantajlaridir (Horsch

ve ark., 1985).

Bir baska dogrudan gen aktarim teknigi, basta memeli hiicresi
transformasyonuna yonelik olarak gelistirilmis, giiniimiizde ise hem monokotil hem
de dikotil bitki tiirlerine uyarlanmis olan elektroporasyon yontemidir. Bu teknikte
genlerin girigi, yiiksek voltajli elektrik akimi uygulanan bir soliisyonda bulunan
hiicrelerin zarlarinda geri dontislii porlarin olusturulmasiyla saglanmaktadir (Fromm

ve ark., 1985).



Mikroenjeksiyon yontemi, mekanik yolla ¢iplak DNA molekiillerinin tiim bitki
hiicresine veya protoplastlara aktarilmasi esasina dayanan onemli bir dogrudan
transformasyon teknigidir. Bitkiye aktarilmasi istenen genleri tastyan DNA pargasi,
cok ince kilcal pipetlerle ve enjektorlerle, immobilize edilmis hedef hiicrelere, kallus,
meristem veya mikrospor igerisine steril sartlarda, mikroskop altinda dogrudan
enjekte edilir. Bu sekilde genin sitoplazmaya veya dogrudan hiicre g¢ekirdegine
transferi saglanmaktadir (Crossway ve ark., 1986). Ancak, cok is glicii gerektiren ve
yiiksek maliyetli olan bu yontemde elde edilen transformantlarin sayis1 diger

yontemlere gore daha diisiiktiir.

Biyolistik veya gen tabanca yontemi olarak da bilinen mikropartikiil
bombardimani, ilgili geni iceren genetik materyalin hiicre duvarindan dogrudan
gecisini saglayan bir yontemdir. Bu teknikte, altin veya tungsten ile kaplanmis
plazmid DNA’s1 (mikropartikiil) kullanilmaktadir. Makro-tagiyicilar {izerine
yerlestirilen bu mikropartikiiller, petri igerisindeki bitki dokularina hava basinci
yardimiyla firlatilir (Gan, 1989). Bombardiman sirasinda perfore edilmis plakalarin
makro tastyicilari durdurmasi, bitki hiicrelerine sadece mikropartikiillerin ulagsmasini
saglamaktadir. Hiicre igerisine giren mikropartikiiller, kapli oldugu yiizeyden
kurtulur ve bitki hiicresinin kromozomal DNA’sina entegre olur. Buna karsin
mikropartikiil bombardimani, rekombinasyona ve genlerin susmasina sebep
olabilecek karmasik, biiyilk ve ¢ok kopyali transgenik lokuslar olusturur (Yao ve
ark., 2006). Sonu¢ olarak, Agrobacterium transformasyonu, mikropartikiil
bombardimanina gore daha az mutasyona sebep olmakta ve daha basit entegrasyonu

sagladigi i¢in daha avantajli goriilmektedir (Tzfira ve Citovsky, 2006).

1.1.2 Genetigi Degistirilmis Ekinlerde Tarimsal Uygulamalar

Tarim bitkilerinde, segilen iistiin bir 6zelligin geleneksel bitki 1slah yontemleri
ile kalic1 ve yaygin hale getirilmesi hem uzun yillar almakta hem de tercih edilmeyen
bagka Ozelliklerin de ortaya ¢ikmasina yol acabilmektedir. Belirli bir 6zellik
acisindan daha {istlin  bitkiler gelistirilmesinde bircok yontem sunan Bitki
Biyoteknolojisi’nin bir alt dali olan Transgenik Bitki Teknolojisi, genlerin bir tiirden

ilgili veya ilgisiz baska bir tiire aktarilmasini hedeflemektedir. Bir genin bir



organizmaya rekombinant DNA teknolojisi yoluyla aktarilmasi islemi
transformasyon olarak bilinmekte ve bu sekilde yeni 06zellik kazanmis bitkiler

transgenik veya genetigi degistirilmis (GD) bitkiler olarak adlandirilmaktadir.

Transforme edilen ilk bitki olan tiitiin kullanilarak bugiine kadar rekombinant
proteinler, antikorlar ve ila¢ endiistrisinde kullanilmak tiizere 6zel kimyasallar
retilmistir. Titiin (Nicotiana tabacum L.; 2n=4x=48) yaklasik 6 milyon yil 6nce
diploid olan N. sylvestris ve N. tomentosiformis’in gaprazlanmasi sonucu gelisen
dogal bir allotetraploiddir. Tiitlin bitkisi, hizlica ¢ogaltilabilmesi ve genetik olarak
kolayca manipiile edilebilmesinden dolay1 bitki biyoteknolojisinde model organizma

haline gelmistir (Ganapathi ve ark., 2004).

Baslangigta genlerin yap1 ve islevlerini analiz etmek icin yapilan ve 1980’lerin
basindan beri (Lamb ve Beachy, 1989) siire gelen bitki transformasyon ¢alismalart;
daha sonra iiriin verimi ve kalitesini arttirma, hastalik ve nematod, bécek ve mantar
gibi biyotik streslere ve topraktaki kuraklik, yiiksek tuz konsantrasyonu ve agir metal

gibi abiyotik stres faktdrlerine karsi direnci arttirma amaglarina da yonelmistir.

Ekin verimini Onemli Olclide azaltan bu stres faktorlerine karsi, gen
diizeyindeki modifikasyon ve degisiklikler ile yliksek toleransh transgenik bitkiler
gelistirilmistir. Bu transgenik bitkilerin iiretimine sadece 25 yil once baslanmasina
karsin, giiniimiizde soya fasiilyesi, misir, pamuk ve kanola gibi bir¢ok transgenik
zirai bitki genis alanlarda ekilmeye baslanmis ve bunlarin {iriinleri marketlere kadar

¢oktan ulagsmistir (James, 2005).

Diger canlilar tarafindan tretilen koruyucu protein ya da enzimleri kodlayan
genlerin transferi, bitki verimliligini etkileyen stres faktorlerine karsi toleransh
bitkilerin yetistirilmesi igin izlenen biyoteknolojik yotemlerden birisidir (Olger,
2001). Bunun yani sira, ¢evresel faktorlere karsi toleransa sahip transgenik bitki
gelistirme calismalari, ozmotik dengeleyici rolii olan maddeler, membrandaki yag
asitlerinin doymusluk seviyesi veya oksijenli radikal gruplarin yok edilmesi gibi
konularin daha ¢ok arastirilmasina sebep olmustur. Bu ¢alismalar 1s181nda, bitkilerin
uygun olmayan g¢evre kosullarindan korunmak i¢in kullandigi temel stratejilerden

birinin ¢esitli organik maddelerin biriktirilmesi yoluyla yaptig1 metabolik diizenleme



oldugu belirlenmistir. Ornegin; stres kosullarinda betain birikiminin bitki hiicresinde
bulunan bazi protein kompleksleri ve zarin korunmasinda rol aldig1 diisiiniilmektedir.
Bundan yola ¢ikilarak kolinden betain biyosentezinin, genetik miihendisligi yoluyla
arttirilmasi ile strese hassasiyet gosteren ve bu maddeyi sentezleyemeyen bitkilerin
de strese kars1 toleransinin arttirilmasi saglanmistir (Huang ve ark., 2000; Hayashi ve
ark., 1998). Bir bagka caligmada ise kolin dehidrogenaz enzimini kodlayan genin
Escherichia coli’den izolasyonu ve bu genin tiitiin ve patates bitkilerine aktarimi
sonucunda sirasiyla tuza ve soguga toleransli transgenik bitkiler gelistirilmistir
(Sakamato ve ark., 2000; Holmstrom ve ark., 2000). Ayrica transgenik bitkilerde
mannitol iiretiminin arttiritlmasi (Thomas ve ark., 1995; Shen ve ark., 1997) ve
mutant tiitiin bitkilerinde prolin birikiminin saglanmasi ile tuz stresine kars1 dayanikli
bitkiler elde edilmistir (Roosens ve ark., 1999). Bir baska ¢alismada ise transgenik
tiitlin bitkilerinde sorbitoliin yiiksek seviyede sentezlenmesi sonucu floemde bor
taginimi1 artmig, sonugta bor eksikligi olan ortamlarda bitki gelisimi ve bor

eksikligine kars1 bitkinin toleransi artirilmistir (Brown ve ark., 1999).

1.2 Bor ve Bitkilerdeki islevsel Rolii

Periyodik tablonun ii¢iincii grubunun basinda bulunan ve atom numarasi 5 olan
bor elementinin, kiitle numaralar1 10 ve 11 olan iki farkli izotopu bulunmaktadir.
Bor, yeryiiziinde toprak, kaya ve suda yaygin olarak bulunan bir elementtir. Topragin
bor igerigi genelde ortalama 10-20 ppm olmakla birlikte Amerika Birlesik
Devletleri’nin (ABD) bati bolgeleri ve Akdeniz’den Kazakistan’a kadar uzanan
bolgede yiiksek derisimlerde bulunmaktadir. Deniz suyunda 0,5-9,6 ppm; tath
sularda ise 0,01-1,5 ppm araligindadir. Yiiksek derisimde ve ekonomik boyutlardaki
bor yataklari, borun oksijen ile baglanmis bilesikleri olarak daha ¢ok Tiirkiye ve
ABD’nin kurak, volkanik ve hidrotermal aktivitesi olan bolgelerinde bulunmaktadir.
Diinya tahmini bor rezervi 1,2 milyar ton olup; bu rezervin % 72,2’si Tirkiye’de
(851 milyon ton B,03), % 8,5’i Rusya’da ve % 6,8’i ABD’de bulunmaktadir (DPT
Bor Madenleri Raporu, 2007).

Topraktaki borun biiyiik kismi, boraks, kolemanit, ileksit, turmalin ve borat

mineralleri olarak bulunur ve bitki tarafindan kullanilabilir halde degildir. Bitkinin



faydalanabildigi, suda ¢6ziiniir borik asit (H3BOs3) ise zayif bir monobazik asit (pKa
9.24) gibi davranarak topraktaki ¢ogu pH kosullarinda ayrismaz. Diger
elementlerden farkli olarak bor, toprak soliisyonunda iyonize formda bulunmaz.
Toprakta H3BO3; formunda bulunan bor, yiiksek yagis alan bolgelere (Japonya, Cin,
Brezilya) ait topraklarda kolaylikla akabilmekte ve bu durum bitki biiyiimesi i¢in
gerekli olan borun eksikligine sebep olmaktadir (Shorrocks, 1997). Buna karsin az
yagis alan bolgelerde bor, yeteri miktarda akamayip toprakta birikmekte ve bitkilerde
toksik etkiye sebep olmaktadir (Reid, 2007b). Ayrica toprak niteligi ve nemi,
sicaklik, pH ve kil mineralojisi gibi fiziksel faktorler borun bitki tarafindan alinimini
etkilemektedir (Goldberg, 1997; Mengel ve Kirkby, 2001). Ornegin; toprakta kil
miktari arttik¢a bitki tarafindan bor emilimi de artmaktadir (Goldberg, 1997).

Borun yiiksek bitkiler icin mutlak gerekli bir besin elementi oldugu yaklasik 80
y1l Once belirlenmesine karsin (Warington, 1923), bitkideki islevi tam olarak
anlagilamamistir. Mevcut bilgilere gore bitki hiicresinde borun, karbonhidrat ve
protein metabolizmasinda, seker tasiniminda, hiicre duvari sentezi ve yapisal
stirekliliginde, lignifikasyon, respirasyon ve RNA metabolizmasinda 6nemli roller
aldig1 belirlenmistir (Parr ve Loughman, 1983). Ek olarak bor, nitrojen fiksasyonu,
doku farklilasmasi, oksin ve fenol metabolizmasinda, hiicre zar1 gecirgenliginde,
polen ¢imlenmesinde ve polen tiipii biiyiimesinde de 6nemli roller iistlenmektedir
(Marschner, 1995). Son donemde yapilan ¢alismalarda, borun hiicre duvarinda pektik
bir polisakkarit olan ramnogalakturonan-Il1 (RG-1I)’ye tutundugunun dogrulanmasi,
bitkide onerilen fizyolojik bir¢ok roliinii agiklamaktadir (O’Neill ve ark., 2004).
Ornegin, borun hiicre duvarindaki islevsel rolii, turp kék hiicre duvarlarindan bir bor-
polisakkarit kompleksinin izolasyonu ve karakterizasyonu ile gdsterilmistir (Matoh
ve ark., 1993). Glikozil analizleri bu kompleksin polisakkarit bileseninin, borat diol
ester ile capraz olarak bagli ve bir dimer olarak bulunan RG-II oldugunu géstermistir
(Kobayashi ve ark., 1996). RG-II, icerdigi apioz sekeri sayesinde boru, kovalent bag

ile hiicre duvarindaki pektinin polisakkarit zincirlerine baglamaktadir.

Bir¢ok biyolojik molekiiliin yapisinda bulunan ve cis-diol grubuna sahip riboz
sekerlerinin de kolaylikla bora baglandigi gosterilmistir (Landers ve ark., 1992).
Ornegin riboz igeren biyomolekiiller arasinda nikotinamid adenozin diniikleotidin

(NAD") bora baglanma afinitesi yiiksektir (Hunt, 2002). Malat dehidrogenaz ile



yapilan aktivite calismalara gore, borun NAD" ile kompleksler olusturarak
metabolizmay1 bozabildigi gdsterilmistir (Reid ve ark., 2004). Apioz ve riboz disinda
bor ile giiglii bir etkilesime giren biyolojik molekiiller arasinda sorbitol ve diger

seker alkolleri, fenoller ve serin gibi amino asitler de bulunmaktadir (Brown ve ark.,

2002).

Misir (Pollard ve ark., 1977) ve ay ¢igegi (Schon ve ark., 1990) kok uglarinda
bor eksikligi ve borun yeniden uygulanmasi sonrasinda iyon akis1 degisikliklerinden
yola ¢ikilarak, borun belirli bir roliiniin de plazma zar1 biitlinliglinlin saglanmasi
oldugu Onerilmistir (Cakmak ve Romhelde, 1997). Ayrica baska calismalarda bor
eksikligi uygulanmis hiicre veya koklerde, plazma zarma bagh H® pompalayan
ATPazlarin aktivitesinin diistiigii gosterilmistir (Pollard ve ark., 1977; Blaser-Grill ve
ark., 1989). Borun yeniden uygulanmasiyla ATPaz aktivitesinin geri kazanilmasi, zar
potansiyelindeki hiperpolarizasyon ve proton saliniminin artmasi ile gosterilmistir.
Bundan dolayi, borun iyon akisindaki etkilerinin, dogrudan veya dolayl olarak zara
bagli ATPazlardan kaynakli oldugu distiniilmiistiir. Daha sonraki ¢aligmalarda ise,
borun plazma zarindaki glikoprotein ve glikolipidlerin hidroksil gruplarina
baglanmasinin, borun zara bagli ATPazlara wuyarict etkilerinin ve zar
gecirgenligindeki degisimin asil nedeni oldugu Onerilmistir. Ayrica, borun
glikoprotein ve glikolipid komplekslerine baglanmasi, zar yapisinin kararliligini
saglayarak zardaki enzim ve kanallar1 optimum konformasyonda tutmaktadir
(Cakmak ve ark., 1995; Cakmak ve Rémheld, 1997; Brown ve ark., 2002; Goldbach
ve Wimmer, 2007).

Bitki biiylime ve gelisimi i¢in esas elementlerden olmasi ile birlikte, diger
elementlerle karsilastirildiginda borun toksisite ve eksiklige yol agan seviyeleri
arasindaki fark ¢ok azdir. Ayrica bitkilerin bor gereksinimi, tiirler ve tiir igindeki
genotipler arasinda dahi oldukga degisiklik gdstermektedir. Ornegin, arpa ve bugday
gibi otsu monokotillerin en diisiik gereksinimi 4-10 pg B/g kuru agirlik iken,
dikotiller i¢in bu 20-55 pg B/g kuru agirliktir (Hu ve ark., 1996; Mengel ve Kirkby,
2001). Cogu tiirlin bor gereksinimindeki farkliliklarin hiicre duvarindaki pektin (Hu
ve ark., 1996) veya seker ve polifenol miktarlariyla (Mengel ve Kirkby, 2001)

iligkili oldugu 6nerilmistir.



Tarlada bor eksikligine olan olumsuz cevaplar veya bor uygulamasina olan
olumlu cevaplar, ekinlerin bor gereksinimlerini belirlemede kullanilmistir
(Shorrocks, 1997). Brassicaceae familyasindan bazi dikotiller, 6rnegin lahana,
salgam ve karnibahar bor eksikligine ¢ok hassas olup bor uygulamasina en duyarl
cevabi verirler. Kereviz, kahve, pamuk, ay¢igegi, zeytin ve liziim bor eksikligine
duyarli olan diger baz1 ekinlerdir. Yonca, bezelye ve fasulye de yiiksek seviyede bora
ihtiya¢ duyar (Mengel ve Kirkby, 2001). Cogu bitki tiirii i¢in reprodiiktif biiylimede
gerekli olan bor gereksinimi vejetatif biiylime ic¢in gerekli olandan ¢ok daha
yiiksektir. Bununla birlikte, borun polen tiipii biiyiimesi, polen olusumu ve polen

omriinde kritik oldugu bildirilmistir (Dugger, 1983; Blevin ve Lukaszewski, 1998).

1.2.1 Bor Tasima Sistemi

Bitki kokleri, toprak soliisyonunda bulunan boru, topraktaki toplam borun
yaklasik % 10’unu olusturan ve ayrismamis halde hiicre zarlarindan gegen H3BO3
formunda alirlar (Power ve Woods, 1997). Ilk zamanlarda borik asitin hiicre icine
aliiminin sadece pasif difiizyon ile oldugu diisiiniilmekteydi. Borik asite kars1 hiicre
zarindaki ¢ift kath lipid tabakasinin yiliksek gecirgenligi, bu hipotezin ortaya
atilmasinda en bliylik etkendi (Raven, 1980). Marschner’in 1995°te yaptig1 calismada
da bor eksikligi belirtisinin gen¢ dokularda; toksisite belirtisinin ise yasl dokularda
goriilmesi, bor taginiminin pasif difiizyon ile yapildig1 hipotezini dogrulamaktaydi.
Fakat fizyolojik calismalar ve zar gecirgenliginin dogrudan Ol¢liimii, bor tasima
sistemlerinin, hem pasif diflizyonu hem de kanal-yoluyla difiizyonu igerdigini
gostermistir (Stangoulis ve ark., 2001). Ayrica spesifik bor tasiyici protein ve
kanallarinin ilk olarak Arabidopsis thaliana’da belirlenmesi bor taginmasinin sadece

pasif difiizyon ile olmadigin1 ortaya koymustur.

Bugiine kadar iki tip bor tasiyici protein tespit edilmistir. Bunlar, borik asit
kanallar1 olarak ifade edilen nodulin-26-benzeri proteinler (NIP’ler) ve bor
tastyicilaridir (BOR). Arabidopsis thaliana’da BOR1 ve NIPS5;1 olarak tanimlanan
iki tip bor tastyicisinin, bor eksikligi altinda plazma zarindan borun gecisinde etkin
bir rol oynadig1 gosterilmistir (Takano ve ark., 2002; 2006). Bu tasiyicilardan BOR1,

biyolojik sistemlerde belirlenen ilk bor tasiyicisidir. Yapilan caligmalarda bor



toksisitesi altinda BOR1 protein seviyesinin diistiigi tespit edilirken; bor eksikligi
alinda BOR1’in &zellikle hiicre zarinda biriktigi gdzlenmistir. Ilging bir sekilde
yiiksek bor konsantrasyonu altinda BORI1’in endozom yapisina dahil oldugu ve
parcalanmak iizere vakuollere tasindigi belirlenmistir (Takano ve ark., 2005).
Filogenetik analizler kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise geltik koklerinin uzama
bolgesindeki ekzodermal ve endodermal hiicrelerde eksprese olan OsBOR1 adh

BOR1-benzeri bir gen belirlenmistir (Nakagawa ve ark., 2007).

Diger bir bor tasiyicist olan NIP5;1 borun kok hiicrelerine alinimini
kolaylastiran bir borik asit kanalidir. A. thaliana koklerinde diisiik bor derisimi
altinda yapilan mikroarray c¢aligsmalarinda 24 saat sonunda NIP5;1 mRNA
seviyesinin 15 kat arttig1 tespit edilmistir (Takano ve ark., 2006).

Sonug olarak bor tastyicilarinin belirlenmesi, borun hiicre zarindan gecisinin
sadece pasif diflizyon ile degil, ayn1 zamanda cevresel bor kosullarina cevaben

diizenlenen tasiyici kanallar ile aktif sekilde yapildigini ortaya koymustur (Miwa ve

Fujiwara, 2010).

Bitki biinyesinde hareketi sinirli olan borun, bitkide yapraklara taginmasinda
transpirasyonun etkili oldugu saptanmistir (Michael ve ark., 1969). Bitkiler
tarafindan bor alimi ve farkli organlara taginmasinin bitkinin su alimi ve suyun
ksilemdeki hareketi ile yakindan iligkili oldugu ve ayrica bu taginmanin bitki tiirleri
arasinda biiyiik farkliliklar gosterdigi belirlenmistir (Marschner, 1976). Bor
taginmasinin daha ¢ok transpirasyona bagli olmasi, yaprak uglar1 ve kenarlarinda bor
birikiminin nedenini de agiklamaktadir. Borun yapraklarda bu sekilde birikmesi

toksik etkilere neden olabilmektedir.

1.2.2 Bor Toksisitesi

Balikesir, Kiitahya, Eskisehir gibi orta ve bati Anadolu sehirlerinde yer alan
diinyanin en biiyiik sodyum borat kaynaklari, Tiirkiye’yi bor kaynaklar1 agisindan
diinyada lider duruma getirmistir (Kar ve ark., 2006). Bu durum, bolgede borun su
kaynaklart ve tarim alanlarini etkileyen Onemli bir problem olmasina sebep

olmaktadir (Nebiler ve ark., 1999; Oztiirk, 2000). Benzer sekilde, topraktaki yiiksek
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bor derisimi, Giiney Avustralya, Kaliforniya ve Sili gibi diinyanin kurak ve yari-
kurak bolgelerinde tarimsal tretimi ciddi sekilde sinirlamaktadir (Nable ve ark.,
1997; Cartwright ve ark., 1984). Diger yandan, az yagis alan ve volkanik olaylarin
meydana geldigi ¢ogu bolgede ekinler bor toksisitesine maruz kalabilmektedir
(Power ve Woods, 1997). Ayrica bor toksisitesi ¢cogunlukla direnaj eksikligi olan
tuzlu topraklarda goriilmektedir (Goldberg, 1997).

Tahil bitkileri igin toprakta ¢oziilebilir bor miktarinin 5 mg/L tizerine ¢iktigi
durumlar toksisite olarak kabul edilir (Mengel ve Kirkby, 2001). Ancak bu deger
tahillarin gesitlerine, fizyolojik biiyiime kosullarina ve sulamaya bagli olarak
degiskenlik gostermektedir (Nable ve ark., 1997). Bora kars1 duyarli olan tahillarin
Tiirkiye topraklarinda yiiksek oranda bora maruz kalmasi tahillarin veriminin

azalmasina yol agmaktadir (Kalayc1 ve ark., 1998; Torun ve ark., 2001; 2003).

Yiiksek seviyede bor, kok ve govdede biiylimeyi azaltir, yaprak uclarinda ve
olgun yapraklarin kenarlarinda nekroza yol agar (Nable ve ark., 1997; Reid ve ark.,
2004; Reis ve Fitzpatrick, 2009). Nekrozun nedeni, daha ¢ok transpirasyona bagl
bor tasinmasi ve dolayisiyla yaprak uglart ve kenarlarinda bor birikimi olarak
gosterilmektedir. Yaprak kenarlarindan baslayan bora bagli semptomlar, sonrasinda
lateral damarlardan orta damara yayilir (Mengel ve Kirkby, 2001). Klorosis sonrast
nekroz olusumunun yam sira, borun floemdeki hareketliliginin de belirlendigi bitki
tiirlerinde (Brown ve Hu, 1996) toksisite semptomlar1 arasinda meyve ciirlimesi,
kuru madde kaybi, kok uzamasinin engellenmesi, kabuk nekrozlar1 ve kambiyum
Oliimiine bagl govde oliimii yer almaktadir (Nable ve ark., 1997; Marschner, 1995).
Bor toksisitesinin bir bagka morfolojik semptomu olan yaprak kivrilmasi belli bitki
tiirlerinde goriilmiis ve bu durumun hiicre duvarinin genislemesinden kaynaklandig:

diistiniilmiistiir (Loomis ve Durst, 1992).

Bitki tiirleri arasinda oldugu gibi, ayni tiiriin ¢esitleri arasinda bora duyarlilikta
biliyliik farkliliklarin bulundugu ve bu farkliliklarin nedeninin bitkilerin bor
toksisitesinden bitkilerin fizyolojik olarak ayni derecede etkilenmemesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Paull ve ark., 1988; Nable, 1991). Ornegin, bor
toksisitesine direng gosteren bugday cesitleri

150 mg B/kg uygulanan toprakta yetistirildiklerinde tiriinde 6nemli bir azalma
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gbzlenmezken, ayni1 derisimde yetistirilen bora duyarli ¢esitlerde ise biiyiik {iriin
kayiplar1 olmakta ve hatta bu ¢esitlerde 25 mg B/kg uygulamasinda dahi verim

azalmasi goriilmektedir (Paull ve ark., 1988).

Doku bor igeriklerine gore, duyarli ve toleransli genotiplere ait yaprak bor
derigim farkinin 10 kata kadar degisebilecegi belirlenmistir (Furlani ve ark., 2003).
Bor derisiminin ayn1 zamanda bir bitkinin farkli kisimlar1 veya dokularinda ve farkli
gelisim evrelerinde dahi biiyiik degisiklik gosterebildigi tespit edilmistir. Arpa ve
bugdaydaki kritik degerler kilogram basina diisen kuru agirlikta sirasiyla 10 ve 130
mg bor olarak belirlenmistir (Kludge ve Podlesak, 1985; Riley ve ark., 1994; Mengel
ve Kirkby, 2001). Bununla birlikte, bugday yapraginda kritik bor derisimi 700 mg
B/kg kuru agirlik olarak belirlenmistir (Ayars ve ark., 1993). Bor toksisitesine en
duyarli bitkiler arasinda elma, seftali, iiziim, fasulye ve incir; yar1 toleranslilar
arasinda arpa, misir, patates, tiitiin ve domates; ve de en toleranslilar arasinda seker

pancari, turp, havug ve pamuk yer almaktadir (Mengel ve Kirkby, 2001).

Gereksiniminden fazla bora maruz kalan yiiksek bitkilerde, ¢esitli enzimlerin
aktivitelerinde ve sonrasinda metabolizmalarinda énemli degisiklikler belirlenmistir.
Ornegin yapilan bir proteom calismasinda (Atik ve ark., 2011), bor toksisitesi
uygulanan toleransli arpa c¢esidinde, ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz
(RuBisCo) enziminin uzun zinciri, thaumatin-benzeri bir protein (TLP5), patojenite
ile ilgili bir protein (PR5), RNaz S-benzeri bir protein, PSI tip Il klorofil a/b
baglanma proteini, 1s1k-hasat kompleksi | (LHC 1) ve vakuolar proton-translokasyon
ATPaz alt birimi E proteini olmak iizere 7 proteinin ekspresyon seviyesinin arttigi

belirlenmistir (Wimmer ve ark., 2003).

Literatiirde borun nitrojen bilesenlerinin metabolizmasini etkilediginin rapor
edildigi calismalar da bulunmaktadir (Bonilla ve ark., 1980; Kastori ve Petrovic,
1989). Ornegin arpa ve bugdayda, bor toksisitesi altinda yaprak ve kok dokularinda
nitrat rediiktaz ve glutamat dehidrogenazin aktivitelerinin degistigi belirlenmistir

(Mahboobi ve ark., 2002).

Bitkilerde tuzluluk, kuraklik, patojen enfeksiyonu ve ekstrem sicaklik gibi

cevresel stresler altinda siikroz gibi ¢esitli karbonhidratlarin seviyesinin degistigi
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gbzlenmistir (Rosa ve ark., 2009) Benzer sekilde borun sekerden nisasta yapimini
inhibe ettigi ve toprak bor derisimi yiiksek oldugunda kok ucunda sekerlerin azaldigi
tespit edilmistir (Marschner, 1995).

Biyokimyasal ve fizyolojik analizlerin yapildig1 bir caligmada (Karabal ve ark.,
2003) arpada bor toksisitesinin antioksidan enzim mekanizmalari ile olan iligkisi
incelenmistir. Bu c¢alismaya gore; bor toksisitesi altinda osmotik koruyuculardan
prolin seviyesinde herhangi bir degisim tespit edilmemistir. Calisma sonucunda, bor
toksisitesinin arpa yapraklarinda hiicre zar1 hasarina neden oldugu ancak bu durumun
genel stres cevaplarinda oldugu gibi aktif oksijen g¢esitlerini artirmadigr ve
antioksidan enzim aktivitelerinin toksisite kosullar altinda kritik bir rol oynamadigi

gOriilmiistir.

1.2.3 Bitkilerde Bor Tolerans Mekanizmasi ve Bor Toleransi

Gelistirmeye Yonelik Yaklasimlar

Vaskiiler bitkilerde bor tolerans mekanizmasint ¢6zmeye yonelik, borun
topraktan emilimi, bitki i¢inde hareketi, transpirasyon sonunda birikimi, yaprakta
goriilen derisim gradienti, toksisite belirtileri, dokulardaki bor miktarlar1 ve tiir ile

cesitler arasindaki bor toksisite toleransi gesitliligi incelenmistir (Reid ve ark., 2004).

Bitkilerde bor toksisitesi veya eksikligine karsi toleransla ilgili mekanizmalar
heniiz tam anlagilmamakla birlikte tolerans mekanizmalariyla ilgili 6nerilen birkag
model bulunmaktadir. Bunlardan ilki, hiicre i¢i bor derisimi toksik seviyelere
ulastiginda bora baglanan bilesenlerin varligint (Reid ve ark., 2004); ikinci model,
borun bolgesel birikimini ve bir baska model ise borun bir tasiyici ile aktif taginimini
onermektedir (Hayes ve Reid, 2004). Dolayisiyla tolerans mekanizmasi farkli tasima
sistemlerini kullanarak borun bitki dokularinda diisiik derisimlerde kalmasini
saglamaktadir. Buna gore bor alinimi azalmakta veya koklerden aktif bor akisi
olmaktadir. Toleransli ¢esitlerde bor birikiminin hassas c¢esitlere gore diisiik
miktarlarda tespit edilmesi, borun kompleks yapilara baglanmasi veya vakuollerde
kompartmantasyonundan ziyade; boru disart atma mekanizmasinin daha gegerli

olabilecegini 6nermistir.
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Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda Arabidopsis, geltik, arpa ve bugdayda
onemli birka¢ bor tasiyicis1 belirlenmistir (Miwa ve Fujiwara, 2010). Ornegin;
Arabidopsis te AtBOR1 ve AINIP5;1 genlerinin bor eksikliginde borun etkin sekilde
taginimi i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir (Takano ve ark., 2002; 2006). Buna gore
BORT’in, kok hiicreleri ile toprak arasinda konsantrasyon gradiyenti olusturdugu ve
bu gradiyent farkinin kok hiicrelerine borun NIP5;1 tarafindan alinmasi igin
kullanildig1r diistiniilmektedir (Miwa ve Fujiwara, 2010). Aym1 zamanda bor
toksisitesi altinda bor alimminin A¢NIP5;1°in transkripsiyonel regiilasyonu veya
AtBOR1’in endositoz ve degredasyonu ile diizenlendigi de gosterilmistir (Takano ve

ark., 2005).

Karakterize edilen ilk bor tasiyicisi olan BOR1’e ait homolog genler
Arabidopsis thaliana disindaki diger bitki tiirlerinde tespit edilmistir. Ornegin Sutton
ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 calismada, bor toleranslart farkli 2 arpa ¢esidinde
yapilan kantitatif o6zellik lokusu (QTL) analizinde haritalanan bolgede BOR1
homologu bulunmustur ve bu gen Botl olarak isimlendirilmistir. Ayn1 donemde Reid
(2007) arpa ve bugdaydan sirasiyla Hv-BOR2 (Botl) ve Ta-BOR2 genlerini
klonlamis ve bu genlere ait iiriinlerin BOR1 gibi yiiksek bor toleransindan sorumlu
olduklarini tespit etmistir. Ayrica AtBOR1 ortologu olan Oryza sativa BOR1’in,
borun koklerle alinimi1 ve govdede tasiniminda kritik bir rol oynadigi gosterilmistir
(Nakagawa ve ark., 2007). BOR1 paralogu olan BOR4 geninin ekspresyon seviyesi
artirilarak Arabidopsis thaliana’da toksik bor kosullarina karsi yiiksek seviyede
tolerans saglanmistir (Miwa ve ark., 2007). Bu ¢alismada BOR1’in aksine BOR4’iin
toksik bor kosullar1 altinda degrade olmadigi belirlenmistir. Bor tasiyicilarinin bor
kosullarma bagli ekspresyon ve protein seviyelerindeki degisim, bitkilerin bor
stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir (Miwa ve
Fujiwara, 2010). Ayrica At-BOR1 geni ve At-BOR1 ortologlari olan, arpadaki
HvBOR2 ile cgeltikteki OSBOR1 genlerinin mayada ekspresyonu, hiicre i¢i bor
derisimini azaltmistir (Takano ve ark., 2002; Sutton ve ark., 2007; Nakagawa ve ark.,
2007). Son donemde yapilan bir caligmada, Arabidopsis bor tasiyicis1 AtBOR4
geninin Oryza sativa’daki ekspresyonu yiiksek derisimde bora tolerans saglamistir
(Kajikawa ve ark., 2011).
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Son donemde bugdayda bor tasiyicisi olarak belirlenen Ta-BOR2’nin mRNA
dizisinin, arpada HvBorla geninin kodlanan dizisine (CDS) yiiksek oranda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu genin kodlanan dizisinin HvBotl ve OsBOR3
ile sirastyla %89 ve %83 oranlarinda benzerlik gosterdigi bulunmustur (Oz, 2012).
Bu g¢alismada Clipper ve Sahara arpa cesitleri kullanilarak bor toksisitesi altinda
HvBorla geninin ekspresyon seviyeleri kok ve yaprak dokularinda belirlenmistir.
Buna gore her iki gesitte de yaprak dokularinda HvBorla ekspresyon seviyesi, kok
dokularina gére onemli olgiide yiiksek bulunmustur. Bu nedenle HvBorla’nin borun
yapraklarda dagilimimdan sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir. Buna ek olarak, arpa
koklerinde HvBorla ekspresyon seviyesinin diisiik olmasina ragmen, kok
dokularindan alan farkli segmentlerdeki ekspresyon seviyeleri arastirildiginda en

yiiksek ekspresyonun kok uglarinda oldugu tespit edilmistir.

1.3 Tezin Amaci ve Literatiire Katkisi

Son zamanlarda BOR1 ve NIP5;1 gibi genlerin belirlenmesi, yasayan
organizmalarda bor tasiyicilart ile ilgili molekiiler seviyede ¢aligmalarin yapilmasina
olanak saglamustir. Ozellikle AtBOR1 ile ilgili calismalar hem bor eksikligi hem de
bor toksisitesine karsi tolerans mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in yeni kapilar
acmistir. A. thaliana’da yapilan bu c¢alismalar temel alinarak Saccharomyces
cerevisiae ve insanda bor tasiyicilart belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismalar bitkilerin,
cevresel bor kosullara karsi, bor tagiyicilarinin ekspresyon ve protein seviyelerini
diizenleyerek cevap verdigini de gostermistir. Bu nedenle giiniimiizde bor eksikligi
ve toksik kosullar altinda, bor tasiyicilart manipiile edilerek bitkilerin daha 1yi
biiyiimesi saglanabilmektedir (Miwa ve ark., 2007; Kajikawa ve ark., 2011) . Buna
karsin bor tasiyicilarinin diizenlenme mekanizmalari hala tam olarak acgikliga
kavusturulamamistir. Sonu¢ olarak model organizmalarda bor tasiyicilart ve
kanallarinin molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesi ve bu tasiyicilarin yapilarinin
anlasilmasinin, bor stresinden etkilenen tahil bitkilerinde bor toleransi gelistirmeye

olanak saglayacag diisiiniilmektedir.

Bu tezin amaci bor stresine dayamikli bitkiler gelistirilmek tizere; diger bor

tastyicilariyla yapisal benzerligi bulunan ve bu yiizden bor tolerans mekanizmasinda
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tastyici rolii ile etkin oldugu diisiiniilen arpa kokenli HvBorla nin model organizma
olan tiitiine transformasyonudur. Boylece ilk defa, bor tasiyicisi bir proteini kodladigi
diisiiniilen bir genin, kaynagindan farkli ve model organizma olan tiitiinde heterolog

ekspresyonu saglanmistir.
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2 MATERYAL ve YONTEM

2.2 MATERYAL

2.2.3 Bakteri Soyu ve Plazmidler

Bu caligmada, arpaya ait “Clipper” ¢esidinden pENTR—dTOPO plazmidine
(Sekil 2.1) klonlanmis olan HvBorla geni kullanilmistir (Oz, 2012). HvBorla genini
tastyan pENTR—dTOPO plazmidi, Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) soyuna ait
kompetan hiicreler aracilifiyla ¢ogaltildi. Bitki transformasyonunu gerceklestirmek
tizere ilgili gen, ekspresyon vektorii pIPKb004 plazmidine (Sekil 2.2) klonlandi.
Gen, vektor iginde Agrobacterium tumefaciens C58C1 soyuna aktarildi.

Sekil 2.1 pENTR—dTOPO vektoriiniin haritas1 (attL1 ve attL2: rekombinasyon
bolgeleri; TOPO: Topoizomeraz I; T1 ve T2: rrnB transkripsiyon terminasyon
dizileri; Kanamycin: bakteriyel kanamisin diren¢ geni; pUC ori: pUC orjini; Tiim

haklar1 Invitrogen’e aittir).
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Sekil 2.2 pIPKb004 vektoriiniin haritast (LB: T-DNA sol siniri; RB: T-DNA
sag smur1; Ubil P: ubikiitin 1 gen promotoru; hpt: higromisin fosfotransferaz;
CaMV35S T: CaMV35S terminatorii; nos T: nopalin sentaz terminatorii; attR1 ve
attR2: rekombinasyon bolgeleri; CmR: Kloramfenikol direng geni; ccdB: letal gen;
dCaMV35S P: iki kat giliglendirilmis CaM V35S promotoru; ColE1 ori: ColE1 orjini;
pVS1 ori: pVS orjini; SpecR: bakteriyel spektinomisin direng geni; Vektor IPK’den
saglandi).

2.2.4 Bakteri Kiiltiir Ortami ve Kiiltiir Kosullan

E. coli TOP10 hiicreleri, sahip olduklar1 plazmide gore secici antibiyotikleri
iceren Luria Bertani (LB) siv1 besiyerinde, yaklagik 100 rpm’de (revolutions per
minute) calkalanarak ya da yar1 kat1 besiyerinde 37°C sicaklikta gece boyu inkiibe
edilerek biyitildi. Plazmidlerin hiicrelere aktarimi sonrasi, kompetan hiicreler
S.0.C. (Super Optimal broth with Catabolic repressor) ortaminda iyilestirildi.
Agrobacterium tumefaciens C58C1 soyu, segici antibiyotikli YEB (Yeast Extract
Broth) sivi besiyerinde 180 rpm’de calkalanarak ya da yari kati YEB’de 28°C
sicaklikta biiyiitildi. Kiiltiir ortamlart pH 7,0-7,2 olmak tizere distile su ile
hazirlandi. Yar1 kati besiyerleri hazirlanitken %1,5 (w/v) agar ilave edildi.

Sterilizasyon 121°C sicaklikta 20 dk otoklavlanarak yapildi. Secici antibiyotikler 0,2
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um ¢apinda porlu filtreden gecirilerek steril edilip, besiyerleri sogutulduktan sonra
ortamlara ilave edildi. Ilgili geni tasidig1 dogrulanan kolonilerden, uzun siire saklama

amaciyla %40 gliserol stoklar1 hazirlandi ve — 80°C dondurucuda saklandi.

2.2.5 Bitki Materyali ve Doku Kiiltiir Ortam

Transformasyon ¢aligsmalarinda eksplant kaynagi olarak, model organizma olan
titiine (Nicotiana tabacum) ait Samsun ve Petit Havana cesitleri kullanildi.
Transforme edilecek yabani tip tiitiin bitkilerinin mikro ¢ogaltimi1 MS (Murashige ve
Skoog, 1962) besi ortaminda 3-4 haftada bir alt kiiltiirlenerek yapildi. MS besiyeri
(Cizelge 2.1), MS mikro-makro elementleri, vitaminleri ve siikroz distile suda
¢oziilerek hazirlandi. pH 5,7-5,8’e ayarlandiktan sonra %0,3 (w/v) fitajel ilave edildi
ve besiyerleri otoklavda 121°C sicaklikta 20 dk steril edildi. MS’in diger
kombinasyonlari olan MSA, MSB ve MSC besi ortamlarinda (Cizelge 2.2) kullanilan
bitki biiyiime diizenleyicileri ve antibiyotikler 0,2 um ¢apinda porlu filtre ile steril
edilip besiyeri sogutulduktan sonra ilave edildi. Tiim bitki doku kiiltiirleri, 24+2°C,
300 urnolm'zs'1 floresan 15181nda, %70 nem ve 16/8 saat (aydinlik/karanlik) foto
periyodunda inkiibe edildi. Tiitlin transformasyonunda kullanilan infiltrasyon ortami

da filtre ile steril edildi.



Cizelge 2.1 MS besiyeri icerigi.

mg /L
Makro Elementler
CaCl, 332,02
KH,PO, 170,00
KNO3 1900,00
MgSO4 180,54
NH;NO; 1650,00
Mikro Elementler
CoCl,.6H,0 0,025
CuS04.5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
KI 0,83
MnS0O,4.H,0 16,90
Na;Mo00,.2H,0 0,25
ZnS0,.7H,0 8,60
Organik Bilesenler
Glisin 2,00
Myo-inositol 100,00
Nikotinik asit 0,50
Pridoksin-HCI 0,50
Tiamin-HCI 0,10
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Cizelge 2.2 Mikrogogaltim ve tranformasyon sonrasi se¢ilim besi ortamlari.

Ortam Bilesenleri Kullanim amaci
MS MS + 30g/L siikroz Yapraklarin kesilmesinde ortam
olusturma
MSA MS + 30g/L siikroz + 2.6 g/L Yabani tip yaprak disklerinde
fitajel + 1 mg/L BAP kallus ve mikro gévde olusumu;
(benzilaminopiirin) + 0.1 mg/L Agrobacterium uygulanmis
NAA (naftelenasetik asit) yaprak disklerinin birlikte-
kiiltiirlenme sathasi
MSB MSA + 30 mg/L Higromisin + Transforme olmus yaprak
250 mg/L Timentin disklerinden mikro gévde
rejenerasyonu ve secilimi
MSC MS + 3 g/L fitajel + 30 mg/L Rejenere olmus govdelerde kok

Higromisin + 250 mg/L Timentin

olusumunun uyarilmasi, ve
transgenik adaylarinin alt

kulturlenmesi

2.2.6 Kullanilan Kimyasal ve Kitler

Bu calismada kullanilan kimyasallar, Sigma-Aldrich Firmas1 (ABD), Merck
KGaA (Almanya), Fermentas (Kanada), AppliChem GmbH (Almanya), Qiagen N.V.

(Hollanda) ve Invitrogen Firmast (ABD)’ndan saglandi. Calismanin elektroforez,

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), niikleik asit saflastirilmasi gibi molekiiler

kismii olusturan deneylerde kullanilan kimyasal, enzim, oligoniikleotid ve kitler

baslica Qiagen ve Invitrogen firmalarindan saglandi. Kullanilan tiim besi ortamlari

ve soliisyonlar distile su (dH20) veya ultra saflagtirilmis su ile hazirlandi.
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2.2.7 Kullanilan Cihazlar

Bitkiler kontrollii kosullar altinda bitki biiyiitme odasinda biliyiitiildii.
Besiyerlerinin pH’s1 pH metre (Mettler Toledo MPC227) ile ayarlandi. Tiim doku
kiltlirii calismalari, yatay hava akimli steril kabinde (Faster) gerceklestirildi.

Bakteri kiiltiirleri cam erlenmayerler veya falkon tiipler i¢inde orbital
calkayicilarda (Gerhardt GmbH, Weiss Gallenkamp Ltd) biiyiitiildii. Bakterilerin
OD’si UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu Minil1240) 6l¢iildii.

Molekiiler biyoloji tekniklerinde santrifiij makineleri (Sigma 3-16PK, MPW
Med. MPW-65R), su banyosu (B-Braun) ve 1s1 blogu (Techne Dri-Block DB-2A)
kullanildi.

Molekiiler ¢aligmalar boyunca PZR inkiibasyonlar1 termal dongii cihazlarinda
(Bio-Rad Lab. MyCycler, G-Storm GS1) yapildi. Jel elektroforezi yatay elektroforez
sistemleri (Bio-Rad Lab.) ile gergeklestirildi. Jel goriintiilemesi ise GelDoc-It
Goriintiileme Sistemi (UVP Ltd) ile saglandi. Plazmid, DNA ve RNA konsantrasyon
6l¢timleri NanoDrop1000 (Thermo Scientific) cihazi kullanilarak yapildi.

2.2 YONTEM

2.2.1 HvBorla Geninin Bitki Transformasyon Vektoriine

Klonlanmasi

2.2.1.1 HvBorla Genini Tasiyan Plazmidin E. coli’ ye Aktarilmasi

HvBorla genine sahip pENTR-dTOPO plazmidini, kompetan E. coli TOP10
hiicrelerine aktarmak {izere oncelikle kompetan hiicreler buza batirild1 ve bakteri
soliisyonu tam ¢dziinmeden 10-50 ng (6-12 pl) plazmid eklendi. Stispansiyon hafifce
karistirild1 ve 30 dakika buzda inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 42°C su banyosuna

batirilarak 1s1 sokuna maruz birakildi. Devinim olmadan, 45 sn inkiibasyondan
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hemen sonra hiicreler tekrar buza alind1 ve tizerlerine 500 pl S.O.C. eklendi. Bakteri
soliisyonunun 37°C ve 180 rpm’de 1 saat inkiibasyonu sonrasinda karisimdan 100 ul
almarak; gerekli segici antibiyotikleri iceren ve dnceden sicaklign 37°C’a getirilmis
yar1 kati LB besiyerine yayildi. Gece boyu 37°C’ta inkiibasyondan sonra biiyiiyen

kolonilerden pozitif olanlar koloni PZR ile segildi.

2.2.1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PENTR-dTOPO-HvBorla’'nin aktarildigi bakteri hiicrelerini tarama amaciyla
koloni PZR yapildi. Secici antibiyotikli besiyerinde biiyiiyen koloniler, steril pipet
ucuyla alinip 50 pl steril distile suda ¢oziildii ve PZR reaksiyonunda kalip olarak
kullanildi. PZR’de kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3’te;
sicakliga bagli dongili kosullar1 ise Cizelge 2.4’te verilmistir. Tutunma sicakligi,
kullanilan primerlerin (Cizelge 2.5) erime sicakligmin (Ty) 2-3°C altinda olacak
sekilde ayarlandi. Ty degerleri ve primer tasarimi i¢in Vector NTI® Software
(Invitrogen) kullanildi. Uzama basamaginin siiresi, DNA polimerazin 1 dakikada
1000 baz ¢ifti cogalttigindan yola ¢ikilarak, ¢ogaltilacak bolgenin uzunluguna gore

belirlendi. PZR firtinleri agaroz jel elektroforezi ile ayristirildi ve goriintiilendi.



Cizelge 2.3 PZR’de kullanilan kimyasallar.
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Stok Final Hacim
Kimyasallar konsantrasyon konsantrasyon (nL)
Gen spesifik primer | 5 uM 0,25 uM 2,5
Gen spesifik primer II 5 uM 0,25 uM 2,5
dNTP karigimi 25 mM 0,2 mM 4
Tampon 10 X 1 X 5)
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3
Tagq DNA polimeraz 5 U/uL 0,05 U/uL 0,5
DMSO 100 % 3 % 1,5
Kalip ~5 ng/uL 2
dH,0 29
Toplam 50
Cizelge 2.4 Sicakliga bagli PZR dongii kosullari.
Dongii
Sicaklik (°C) Siire sayisl
Baslangig siiresi 96 3-8dk 1
Denatlirasyon 94 20 sn
Cogalma Tutunma 50 - 64 20 sn 30-35
Uzama 72 1-3dk
Final uzama 72 10 dk 1
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Cizelge 2.5 pENTR-dTOPO plazmidinde bulunan HvBorla genini koloni PZR ile

cogaltmada kullanilan primer dizileri

Primer adi Yon Dizi (5°-3%)
M13 F lleri GTAAAACGACGGCCAGT
M13 R Geri GGAAACAGCTATGACCATG

3HBorla_C_ATG lleri ATGGATCTACTAGGGAACCCTTTCAAGG
3HBorla C_TGA Geri  TCACACGCTCGGCTGAACTGCATT

2.2.1.3 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR amplikonlar1 ve ayn1 zamanda DNA veya RNA izolatlarinin ya da niikleik
asit fragmanlarinin  ayrigtirllmasinda  elektroforez  kullanildi.  Agaroz jel,
goriintiilenecek fragman uzunluguna bagli olarak %1-2 (w/v) oraninda ve 0,5X Tris-
Asetat-EDTA (TAE) kullanilarak hazirlandi. Mikrodalgada kaynatilip sogutulduktan
sonra eklenen ve fragmanlarin UV altinda goriilmesini saglayan etidyum bromiir,
final konsantrasyonu 0,4 pg/ml olacak sekilde jel soliisyonuna ilave edildi. Jele
yiiklenecek Orneklerin, elektroforez esnasinda goriiniir olmasi igin 6X yiikleme
boyasi (Fermentas) orneklerle karistirildi ve karisim, jel katilastiktan sonra kuyulara
yiiklendi. Niikleik asit fragman boyutlarinin karsilastirilmasi amaciyla 50-1000 veya
250-10000 baz ciftlik belirtecler (markir) kullanildi. Ornekler yaklasik 5 V/em
siddetinde elektrik akimi altinda yaklasik yarim saat yiirtitiildii. Jeller goriintiilenme

cihazinda goriintiilendikten sonra fotograflar ¢ekildi.

2.2.1.4 Plazmid izolasyonu

E. coli ve A. tumefaciens hiicrelerinden plazmid izolasyonu QIAprep® Spin
Miniprep Kiti (Qiagen, Katalog no:12143) kullanilarak 6nerilen prosediirlere gore
gerceklestirildi. Prosediir sonunda kolonda tutunan plazmid DNA’s1 kite ait 30-50 ul
EB (elution buffer) tamponunda (10mM Tris-HCI, pH 8,5) veya distile suda

coziilerek toplandi.
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2.2.1.5 Gen Dizisinin Dogrulanmasi

Koloni PZR ile varlig1 dogrulanmis plazmidlere sahip kolonilerden izole edilen
PENTR-dTOPO plazmidinde bulunan HvBorla genine ait dizi, gen bitki
transformasyon vektoriine aktarilmadan dnce dizi analizi ile dogrulandi. Dizi analizi
MCLAB firmasi (ABD) tarafindan M13_F ve M13_R dizileme primerleri (Cizelge
2.5) kullanilarak yapildi.

2.2.1.6 Bitki Transformasyon Vektoriiniin Hazirlanmasi

Ilgili genin in vitro rekombinasyonuna olanak saglayan Gateway klonlama
sistemi (Invitrogen) ile HvBorla geni, pENTR-dTOPO plazmidinden pIPKb004
plazmidine klonlandi. Bu reaksiyonda “giris vektorii” olarak adlandirilan pENTR-
dTOPO plazmidindeki  attL bolgeleri ile “hedef vektor” olarak adlandirilan
pIPKb004 plazmidindeki attR bolgeleri arasinda gergeklesen LR reaksiyonu ile
rekombinasyon gergeklestirildi. Reaksiyon i¢in 1 pl pENTR-dTOPO plazmidi
(yaklasik 150 ng/ul), 1 ul pIPKb004 plazmidi (yaklasik 150 ng/ul), 6 ul TE tamponu
(pH 8,0) ve 2 ul LR Clonase™ II Enzim Karisimi (Invitrogen) 0,2 ml’lik tiipte bir
araya getirildi ve karisim termal dongii cihazinda 25°C’ta 1 saat inkiibe edildi.
Reaksiyonu sonlandirmak iizere karisima 1 pl Proteinaz K soliisyonu (2 pg/pl)
eklendi ve 37°C’ta 10 dk inkiibasyon yapildi. Reaksiyon karisimi sonraki islemler
i¢cin buza batirildi. LR reaksiyonunun gerceklestigini dogrulamak {izere LR reaksiyon
tirlinii, oncelikle E. coli kompetan hiicrelerine Boliim 2.2.1.1°de anlatilan sekilde
transfer edildi. Daha sonra biiyiiyen koloniler ile B6liim 2.2.1.2°de anlatilan sekilde
Koloni PZR yapild: ve Cizelge 2.6’da listelenen primerler kullanild.
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Cizelge 2.6 E. coli’de pIPKb004-HvBorla’nin varligmi gostermede kullanilan

primer dizileri
Primer ad1 Yon Dizi (5°-37)
Ed35S P_F Ileri TTGTAGAGAGAGACTGGTGATTTC
3H_SPM1 R Geri ATGGGGGAATGCCAAGCAAACCACATAG
hpt_F Ieri CGAAAAGTTCGACAGCGTC
hpt_R Geri GGTGTCGTCCATCACAGTTTG

2.2.1.7 Plazmidlerin Agrobacterium’a Aktarilmasi

A. tumefaciens C58C1 kompetan hiicreleri, Gene Pulser® II Elektroporasyon
Sistemi (Bio-Rad) kullanilarak, Weigel ve Glazebrook un (2006) protokoliine gore
transforme edildi. Bunun i¢in dncelikle, C58C1 hiicreleri buza batirildi ve 1 pg (4-8
ul) suda ¢oziinmiis pIPKb004-HvBorla plazmid igerigi, bakteriyal siispansiyona
eklendi. Karisim nazik¢e karistirildiktan sonra buz iginde 5 dk inkiibe edildi ve
onceden sogutulmus 0,1 cm’lik elektroporasyon kiivetlerine (Bio-Rad) kondu.
Elektroporasyon sirasinda 25 pF, 2,4 kV ve 200 Q ile 5 msn akim uygulandiktan
sonra kiivetlere 1’er ml sivi YEB ortami1 eklendi ve hemen ardindan karisim 2 ml’lik
tiipe aktarildi. Hiicreler 28°C ve 180 rpm’de 4 saat inkiibe edildikten sonra 3000g°de
10 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve 100 pl besi ortaminda yeniden ¢oziildii.
Bakteriler, segici antibiyotiklerin bulundugu YEB yar1 kat1 ortamina yayildi ve 3 giin
28°C’ta inkiibe edildi. Daha sonra pozitif koloniler 2.2.1.2’de anlatilan sekilde ve
Cizelge 2.7°de listelenen primerler kullanilarak koloni PZR ile secildi. ilgili geni
tastyan plazmide sahip kolonilerden gliserol stoklar1 hazirlandi ve tiitlin

transformasyonunda kullanilmak {izere — 80°C’ta saklandi.
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Cizelge 2.7 A. tumefaciens’te pIPKb004-HvBorla’nin varligmi gostermede

kullanilan primer dizileri

Primer ad1 Yon Dizi (5°-3°)
3H SPM1 F  Ileri GGTGATTGTGTGGACAGCATTGTCATTTAC
3H_SPM1 R  Geri ATGGGGGAATGCCAAGCAAACCACATAG
hpt_F Ieri CGAAAAGTTCGACAGCGTC
hpt_R Geri GGTGTCGTCCATCACAGTTTG

2.2.2 Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

2.2.2.1 Tiitiin Bitkilerinin Mikrog¢ogaltimi

MS besi ortaminda diizenli olarak 3 haftada bir alt kiiltiirlenen yabani tip
tiitlinler, transformasyon denemelerinde eksplant kaynagi olarak kullanildi. Yaban

tipi veya transgenik adayu tiitiinler bitki biiylitme odasinda biiyiitiildii.

2.2.2.2 Letal Higromisin Derisiminin Belirlenmesi

Agrobacterium’daki T-DNA bolgesinde higromisin fosfotransferaz (hpt) geni
tasiyan plazmid ile transforme olmus transgenikler higromisinin toksik etkilerine
dayanabilirken; transforme olmamis, dolayisiyla bu geni tagimayan bitkiler
dayanamayacaktir. Transgenik bitkilerin se¢iminde higromisin direncine sahip
adaylar1  belirlemek amaciyla kullanilacak secici  besiyerinin  higromisin
konsantrasyonunu belirlemek tizere yabani tip tiitiinde letal higromisin derisimi

belirlendi.

Yabani tip “Samsun” tiitiin yaprak eksplantlari, 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/L
oraninda higromisin eklenen ve ayni1 zamanda dolayli organogenezi saglayacak bitki
biiyiime diizenleyicilerini (0,1 mg/L NAA, 1 mg/L BA) iceren MSA (Cizelge 2.2)
besiyerlerine aktarildi. Kontrol grubunun besiyerinde higromisin kullanilmadi. Her

derisim i¢in iki ayr1 petride toplam 12 tane olacak sekilde besiyerlerine aktarilan
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eksplantlarin, ilk giin ile aktarildiktan 3 ve 6 hafta sonraki yas agirliklari; steril kabin
icinde hassas terazide tartildi ve fotograflari cekildi. Ug hafta sonunda eksplantlar
taze besiyerine alindi. 3 ve 6 hafta sonunda tartilan yas agirliklar ilk gilinki yas

agirliklara oranlanarak % yas agirlik artislar1 hesaplandi.

2.2.2.3 Letal Bor Derisiminin Belirlenmesi

Transgeniklerde bor toleransinin dogrulanmasi amaciyla uygulanacak letal bor
derisimi belirlendi. Yabani tip “Samsun” tiitiin yapraklarina ait eksplantlar, 0.5, 1, 2,
3,5, 10 ve 20 mM olmak iizere yedi farkli derisimde H3BO3 eklenen MSA (Cizelge
2.2) besiyerine transfer edildi. Her derisim igin iki ayr1 petride toplam 12 tane olacak
sekilde besiyerlerine aktarilan eksplantlarin, ilk giin ile aktarildiktan 3 ve 6 hafta
sonraki yas agirliklari; steril kabin iginde hassas terazide tartildi ve fotograflari
cekildi. Ug hafta sonunda eksplantlar taze besiyerine alind1. 3 ve 6 hafta sonunda
tartilan yas agirliklar ilk gilinki yas agirliklara oranlanarak % yas agirlik artislar
hesaplanda.

2.2.3 Tiitiin Bitkilerinde Yaprak Diski Transformasyonu

Yaprak diski transformasyonu tiitiin igin kullanilan infiltrasyon bazli bir
transformasyon yonteminden uyarland1 (Sparkes ve ark., 2006). Ilgili gene sahip
plazmidi tasiyan Agrobacterium C58C1 soyu gece boyu YEB sivi besiyerinde 180
rpm’de calkalanarak biiyiitiildii. Kiltiirtin ODggg degeri 0,6’ya ulastiginda bakteriler
3000g°de 10 dk oda sicakliginda c¢oktiiriildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilip pelet 20 ml MS ile ¢oziildii. Ornekler 3000g°de 10 dk oda sicakliginda
tekrar santrifiij edildikten sonra Grneklerin silipernatantlari atildi ve kalan bakteri

peleti 25 ml infiltrasyon ortami (Cizelge 2.8) ile ¢oziildii.
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Cizelge 2.8 Infiltrasyon ortami i¢in kullanilan bilesenler.

Kimyasal Stok derisimi Hacim (mL)
D-Glukoz 50 g/L 10
MES 500 mM 10
NazPO,4.12H,0 20 mM 10
Asetosiringon 1 M 0,01

d H0 degisken
Toplam 100

Orta damarlar1 ve kenarlar1 MS i¢inde kesilen yapraklarin yiizeyindeki mumsu
tabaka bir bistiiri ucu ile hafifce uzaklastirildi ve yapraklar 1-2 cm?’lik parcalara
(yaprak diski) boliindii. Kontrol grubu eksplantlar bakteri igermeyen infiltrasyon
ortamu ile; transforme edilecek eksplantlar, Agrobacterium igeren infiltrasyon ortami
ile hafif¢e calkalanarak, 20 dk oda sicakliginda muamele edildi. Steril filtre kagidi ile
swv1 fazlasi alinan eksplantlar, yiizeyleri besiyerine degecek sekilde MSA’ya aktarildi
ve 3 giin karanlikta tutuldu (birlikte-kiiltiirleme). Ug giin sonrasinda yaprak diskleri,
Agrobacterium eliminasyonunu ve dolayli organogenezi saglayacak olan secgici MSB

besiyerine alind1 (Cizelge 2.2).

2.2.4 Aday Transgenik Tiitiin Bitkilerin Secilimi

Transformasyon ve Agrobacterium ile birlikte-kiiltiirlenme safhasi sonrasi
secici MSB besiyerinde kiiltlirlenen yaprak disklerinden yaklasik 3 hafta sonunda
kallus olusumu, 5-6 hafta sonra ise mikro govdelerin olusumu gozlendi. Yeterince
biiyliyen mikrogovdeler, kalluslara tutunma bolgelerinden kesilerek bitki biiytime
diizenleyicisi icermeyen, se¢ici MSC besiyerine (Cizelge 2.2) alindi. Bu besiyerinde
bliyliyen ve kdklenen transgenik aday1 gévdeler en az 2 kez daha ayn1 besiyerinde alt
kiiltiirlendi. ilerideki molekiiler analizler igin kesilen yaprak &rnekleri aliiminyum

folyo i¢inde — 80°C’ta muhafaza edildi.
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2.2.5 Aday Transgenik Tiitiin Bitkilerinin Molekiiler Analizi

Aday transgenik bitkilerde HvBorla geninin varligini dogrulamak amaciyla —
80°C’ta korunan yapraklardan genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonu ve PZR yapild.
Bu bitkilerde ilgili genin eksprese olup olmadiginin anlasilmasi igin ise yapraklardan

total RNA ekstraksiyonu ve ters transkriptaz-PZR (RT-PZR) gergeklestirildi.

2.2.5.1 Kullanilan Malzemelerin Dekontaminasyonu

Yapraklardan DNA izole etmek iizere kullanilan tiim sollisyonlar, cam ve
plastik malzelemeler DNaz’larin etkisini uzaklastirmak amaciyla 121°C’ta 20 dk
otoklavlandi. RNA ¢aligmalar1 i¢in tiim soliisyonlar %0,1 DEPC (Dietilprokarbonat)
igeren distile su ile hazirlandi. izolasyon igin gerekli malzemeler gece boyu DEPC’li
su ile muamele edildikten sonra 121°C’ta 20 dk otoklavlandi. Ayrica izolasyondan

once deney yapilan ortam, eldiven ve malzemeler RNaseZAP ile temizlendi.

2.2.5.2 “Samsun” ve “Petit havana” Yapraklarindan DNA Ekstraksiyonu

Transgenik adayr bitki yapraklarindan gDNA izolasyonu setil trimetil-
amonyum bromid (CTAB) kullanilarak, Murray ve Thompson (1980)’un yontemine
gore yapildi. Derin dondurucudan alinan yapraklar havan i¢inde s1v1 azot yardimu ile
ezildi ve toz hale getirilmis 6rnekler 6nceden sogutulmus ependorf tiiplere toplandi.
Orneklerin iizerine 1’er ml dnceden 1sitilmis ekstraksiyon tamponu (100mM Tris-
HCI [pH 8,0], 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl, %0,2 (v/v) B-merkaptoetanol ve %2 (w/v)
CTAB) eklendi ve karisim vorteks ile homojen hale gelene kadar karigtirildi.
Materyal tamamen ¢oziildiikten sonra karigima 10 mg/ml RNaz (Fermantas) eklendi
ve karisim 65°C’ta, sirkiilasyonlu su banyosunda 45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra materyal 4°C’ta 10000g°de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe
alind1 ve alinan siipernatant ile esit hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1, v/v) tiipe
eklendi. Yiiksek hizda vortex ile karistirilan materyal, 4°C ve 10000g°’de 10 dk
santrifiij edildi. Karisim, santrifiij sonrasinda en iistte DNA olacak sekilde 3 faza
ayrildi. En istteki su bazli DNA fazi yeni bir tiipe alind1 ve esit hacimde 6nceden

sogutulmus izopropanol tiipe eklenerek DNA ¢oktiiriildii. Tiipler birkac kez nazikge
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alt ust edildikten sonra — 20°C’ta en az 30 dk bekletildi. Dondurucudan alinan
orneklerin 4°C ve 50009°de 5 dk santrifiij edilmesi ile DNA’lar tiiplerin dibinde pelet
halinde topland1 ve daha sonra siipernatantlar atildi. DNA peletleri, 1 ml %70 (v/v)
etanol ile yikandi. Etanoliin uzaklastirilmasi i¢in son santrifiij basamagi aynen
tekrarland1. Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra DNA peletleri steril kabinde hava
akimi ile kurutuldu. DNA peletleri 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) ve 1 mM EDTA igeren

TE tamponunda ¢6ziildiikten sonra — 20°C’ta saklandi.

2.2.5.3 DNA Miktar Tayini

Aday transgenik bitkilerden izole edilen gDNA’larin derisimi mikro hacimli
bir spektrofotometre olan NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) ile 6l¢iildi. Cift
zincirli DNA i¢in 260 nm’de 1 absorbansa karsilik gelen 50 pg/ml konsantrasyon
hesabi DNA miktar tayini i¢in kullanildi. Bunun disinda, 260/280 nm oran1t DNA
safligin1 belirlemek igin kaydedildi. Ideal saflik oran yaklasik 2,0 olarak tespit edilen

DNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.

2.2.5.4 “Samsun” ve “Petit havana” Yapraklarindan Total RNA Ekstraksiyonu

RNA izolasyonu sirasinda kullanilacak olan havan ve tokmaklar sivi azot ile
sogutuldu. Bu havanlar ve siv1 azot ile 1yice dgiitlilen tiitiin yaprak ornekleri dnceden
sogutulan 2 ml’lik tiiplere yarisi dolacak sekilde aktarildi ve Orneklere 1’er ml
TRIzol (Invitrogen) soliisyonu eklendi. Daha sonra tiipler 15 dk vortekslendi.
Vorteks sonrasinda tiipler oda sicakliginda 21000g°de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatantlarin yaklagik 900 pl’lik kismi yeni tiiplere aktarilip, lizerlerine 180 pl
kloroform eklendi. Karisim oda sicakliginda 3 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra
tiipler 4°C ve 21000g°de 15 dk santrifiij edildi. Bu santrifiij sonucu iistte olusan ve
RNA igeren su bazli fazin 400 ul’lik kismi yeni bir tiipe alindi. Siipernatantlara 200
ul kloroform eklenerek, karigimlar tekrar 3 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi
ve daha sonra 21000g ve oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi. Bu islemden sonra
olusan iist fazdan 400 pl dikkatli bir sekilde temiz bir tiipe aktarilip, iizerine ayni
miktarda izopropanol eklendi. Tiipler 6zenle birka¢ kez karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda tiipler oda sicakliginda

21000g’de 10 dk santrifiij edildi ve olusan siipernatantlar atildi. RNA peletleri %75



32

etanol ile yikanip, 3 dk oda sicakliginda bekletildi. Inkiibasyondan sonra karisimlar
oda sicakliginda 21000g°de 5 dk santriij edildi ve santrifiij sonrasi etanol atildi.
Kalan etanolii uzaklastirmak tizere 15 sn’lik ek bir santriflij yapild1 ve steril kabin
icinde tiiplerin agizlar1 agilarak hava akimi ile etanoliin tamamen uzaklagmasi
saglandi. Daha sonra RNA peletlerine 50 pul DEPC’li su eklenerek total RNA

soliisyon igine alindi.

2.2.5.5 Total RNA’lara DNaz ve NaOAc Uygulamasi

[zole edilen total RNA orneklerinden DNA kontaminasyonu, DNaz |
(Fermentas) enzimi kullanilarak uzaklastirildi. Bunun i¢in, total hacim 10 pl olacak
sekilde, yaklasik 1 pg total RNA, 1 pl 10X reaksiyon tamponu (MgCl; igeren), 1 U
DNaz I enzimi ve 10 pl’ye tamamlayacak sekilde DEPC’li su kullanildi. Karigim
37°C’ta 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonu durdurmak icin tiiplere 1
ul EDTA eklenip 65°C’ta inkiibasyon yapildi.

DNaz uygulamasi sonrasi, enzim ve kimyasallar1 uzaklastirmak ve RNA’lar1
daha konsantre hale getirmek igin etanol-sodyum asetat ¢oktiirmesi yapildi. Bunun
icin, 3M sodyum asetat (pH 5,2), final konsantrasyonu 0,3M olacak sekilde DNaz
uygulanan Orneklere eklendi. Sonrasinda, total hacmin 3 kat1 kadar absoliit etanol
eklenip, karigimlar — 20°C’ta tiim gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
ornekler 4°C ve 210009 hizinda 30 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar atildiktan sonra
peletler, iki kez %80’lik etanolde yikandi ve her bir yikama sonrasi etanolii
uzaklastirmak i¢in 4°C ve 21000g hizinda 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatantlar
tamamen uzaklastirildiktan sonra RNA peletleri DEPC’li dH,O ile ¢oziildii.

2.2.5.6 Total RNA Miktarmin Tayini

Izole edilen RNA’larm derisimleri NanoDrop 1000 cihazi ile belirlendi. Tek
zincirli RNA i¢in 260 nm’de 1 absorbansa karsilik gelen 40 pg/ml konsantrasyon
hesabi RNA miktar tayini i¢in kullanildi. Bunun disinda, 260/280 nm oran1 RNA
safligin1 belirlemek icin kaydedildi. Ideal saflik oran1 yaklasik 2,0 olarak tespit edilen

RNA’larin biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile gdsterildi.
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2.2.5.7 Total RNA’dan Tek Zincir cDNA Sentezi

Bu ¢alismada RT-PZR 6ncesi tek zincir cDNA (tamamlayict DNA) sentezi igin
QuantiTect Ters Transkripsiyon Kiti (Qiagen) kullanildi. Buna gore, ters
transkripsiyon reaksiyonu 6ncesi gDNA’lar1 uzaklagtirmak icin 1 pg total RNA, 2 pl
gDNA Wipeout tamponu ve 14 ul’ye tamamlamak icin RNaz igermeyen su
kullanildi. Reaksiyon karigimi 42°C’ta 2 dk inkiibe edildikten sonra buza alinarak
ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi. Total hacmi 14 pl olan ve
icerisinde 1 pg RNA igeren tiiplere, 1 pl RT enzimi, 4 ul 5X RT tamponu ve 1 pl RT
primer karigimi eklendi. Total hacmi 20 pl olan Ornekler, 42°C’ta 15 dk inkiibe
edildi. Reaksiyon sonras1 RT enzimini inaktive etmek i¢in 6rnekler 3 dk boyunca
95°C’ta bekletildi. Elde edilen tek zincirli cDNA o6rnekleri PZR’de kullanilmak

tizere -20°C’ta saklandi.

2.2.5.8 Aday Transgenik Bitkilerde PZR Analizleri

Aday transgenik bitkilerin ilgili gen (HvBorla) ile antibiyotik diren¢ genini
(hpt) tasidiklart ve bu genlerin bitkilerdeki ekspresyonu, sirasiyla PZR ve RT-PZR
yontemleri ile dogrulandi. Tiitlin bitki yapraklarindan izole edilen DNA 6rnekleri ve
RNA’lardan ters transkriptaz enzimi ile elde edilen tek zincirli cDNA 6rnekleri PZR
ve RT-PZR yontemlerinde kalip olarak kullanildi. PZR ve RT-PZR gen spesifik ve
secici antibiyotik direng geni primerleri (Cizelge 2.9, Cizelge 2.10) kullanilarak
2.2.1.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirildi.
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Cizelge 2.9 Transgenik aday: tiitlinlerde HvBorla geninin varligini PZR ile

belirlemede kullanilan primerler.

Primer adi Yon Dizi (5°-3%)

3HBorla_C_ATG Ileri ATGGATCTACTAGGGAACCCTTTCAAGG
3H_SPM1_R Geri ATGGGGGAATGCCAAGCAAACCACATAG
hpt_F lleri CGAAAAGTTCGACAGCGTC

hpt_R Geri GGTGTCGTCCATCACAGTTTG

Cizelge 2.10 Transgenik aday1 tiitiinlerde HvBorla geninin ekspresyonunu RT-PZR

ile belirlemede kullanilan primerler.

Primer ada Yon

Dizi (5°-3%)

3HBorla GSP4 F  lleri
3HBorla_GSP4 R Geri
hpt_F Ileri
hpt R Geri

ATAACATGGATACCAGTAGCACATTGCTG
ATCCAGTTCTCGCAAGTCATTGGG
CGAAAAGTTCGACAGCGTC
GGTGTCGTCCATCACAGTTTG

2.2.6 Transgenik Tiitiinlerin Topraga Aktarilmasi

Secici antibiyotik iceren MSC besiyerinde en az 3 kez alt kiiltiirlenen

transgenik aday:r tiitiinlerden kokleri giliglenen ve gdvdeleri yeterince biiyiliyen

bitkiler, bulunduklar1 kavanozlardan topraga aktarildi. Gerekli nemi olusturmak ve

iklimlendirmeyi saglamak iizere bitkilerin lizerleri naylon ile ortiildii. Gelisimine

devam eden tiitiinlerde cicek gelisimi goriildiigiinde, ¢apraz tozlagmayr engellemek

amaciyla cicekler kagit ile ortiildii.
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2.2.7 Secici Ajan ve Bor Uygulamalar

2.2.7.1 Transgenik Adayi Tiitiin Yapraklarimin Yiizey Sterilizasyonu

Transgenik adayr tiitiinlerde rejenerasyon kapasiteleri yaprak disklerine
uygulanan higromisin ve bor toksisitesi altinda incelendi. Segici antibiyotik ve bor
uygulamasi yapilacak tiitlin yapraklarinin yiizey sterilizasyonu, 6 dk %1°lik sodyum
hipoklorit uygulamasi ile yapildi. Sonrasinda yapraklar dorder kez steril distile su ile
durulandi ve filtre kagidinda kurutuldu. Yapraklar 1-2 cm®lik parcalara boliindi ve
elde edilen yaprak diskleri yabani tip tiitiinlerde belirlenen letal antibiyotik (30 ve 50
mg/L higromisin) ve bor (10 ve 20 mM H3BO3) konsantrasyonuna sahip

besiyerlerine aktarildu.

2.2.7.2 Tiitiin Yapraklarindan Rejenerasyon Analizi

Transgenik adayr tiitiin  eksplantlarinin, letal higromisin ve bor
konsantrasyonuna sahip besiyerine aktarildigi andaki ve aktarildiktan 3 hafta sonraki
yas agirliklari, steril kabin iginde hassas terazi ile tartildi. Her bir petride 6 eksplant
olacak sekilde ikiser petriye aktarilan ve 12 eksplanttan i¢iiniin kontrol olarak yabani
tip tiitiine ait oldugu yaprak disklerinin besiyerlerine aktarildigi an ve tiglincii hafta
sonundaki rejenerasyonu cekilen fotograflarla kaydedildi. Buna gore bir aday i¢in
toplam yaklagik 45 tane eksplantin, yabani tip tiitiin yapraklarina ait 15 eksplant ile

beraber tartilan yas agirliklarinin grafikleri olusturuldu.

2.2.8 T1 Transgenik Bitkilerin Eldesi

Transgenik aday tiitlinlerin topraga aktarilmasindan yaklagik 2 ay sonra, aday
transgeniklerin bir kisminda tohum kapsiili olustu ve kapsiiller tamamen
kurudugunda tiitiin tohumlar1 (T1) toplandi. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu, 20 dk
siireyle %30’luk sodyum hipoklorit kullanilarak yapildi. Daha sonra ii¢ kez steril
dH,0 ile durulanan steril tohumlar, 1 gece karanlikta 4°C’ta tutulduktan sonra

¢imlenme i¢in Yyar1 kat1 MS besi ortamina aktarildi.
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2.2.9 T1 Transgenik Bitki Analizleri

2.2.9.1 Borik Asit ve Secici Ajanda Cimlenme Testleri

Transgenik aday1 (TO) tiitiinlerden elde edilen tohumlardan (T1) yaklasik yiizer
tanesi secici antibiyotik ve toksik seviyede borik asit igceren MS besi ortamlarina
aktarildi. Yaklasik 3 hafta sonunda ¢imlenen tohumlar sayildi ve Mendel kalitim testi

yapilmak tizere Chi-Square analizleri gergeklestirildi.

2.2.10. istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada deneyler tamamiyla rast gele bitki drnekleri secilerek yapilmis ve
uygulamalar arasindaki farkliliklar1 belirlemek tizere SPSS istatistik programi
kullamilmistir. Verilerin degiskenligi ve sonuglarin gegerliliginin dogrulanmasi,
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir. Ayrica uygulamalar arasi
farkliliklar1 belirlemek i¢in anlamli en az farklilik testi (LSD) p<0,05 olacak sekilde

uygulanmustir.
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3 BULGULAR

3.1 HvBorla  Geninin Dogrulanmas1 ve  Bitki

Transformasyon Vektoriiniin Hazirlanmasi

Tiitiin  bitkisine aktarilacak olan HvBorla genini tasiyan pENTR-dTOPO
plazmidi, E. coli TOP10 hiicrelerine transfer edildikten sonra plazmid ve genin
varligi koloni Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile dogrulandi. Bunun igin
koloniler segici antibiyotik olarak 50 mg/L kanamisin eklenmis LB’de biiyiitiildii.
PZR’de birinci primer ¢ifti olarak genin disinda ve 5’ ucuna yakin bir bolgeye
baglanan M13F (ileri) ile genin 3° ucuna baglanan 3HBorla C TGA (geri); ikinci
primer ¢ifti olarak ise genin 5’ ucuna baglanan 3HBorla_C_ATG (ileri) ile genin
disinda ve 3’ ucuna yakin bir bolgeye baglanan M13R (geri) primerleri kullanildi.
Sekil 3.1, secici besiyerinde biiyliyen 9 koloni ile yapilan PZR sonrasi agaroz jel
elektrofez sonuglarini gostermektedir. Her iki primer ¢ifti ile yapilan PZR sonucunda
beklenen yaklasik 2000 baz ¢ifti (bg) biiytikliigiindeki bantlar dort, yedi, sekiz ve
dokuzuncu kolonilerde goriilmektedir. Bu koloniler arasindan yedinci koloni sonraki
klonlama islemleri i¢in segildi. PZR sonrasi pozitif sonu¢ veren yedinci koloniden
izole edilen plazmidlerin dizi analizi, dizileme primerleri olan M13_F ve M13 R ile

yapild1 ve plazmid icerisindeki HvBorla geninin dizisi dogruland (Sekil 3.2).

8 9 nk1 2 3 4 5 ¢ 7 8 9

- —w 2000 b.

Sekil 3.1 pENTR-dTOPO plazmidinde bulunan HvBorla geninin koloni PZR
sonucu. M: Markir, 1-9: birinci primer ¢ifti ile elde edilen amplikonlar, nk: Negatif

Kontrol, 1°-9’: ikinci primer ¢ifti ile elde edilen amplikonlar.



1 tgagcaatgc ttttttataa tgccaacttt gtacaaaaaa gcaggctccg
cggccgcccce cttcaccATG GATCTACTAG GGAACCCTTT CAAGGGAGTC

101 GTCGCGGATG TCAAAGGGAG AGCATCTTGG TACAAGGACG ATTGGGTTGC
AGGGCTCCGA ACTGGCTTCA GGATATTGGC ACCTACCATG TATATTTTCT

201 TTGCCTCTGC ACTCCCTGTA ATCTCCTTCG GAGAGCAGCT GAGCAACGAA
ACAGATGGTA TCGTAAGCAC TGTTGAAACT TTGGCGTCTA CGGCGATATG

301 TGGGATAATA CACTCGATTC TTGGAGGGCA GCCACTGTTG ATCGTTGGAG
TCGCAGAACC TACTATTATC ATGTATACGT ATCTCTACAA GTTTGCCAAG

401 AAGCAGCCAG ATCTGGGAGA ACGGCTATAT TTGGCTTGGG CTGGATGGGT
CTGCATTTGG ACTGCTATCA TGCTGTTTCT TTTGGCAATG TTCAATGCTT

501 CCAATGTTAT AAGCAGATTC ACGAGGGTTG CAGGAGAGCT TTTTGGTATG
TTGATCACTG TCCTGTTCCT GCAGCAAGCT ATCAAGGGAA TTGTAAGTGA

601 GTTCAGTGTG CCGAAAGATG ATGAGATTTC TGACCCCAGC TCACCTATAT
ACCAGTTCCA GTGGATTTAT GTCAATGGCC TACTTGGTGT TATATTTTCC

701 ATTGGCTTGC TGTACACTGC ACTGAAGACT AGGCGTGCAA GGTCATGGCT
GTATGGCGTA GGATGGCTTA GAAGCTTCAT TGCCGATTAC GGTGTACCGC

801 TGATGGTGAT TGTGTGGACA GCATTGTCAT TTACACTACC AAGCAAAGTC
CCTTCAGGAG TGCCTAGGAG GCTCTTCAGT CCACTTCCCT GGGAGTCAAT

901 CTCACTGAGA CATTGGACCG TAGCAAAGGA TTTGTTTTCT GTCCCTCCAA
CATATATATT TGCAGCCATC GTGCCTGCTT TGATGGTCGC AGGACTTTAT

1001 TTCTTTGACC ACAGTGTAGC TTCACAGTTG GCTCAGCAGA AGGAGTTTAA
TTTGAAGAAG GCTTCTGCCT ACCATTATGA CATTTTGGTA CTTGGATTCA

1101 TGGTCCTACT ATGTGGTTTG CTTGGCATTC CCCCATCAAA TGGAGTACTT
CCTCAGTCCC CCATGCATAC AAGAAGCCTT GCTGTCCTCA AGGGGCAGCT

1201 GCTACGCAGA AAGATGCTTC AAACTGCCAA AGAGGGCATG TCAAACCGTG
CGAGCAGTTT GGAAATCTAT GGCAAGATGC AGGAAGTGTT CATCCAAATG

1301 GATAGCAACC AGAATGCTAA TTCTGTTGAC AAGGACTTGA AGAGCTTGAA
GGATGCTGTG CTGCGGGAAG GTGACGAAGA AGGGAAATTG GCTGGAGAAT

1401 TTGATCCTAG CAAACACATT GAAGCACATT TGCCTGTTCG TGTGAACGAA
CAGAGGCTAA GCAACCTGCT GCAATCCTTA CTTGTTGGTG GCTGTGTTGG

1501 AGCTATGCCG GCTATCAAGA TGATACCGAC TTCGGTCCTC TGGGGTTACT
TTGCCTACAT GGCCATTGAT AGCCTACCTG GGAACCAGTT TTGGGAAAGG

1601 TTACAGCTTC TGTGCATTGG AGCAAGCCGA CGCTACAAGG TCTTGGAAGG
CCCCCATGCA TCTTTCGTGG AGGCGGTGCC TTCAAGAACA ATATCTGCCT

1701 TTACGGTCTT CCAGTTTGTG TATCTCTTGA TATGCTTCGG TATAACATGG
ATACCAGTAG CAGGGATCCT CTTCCCGCTG CCTTTCTTCA TTATGATTCT

1801 CATCAGGCAA CACCTACTCC CAAAGTTCTT TGAGCCCAAT GACTTGCGAG
AACTGGATGC AGCTGAGTAT GAAGAACTTG AAGGCGTCCC ACATGAACAA

1901 ACACTGGAGG AAGATGGCTC AAATTCAGGA AGCCATGACA GCATAGACGA
CGCTGAAATG TTGGATGAAC TCACGACAAA CCGTGGAGAG CTGAAGCACA

2001 GATCTGCAAG CCATCCTGAA GAAAGGCACC TTCAGGTCCA TTCAAATGCA
GTTCAGCCGA GCGTGTGAaa gggtgggcgc gccgacccag ctttcttgta

2101 caaagttggc attataagaa agcattgctt atcaatttgt tgcaacgaac
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Sekil 3.2 HvBorla gen dizisi. pPENTR-dTOPO plazmidine ait dizi kiigiik harflerle,

HvBorla genine ait dizi ise biiyiik harflerle ve alti ¢izili olarak gdsterilmistir.

Bagslangic ve bitis kodonlar1 vurgulanmaistir.

HvBorla geni, LR reaksiyonu ile pENTR-dTOPO plazmidinden ekspresyon
vektorii olan pIPKb004 plazmidine klonlandi. Daha sonra pIPKb004 plazmidi E.

coli’ye aktarild1 ve bakteriler 100mg/L spektinomisin igeren yar1 kat1 LB besiyerine

yayildi. LR reaksiyonunun basarili olup olmadiginin anlasilmasi i¢in koloni PZR

yapildi. Bunun igin, birinci primer ¢ifti olarak CaMV35S promotoruna baglanan

Ed35S P ile gene baglanan 3H_SPM1 ve ikinci primer ¢ifti olarak ise hpt bolgesini
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cogaltan primerler kullanildi. Jelin ilk 9 kuyusuna birinci primer ¢ifti ile ¢ogaltilan ve
yaklagik 1600 b¢’lik bant beklenen PZR iiriinii yiiklendi. Sonraki kuyulara sirasiyla
negatif kontrol, markir ve 460 b¢’lik bant vermesi beklenen ikinci primer ¢iftine ait
ornekler yiiklendi. Buna gore hpt tiim orneklerde ¢ogalirken; HvBorla geni ile ilgili
bolgenin tek bir oOrnekte cogaldigr gorildii (Sekil 3.3). Daha sonra tiitiin
transformasyonunda kullanilacak Agrobacterium tumefaciens C58C1 susuna bu

ornegin ait oldugu 9. koloniden izole edilen plazmit aktarildi.

12 345678 9nkMI’223 456789

1600 bg. —» - =

e e s et Sy S «—— 460 be.

Sekil 3.3 LR reaksiyonu sonrasinda pIPKb004 plazmidine aktarilan HvBorla
geninin koloni PZR sonucu. M: Markir, 1-9: Birinci primer ¢ifti ile c¢ogaltilan
HvBorla amplikonu, nk: Negatif Kontrol, 1°-9’: Ikinci primer ¢ifti ile ¢ogaltilan hpt

amplikonu.

Elektroporasyon sonrast 100mg/L derisimlerde rifampisin, ampisilin ve
spektinomisin iceren LB’de biiyiitiilmiis Agro-kolonileri ile yapilan koloni PZR’de
birinci primer ¢ifti olarak 332 bg’lik amplikon vermesi gereken 3H_SPM1_F ileri ve
3H_SPML1 R geri primerleri; ikinci primer ¢ifti olarak ise hpt primerleri kullanildu.
Beklenen bantlar, tiim PZR irlinlerinde gorildi (Sekil 3.4). Dolayist ile
Agrobacterium tumefaciens C58C1 susunda HvBorla genini tasiyan pIPKb004
ekspresyon vektoriiniin varligi gosterildi. Secgilen koloni, bitki transformasyonu i¢in

cogaltilip gliserolde -80 °C’ta saklandi.
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1 23 4 567 8 9nkMVY 2 3 SLEFFT P

32 b — e el e Y .t 5 s s S 460 be.

Sekil 3.4 pIPKb004-HvBorla’ nin Agrobacterium’a transferi sonrasinda yapilan
koloni PZR sonucu. M: Markir, 1-9: Birinci primer ¢ifti ile cogaltilan HvBorla
amplikonu, nk: Negatif Kontrol, 1°-9’: lkinci primer c¢ifti ile cogaltilan hpt

amplikonu.

3.2 Letal Higromisin Derisiminin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bitki transformasyon vektoriiniin hpt se¢ici genine sahip
olmasindan dolay1 transformantlarin se¢imi i¢in yabani tip “Samsun” tiitiin
eksplantlar1 iizerinde Oldiiriicii etkiye sahip optimum higromisin (H) derisimi
belirlendi. Bunun i¢in 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/L H derisimlerine sahip besi yerlerine
aktarilan yaprak eksplantlarinin aktarildiklar: ilk giinkii yas agirliklari ile 3 ve 6 hafta
sonraki agirliklar1 6l¢iildi (Sekil 3.5). Bunun yani sira, farkli H konsantrasyonu
uygulamalar1 altinda agirlik olgiimleri kullamilarak, ilk giinkii yas agirlia gore
tiglincii ve altinci haftadaki agirlik artigi oranlari hesaplandi (Sekil 3.6). Uygulanan
en diigik derisimler olan 10 ve 20 mg/L H, eksplantlarin yas agirliklarindaki
degisimlerin 3 hafta sonunda bile, kontrol eksplantlarina goére anlamli derecede
diisiik olmasina neden olmustur. Ancak bu derisimler, sinirli olsa da kallus olusumu
ve govde rejenerasyonunu engellememistir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8). Diger yandan 30
mg/L H derisiminden itibaren agirlik artisinin ¢ok diistiigii belirlenmistir. Ayrica 40
ve 50 mg/L H uygulamalar1 sonrasinda ise ii¢iincii haftadan itibaren eksplantlarin
tamamen Oldiigii ve altinci haftaninin sonunda hemen hemen hi¢ agirlik artisi
olmadig1 goriilmistir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8). Sonu¢ olarak 30 mg/L H’nin,

eksplantlar1 zaman iginde oldiirmeye yettigi, eksplantlardan kallus olusmadigi ve
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rejenerasyonun engellendigi goriilmiistiir (Sekil 3.7). Bu nedenle, yabani tip tiitiin

eksplantlari i¢in letal higromisin miktarinin 30 mg/L oldugu belirlendi.

N
o
o

1,50

YA (g/eksplant)

1,00

0,50

Kontrol | 10 mg/IH | 20 mg/IH | 30 mg/IH | 40 mg/IH | 50 mg/I H

Sekil 3.5 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarinda higromisin (H) uygulamalari
altinda zamana bagh yas agirhik (YA) degisimi. 0: ilk giin, 3: Ug hafta sonrasi, 6:
Alt1 hafta sonrasi. Ortalama + standart hata, n=9 (p<0.05).
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YA'taki yuzdelik artis

o|3 6

30 mg/IH

o|3 6

40 mg/IH

0|360|360|36 0|3|6

Kontrol 50 mg/I H

10 mg/IH | 20 mg/I H

Sekil 3.6 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarinda higromisin (H) uygulamalari
altinda yas agirhiktaki (YA) zamana bagh artis yiizdesi. 0: Ilk giin, 3: Ug hafta

sonrasi, 6: Alt1 hafta sonrasi.
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O gin

10mg/LH

Sekil 3.7 Yabani tip titiin yaprak eksplantlarinda 0-50 mg/L higromisin (H)
uygulamasinin 3 haftalik etkileri. En iist panel (0 giin), besiyerlerine yerlestirildikleri
ilk giinde eksplantlar1 gostermektedir.

/
40mg/L H S0mg/LH

Sekil 3.8 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarinda 0-50 mg/L higromisin (H)

uygulamasinin 6 haftalik etkileri.
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3.3 Letal Bor Derisiminin Belirlenmesi

Bor tasiyicist oldugu disiiniilen HvBorla geninin aktarilacag tiitiin
bitkilerinde, bor toleransinin belirlenmesi amaciyla yabani tip “Samsun” tiitiin
eksplantlarina 0.5, 1, 2, 3, 5, 10 ve 20 mM olmak tizere farkli H3BOj3 (B) derisimleri
3 ile 6 hafta boyunca uygulandi. Buna gore, 0.5, 1, 2 ve 3 mM B uygulamalar
sonrasinda tiitiin eksplantlarinin yas agirliklarinda anlamli bir artis gézlemlenirken; 5
ve 10 mM B uygulamasini takiben tiitiin eksplantlarinin yas agirliklarindaki artisin
diger diisiik B derisimlerine gorece daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10). Diger yandan 10 mM B uygulamasinin, tiitiin eksplantlar1 i¢in toksik
etkiye sebep oldugu ve eksplantlardan kallus olusumunu engelledigi gozlenmistir.
Ayrica 20 mM B uygulamasindan 3 ve 6 hafta sonraki yas agirlik artisinin 10 mM B
uygulamasina gore ¢ok daha az oldugu ve eksplantlarin 3 hafta sonunda sarardiklar

ve 6 hafta sonunda ise oldiikleri tespit edilmistir (Sekil 3.11 ve 3.12).

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

YA (g/eksplant)

1,00

0,50

Kontrol |O,5mMB| 1mMB|2mMB | 3mMB|5mMB|10mMB|20mMB|

Sekil 3.9 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarinda borik asit (B) uygulamalar altinda
zamana bagl yas agirlik (YA) degisimi. 0: Ik giin, 3: Ug hafta sonrasi, 6: Alti hafta
sonrasi. Ortalama + standart hata, n=9 (p<0.05).
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6000

5000

D
o
o
o

3000

2000

YA'taki artis ylzdesi

1000

o|3 6 o|3 6 o|3 6 0|3 6 o|3 6 o|3 6 o|3 6 0|3 6

Kontrol [0,5 mMB| 1mMB [ 2mMB | 3mMB | 5mMB |10 MM B|20 mM B

Sekil 3.10 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarinda borik asit (B) uygulamalari
altinda yas agirhiktaki (YA) zamana bagh artis yiizdesi. 0: Ilk giin, 3: Ug hafta

sonrasi, 6: Alt1 hafta sonrasi.
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Sekil 3.11 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarma 0-20 mM derisimlerde borik asit
uygulamasinin 3 haftalik etkileri. En {ist panel (0 giin), besiyerlerine yerlestirildigi ilk
giinde eksplantlar1 gostermektedir.
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Sekil 3.12 Yabani tip tiitiin yaprak eksplantlarina 0-20 mM derigsimlerde borik asit

uygulamasinin 6 haftalik etkileri.

3.4 Transgenik Tiitiin Hatlarinmin Eldesi

HvBorla genini tiitlin bitkilerine aktarmak iizere yapilan transformasyon
caligmalarinda iki farkl tiitiin ¢esidi (Nicotiana tabacum cv. “Samsun” ve “Petit
havana”) kullanildi. Aday transgenik hatlar, transformasyon deneme sayisinin sirasi
ve tiitiin ¢esidinin ilk harfi kullanilarak adlandirildi (T1S, T2P, T3S, T4P). TO olarak
ifade edilen ilk transgenik adaylar birden baslayarak numaralandirildi (6r: TO-T1S1,
TO-T1S2, TO-T1S3...; TO-T2P1, TO-T2P2...). Buna gore TI1S transformasyon
denemesinde 63, T2P denemesinde 189, T3S denemesinde 53, T4P denemesinde 12
olmak tizere toplam 317 transgenik aday1 elde edildi (Cizelge 3.1). TO adaylarindan
elde edilen tohumlardan gelisen bitkiler ise T1 olarak belirtildi (6r: T1-T1S1, T1-
T1S2...).
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Cizelge 3.1 Calisamada elde edilen toplam transgenik aday sayilari.

Transformasyon Aday Topraga aktarilan Kapsiil veren aday
transgenik aday transgenik transgenik sayilari
sayilari sayilari
T1S 63 11
T2P 189 34 4
T3S 53 12 -
T4P 12 - -

3.4.1 Tiitiin Eksplantlarindan Kallus Olusumu

Transforme edilen ve 30 mg/L H igeren segici besiyerinde (MSB) bulunan
eksplantlardan yaklasik 3 hafta icinde kallus olusumu baslarken; 4 hafta sonunda
mikrogdvdelerin olugmaya basladigi gozlendi. Diger yandan, Agrobacterium
icermeyen infiltrasyon ortami ile muamele edilen kontrol grubuna ait eksplantlar ise

higromisinden dolay1 birinci aydan itibaren 6lmeye basladi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 Transforme edilmis ve dort hafta siireyle higromisinli segici besiyerinde
(MSB) bulunan yaprak eksplantlarinda kallus ve mikrogévde olusumu. YT: Yaban
tip, T1S: Ilk transformasyonda kullanilan “Samsun” cesidine ait eksplantlar, T2P:
Ikinci transformasyonda kullanilan “Petit havana” c¢esidine ait eksplantlar, T3S:

Ucgiincii transformasyonda kullanilan “Samsun” cesidine ait eksplantlar.
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3.4.2 Kallus Sonras1 Govde ve Kok Gelisimi

Dort hafta kiiltiir sonunda yeterince biiyiiyen mikrogovdeler, bitki biiylime
diizenleyicisi igermeyen segici besiyerlerine (MSC) aktarilarak hayatta kalma,
biiyiime ve kok olusturma durumlarina gore degerlendirildiler. Bu besiyerinde
yasayabilenler taze besiyerine aktarilarak alt kiiltiirlendiler. Taze besiyerine aktarilan
govdelerde kok gelisimi genelde 2 hafta icinde goriildii. Normal kok ve govde
gelisimi gOsteren transgenik adaylar1 3 kere ayni besi yerinde alt kiiltiirlendi. Buna
gore TIS hattinda 20, T2P hattinda 81, T3S hattinda 15 ve T4P hattinda 6 tane
transgenik adaym en az 3 defa alt kiiltiirii yapildi. Alt kiiltiirlemede segici besiyerine
aktarilan yaban tip tiitlin, negatif kontrol olarak kullanilirken, higromisin igermeyen
MS besiyerine aktarilan yaban tip tiitin pozitif kontrol olarak kullanildi.
Gergeklestirilen her alt kiiltiirlemede, transgenik adaylarin pozitif kontrol ile ayni

sekilde biiyiiyiip koklenebildikleri gortldii (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 MSB segici besiyerinde biiyliyen transgenik adayir mikrogdvdelerin
higromisin iceren MSC segici besiyerine aktarilmast ve alt kiiltiirlenmesi.
Mikrogovdelerin segici besiyerine aktarilmasi (0 giin), Birinci dongii sonunda (4
hafta) govde rejenerasyonu ve kokler, Ikinci dongii sonunda (8 hafta) govde
rejenerasyonu ve kokler. T: Transgenik adayi, NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif

kontrol.

3.4.3 Transgenik Tiitiin Bitkilerinin Topraga Aktarilmasi

Transgenik uygulamalarda ilgili genin bitki genomunda stabil hale gelebilmesi
icin basarili rejenerasyon siireci etkili faktorlerden biridir. Bu siirecte, topraga
aktarim en kritik kisimlardan biri olarak ifade edilmektedir. Bunu saglamak iizere, en
az 3 kez alt kiiltiirlenen ve koklendirilen aday transgenik bitkilerden 57 tanesi,
kavanozlardan topraga aktarildi (Cizelge 3.1). Bu aday transgenik tiitiinlerden sadece

24 tanesinin toprak kosullarinda da yasayabildigi tespit edildi (Sekil 3.15).
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Topraga alinan bitkilerden bir kismi, yaklasik 1 ay sonra ci¢eklendi ve ¢apraz
tozlasma ¢igeklerin oOrtiilmesi ile engellendi. iki ay sonra, TO-T1S38, TO-T2P82, TO-
T2P91, TO-T2P109 ve TO-T29113 olarak isimlendirilen transgenik adaylarinda
tohum kapsiilii olustu ve kapsiiller kuruyup kahverengiye doniistiigiinde T1

tohumlar1 alind1 .

Sekil 3.15 Topraga aktarilan transgenik aday tiitiinler.

3.5 Aday (T0) Transgenik Bitkilerin Molekiiler Analizleri

HvBorla geninin tiitiin bitkisine basarili bir sekilde transferinin molekiiler
olarak dogrulanmasi i¢in TO adaylarina ait yaprak orneklerinden total DNA ve RNA
izole edildi ve miktarlar1 6lciildii (Cizelge 3.2). Izole edilen 44 tane total DNA nin
PZR’leri segici antibiyotik direng geni olan hpt ve HvBorla spesifik primerleri
kullanilarak yapildi (Sekil 3.16). PZR analizlerinde hpt ve HvBorla genlerini igeren
ekspresyon vektorii pIPKb004 pozitif kontrol olarak kullanildi. Buna gore, sirasiyla
beklenen 460 ve 1069 bg’lik bantlar 25 tane 6rnek i¢in goriildi. Diger yandan yabani
tip titiin 6rneginde bahsedilen amplikonlar gézlenmedi (Sekil 3.16).
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Cizelge 3.2 Transgenik adaylarina ait yapraklardan izole edilen total DNA ve RNA

miktarlart.
Transgenik DNA konsantrasyonlari RNA Kkonsantrasyonlari
adaylan (ng/pl) (ng/nl)
(T0)
TO-T2P91 973,5 407,9
TO-T2P156 628,5 808,3
TO-T2P110 2657,6 1324,5
TO-T2P57 3760,4 1042
TO-T2P89 824 527
TO-T2P161 3118,6 1367,7
TO-T2P76 357,1 699
TO-T2P109 366,7 1354
TO-T2P103 1083,7 2174
TO-T1S9 1021 1152
TO-T2P87 1419,5 754,6
TO-T2P195 1801,8 1598
TO-T1S58 2018,2 1598,8
TO-T2P187 3587,9 2847,9
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Myt yt"1 1" 2 2°3 3" 4 45 §' 6 6 pk pk'nk nk'M

1069 be.
460 bg.

Sekil 3.16 Transgenik adayi tiitlin yapraklarindan izole edilen genomik DNA’lar
kullanilarak hpt ve HvBorla genleri igin yapilan PZR sonucu. M: Markir, yt: hpt
geni i¢in yabani tip tiitiin 6rnegi, yt’: HvBorla geni i¢in yabani tip tiitiin 6rnegi, pk:
hpt geni i¢in pozitif kontrol, nk: hpt geni i¢in negatif kontrol, pk’: HvBorla geni i¢in
pozitif kontrol, nk’: HvBorla geni i¢in negatif kontrol, 1-6: transgenik aday1
DNA’larindan hpt spesifik primerlerle elde edilen amplikonlar 1°-6’: transgenik

aday1 DNA’larindan HvBorla spesifik primerlerle elde edilen amplikonlar.

HvBorla geninin aday transgenik tiitin yapraklarinda eksprese olup
olmadiginin anlasilmasi i¢in, genomik DNA’nin kalip olarak kullanildigt PZR
sonuclarina gore secilen 14 adaydan total RNA izolasyonu yapildi (Sekil 3.17).
Agaroz jelde yiiriitiilen total RNA’larda herhangi bir kontaminasyona rastlanmadi.
Ribozomal RNA’larin kirilma olmaksizin biitiin halinde izole edildigi tespit edildi.
Bununla beraber RNA 6rneklerine, olast DNA kontaminasyonlarmi uzaklastirmak

icin DNaz muamelesi ve sodyum asetat presipitasyonu yapildi.

Izole edilen total RNA’lar ters transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA’ya
cevrildi. Birinci primer ¢ifti olarak hpt primerleri, ikinci primer ¢ifti olarak ise
HvBorla geninin ig¢inden baglanan ve 117 baz ¢iftlik amplikon vermesi gereken
GSP4_F ileri ve GSP4_R geri primerleri kullanildi. Kalip olarak kullanilan cDNA ile
RT-PZR (Ters Transkriptaz-PZR) yapilan 14 6rnekten 6 tanesinin beklenen bantlari
verdigi gozlendi. Bu Orneklerden iki tanesi Sekil 3.18’deki jel goriintiisiinde

goriilmektedir (3, 3°; 4, 4°).
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Sekil 3.17 Transgenik aday: tiitiin yapraklarindan total RNA izolasyonu. yt: Yabani
tip tiitlin total RNA’s1, 1-14: Farkli transgenik adaylarindan izole edilen total
RNA’lar

Mnk nk’pk pk'yt yt'1 1'2 2" 31 3" 4 4’5 56 ¢

— — 460 bg.
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Sekil 3.18 Transgenik aday: tiitlin yapraklarindan izole edilen total RNA’lar
kullanilarak yapilan Ters Transkriptaz-PZR sonucu. M: Markir, nk: hpt geni i¢in
negatif kontrol, nk’: HvBorla geni i¢in negatif kontrol, pk: hpt geni i¢in pozitif
kontrol, pk’: HvBorla geni icin pozitif kontrol, yt: hpt geni i¢in yabani tip tiitiin
Ornegi, yt’: HvBorla geni i¢in yabani tip tiitlin Ornegi, 1-6: transgenik adayi
cDNA’larindan hpt spesifik primerlerle elde edilen amplikonlar 1°-6’: transgenik
aday1 cDNA’larindan HvBorla spesifik primerlerle elde edilen amplikonlar.

Transgenik aday1 tiitiinlerden izole edilmis olan DNA ve RNA ornekleri ile
yapilan PZR ve RT-PZR analizlerinin sonucglart Cizelge 3.3’te toplu halde
verilmistir. Beklenen amplikonlarin gozlendigi 6rnekler ¢izelgede +, gozlenmedigi
ornekler ise - ile belirtilmistir. Ayrica ¢izelgede T1 tohumlar: aliman 5 transgenik

aday V ile gosterilmistir. T1 tohumlari ile ¢imlenme testleri ger¢eklestirilmistir.
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Cizelge 3.3 Transgenik adaylarinin molekiiler analizi ve elde edilen tohum sayist.

Transgenik adaylar1 (T0) gDNA-PZR cDNA-RT-PZR T1

TO-T2P91 + - \
TO-T2P156 + +
TO-T2P110 + +
TO-T2P57 + -
TO0-T2P89 + +
TO-T2P161 + -
TO-T2P76 + -
T0-T2P109 + + \
T0-T2P103 + -
TO-T1S9 + -
TO-T2P87 + -
TO-T2P195 + -
TO-T1S58 + +
TO-T2P187 + +
TO-T1S38 - Yapilmadi \
TO-T2P113 - Yapilmadi \
TO-T2P82 - Yapilmadi \

3.6 Aday (T0) Transgenik Bitkilerde Higromisin ve Bor

Toksisite Uygulamasi

Yabani tip tiitiin eksplantlar1 kullanilarak belirlenen letal higromisin ve toksik
H3BO3 derisimlerinin, RT-PZR’de pozitif sonug veren (T2P91 hari¢) trangenik aday1
tiitlinlerde etkisinin anlagilabilmesi i¢in rejenerasyon analizleri yapildi. TO ve yabani
tip bitkilere ait yaprak eksplantlari, 10 ve 20 mM H3;BO; ile 30 ve 50 mg/L
higromisin igeren besiyerlerine ayr1 ayr1 aktarildi. Ug hafta kiiltiirlenen eksplantlarin
fotograflar kiiltliriin ilk giinii ve son giinii ¢ekildi (Sekil 3.19, Sekil 3.20) ve yas
agirliklart  olcildi  (Sekil 3.21 ve Sekil 3.22). TO eksplantlarindan higbiri
higromisinden etkilenmezken, yabani tip tiitin eksplantlarimin Bolim 3.2°de

belirtildigi gibi letal higromisin seviyesine dayanamadigi gorildi (Sekil 3.19).
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Toksik seviyede bor uygulanan TO eksplantlar1 ise yabani tip eksplantlart ile ayni
derecede etkilenmistir. Sadece T2P91 eksplantlarinin farkli bir profil vererek yabani
tipnden farkl: olarak canli kaldig1 ve az miktarlarda kallus olusturdugu goriildi (Sekil
3.20). T2P91 disindaki transgenik adaylarina ait eksplantlarin hepsi, T2P110

eksplantlarinda goriildiigii gibi bor toksisitesine maruz kalarak §lmiistiir.

YT T2P91

YT  T2P110

YT  T2P91 ¥T _T2P110

Sekil 3.19 TO-T2P91 ve TO-T2P110 yaprak eksplantlarina letal seviyede (30-50
mg/L) higromisin uygulamasimnin 3 haftalik etkileri. YT: yabani tip tiitiin yapragina
ait eksplantlar. En st panel (0 giin), besiyerlerine yerlestirildigi ilk giinde

eksplantlar1 gostermektedir.
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YT  T2P110

10mM B

YT  T2P91 T2P110

20mM B

&

-

YT  T2P91 YT T2P110

Sekil 3.20 TO-T2P91 ve TO-T2P110 yaprak eksplantlarina toksik seviyede (10-20
mM) borik asit uygulamasinin 3 haftalik etkileri. YT: yabani tip tiitiin yapragina ait
eksplantlar.
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Sekil 3.21 TO transgenik adaylardan TO-T2P91 ve TO-T2P110’a ait yaprak
eksplantlarina higromisin ve bor uygulamalari. YA: Yas agirlik, H: higromisin, B:

bor, 0: ilk giin; 3: Gi¢iincii hafta, YT: yabani tip tiitiin eksplantlari.
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Sekil 3.22 TO transgenik adaylardan TO-T2P109 ve TO-T2P156’ya ait yaprak
eksplantlarina higromisin ve bor uygulamalari. YA: Yas agirlik, H: higromisin, B:

bor, 0: ilk giin; 3: G¢ilincii hafta, YT: yabani tip tiitiin eksplantlari.

Yas agirlik sonuglarina gore yaban tipi tiitiin yapraklari, 30 ve 50 mg/L H
uygulamast altinda, kontrol kosullariyla karsilastirildiginda anlamli bir artig
gostermemistir. Buna karsin, dort farkli transgenik aday: tiitiin yapraklarinin yas
agirliklari, artan higromisin derisimleri altinda iimitvar sonuglar vermistir. Buna
gore, tiim transgenik adayi eksplantlarmin yas agirliklarinda, 30 ve 50 mg/L H
kosullarinda kontrol kosullarina benzer sekilde anlamli bir artig tespit edilmistir.
Ayni kosullar altinda dort farkli transgenik aday:r arasinda T2P91 ve T2P110’un tiim
H uygulamalar1 altinda en yiiksek rejenerasyon kapasitesi gosteren transgenik
adaylar oldugu goézlenmistir. Buna karsin, T2P109 transgenik aday1 eksplantlarinin
30 ve 50 mg/L H altindaki yas agirliklari, kontrol kosullarindaki artisa gore daha
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diisiiktiir. Ote yandan T2P156 trangenik aday1 eksplantlarda 30 mg/L H uygulamasi
sonrast kontrol kosullarina gore yas agirliklarinda anlamli seviyede artis gozlenirken;
50 mg/L H uygulamasi sonrasi yas agirliklarindaki artis, kontrol kosullar1 ile ayni1

seviyede tespit edilmistir.

Bor tasiyicist oldugu diisliniilen HvBorla geninin transformasyon yontemiyle
tiitine aktarilmas1 sonrasinda elde edilen transgenik adayi eksplantlarin, bor
toksisitesi altinda bliylime profilleri Sekil 3.20’de gosterilmistir. Buna gore, dort
farkli transgenik aday1 ve yabani tip tiitiin eksplantlarinin yas agirliklari, artan borik
asit derigimi altinda, kontrol kosullarina gorece anlamli sekilde diisiiktiir. Yas agirlik
analizlerine gore, uygulanan maksimum bor derisimi olan 20 mM B’nin, tiim tiitiin
eksplantlar1 i¢in toksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Buna karsin, B uygulamalar
altinda, yabani tip ve transgenik aday1 eksplantlarin yas agirliklar1 arasinda anlamli

bir sonug tespit edilememistir.

3.7 T1 Transgenik Bitki Analizleri

HvBorla geninin aktarildigi transgenik adayi bitkiler arasindan kapsiil
olusturan bes adet tiitiine ait T1 tohumlari ile ¢imlenme analizleri gergeklestirilmistir.
T1 tohumlarinin transgenik olup olmadigini belirlemek ve toksik seviyede bora karsi
tolerans gelistirme durumunu incelemek amaciyla yabani tip ve transgenik adayi
tohumlar, kontrol (MS) disinda higromisin ve yiiksek derisimde borik asit igeren
besiyerlerine aktarilmistir. Bunun i¢in, T1 tohumlari, yabani tip tiitiine ait yaprak
eksplantlar1  i¢cin  letal olan 30 mg/lL H ile toksik  olan
10 mM B derisimleri uygulanan besiyerlerine aktarildi. Cimlenen T1 tohumlarinin ti¢
hafta sonunda fotograflari ¢ekildi (Sekil 3.23). Cimlenen ve bu ¢imlenenler arasindan
saglikli sekilde gelisenler sayildi ve toplam tohum sayisina gore yiizdeler hesaplandi

(Cizelge 3.4, 3.5 ve 3.6).



61

TP YT 2P YT

T2P113 YT T2PIY YT

Sekil 3.23 T1 tohumlarinin letal derisimde higromisin ve toksik seviyede borik asit

uygulamasinin ¢imlenmeye etkileri
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3.7.1 T1 Tohumlarinda Canhhk

Antibiyotik ve bor eklenmemis kontrol MS besiyerinde ¢imlenen transgenik
aday1 T1 tohumlari, yabani tip tohumlari ile karsilastirildiginda T1-T2P109 disindaki
T1’lerin yaban tipinden daha diisiik ¢imlenme ve gelisme oranina sahip oldugu
goriilmiustiir (Cizelge 3.4). T1-T2P109 ise % 100 ¢imlenme ve gelisim gostererek
hem yabani tip hem de diger transgenik adaylarla karsilastirildiginda en yiiksek
sonucu vermistir. Buna karsin T1-T2P82 tohumlar1 en diisiik ¢imlenme oranina
sahiptir ve buna paralel olarak gelisme yiizdesi de diger adaylarla kiyaslandiginda
anlamli derecede diisiiktiir. Geriye kalan {i¢ transgenik adayina ait ¢imlenme ve

geligsme ylizdeleri birbirlerine yakin; ancak yaban tipinden diistiktiir.

Cizelge 3.4 T1 tohumlarinin MS besiyerinde ¢imlenme ve gelisme oranlari.

MS Besiyeri
Cimlenme Gelisme
Toplam Cimlenen yiizdesi Gelisen yiizdesi
tohum tohum (%) tohum (%)
Yabani tip 68 53 77,9 51 75,0
T1-T1S38 68 36 52,9 28 41,2
T1-T2P82 68 13 191 11 16,2
T1-T2P91 68 34 50,0 27 39,7
T1-T2P109 68 68 100,0 68 100,0
T1-T2P113 68 30 44,1 30 44,1

3.7.2 T1 Tohumlarinda Mendel Kalitiminin incelenmesi

Transgenik adaylar1 igin se¢ici antibiyotik olan higromisinin letal olan 30 mg/L
derisiminde eklendigi MS besiyerinde ¢imlendirilen T1 tohumlar1 higromisine direng
gostermistir (Sekil 3.23). Yabani tip tohumlarin yaklasik % 89’u, higromisinli
besiyerinde ¢imlendigi halde bunlardan hicbiri gelisememistir. Transgenik adaylarina
ait tohumlar ise higromisine diren¢ gostererek geligmistir. T1’ler arasinda en yliksek

¢imlenme (%100) ve gelisim oranini (% 80,4) yine T1-T2P109 gostermistir. Geriye
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kalan T1’lerin ¢imlenme ve gelisim ylizdelerinin birbirine yakin oldugu gériilmiistiir.
Elde edilen bulgular ile Chi-Square (x2) testi yapilmisgtir. Chi-Square testine gore iki
degiskenli bir uygulamada Df=1 olacagi i¢in y2 degerinin p=0.05’e gore 3,841 oldugu
bilinmektedir. Mendel kalitim yasasina gore higromisine maruz kalan T1 tohumlar1
(F1) arasinda dayanikli:hassas oran1 3:1 veya 1:2 olacak sekilde hipotez kurulmustur.
Buna gore dayanikli:hassas orani 3:1 hipotezi, ¥2 degeri 3,841°den biiyiikk olan
T1’lerde reddedilmis; kiiciik olan T1-T2P109°da ise kabul edilmistir. Bunun tersine
dayanikli:hassas orani 1:2 hipotezi, x2 degeri 3,841°den biiylik olan T1-T2P109 i¢in
reddedilirken; kiiclik olan diger T1’ler i¢in kabul edilmistir. Sonug¢ olarak T2P109
transgenik adaymin beklenen 3:1 Mendel kalitimin1 gosterdigi, ancak diger adaylarin

1:2 oranina sahip oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.5 T1 tohumlarinin higromisinli besiyerinde ¢imlenme, gelisme oranlari ve

Mendel yasalaria gore kalitim ozellikleri.

MS+30mg/L H

3:1 1:2
(Dayamklh:Hassas) (Dayanikh:Hassas)
Ez £E=2 £% Sz E7% %2 p=0.05 72 p=0.05
= Tz ET =3 =%
== =£ =25 == o3
== 5= 08 S8 &%
Yaban tipi 170 152 894 0 0,0
T1838 102 36 353 34 333 04,44 Red 0,00 Kabul
T2PR2 102 iz 34 29 28.4 117,97 Red 1,10 Kabul
T2P91 102 47 46,1 34 333 04,44 Red 0,00 Kabul
T2P109 102 2 1oo0 8’2 20,4 1,58 Kabul 101,65 Red

T2P113 102 43 42,2 39 382 73,53 Red 1,10 Kabul




64

3.7.3 T1 Tohumlarina Toksik Seviyede Bor Uygulamasi

Yabani tip tiitin eksplantlarinda toksik olarak belirlenen 10 mM borik asit
derisiminin uygulandigi T1 tohumlarinin, yabani tip tohumlarina gére ¢imlenme
orani anlamli derecede diisiik olmustur. Bu oran yabani tip i¢in % 85,3 iken T1’ler
icin % 13,7 ile % 24,5 arasinda degismektedir. Buna uymayan T1-T2P109
tohumlarinin % 96,1°1 ¢imlenmis ancak gelismemistir (Cizelge 3.6). T1-T1S38’e ait
bir tane tohum haricinde, yabani tip dahil, toksik seviyede bora maruz kalan

tohumlarin higbiri, ¢cimlense dahi gelisememistir (Sekil 3.23).

Cizelge 3.6 T1 tohumlarinin toksik derisimde borlu besiyerinde ¢imlenme ve gelisme

oranlart.
MS+10mM B

Cimlenme Gelisme

Toplam  Cimlenen viizdesi Gelisen viizdesi
tohum tohum (™) tohum ("0
Yaban tipi 170 | 45 85,3 0 0,0
T1538 102 25 24.5 | L0
T2P82 102 23 22,5 0 0.0
T2P91 102 14 13,7 0 0.0
T2P109 102 e b, | 0 0,0
T2P113 102 19 18,6 0 0,0

Tim ¢imlenme analizleri bir arada dislintldiginde T1-T2P109 her
uygulamada en yiiksek ¢imlenme ve gelisim sonucunu vermistir. Diger T1’lere
bakildiginda, letal higromisin derisimli besi ortamlar1 haricinde, yabani tip

tohumlaria gore diisiik ¢cimlenme ve gelisim gostermislerdir.
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4 TARTISMA

Diinya bor rezervleri arasinda birinci sirada yer alan lilkemizde tarimsal verim,
diinyadaki diger kurak ve yari-kurak bdlgelerdekine benzer olarak, ekinlerin bor
toksisitesine maruz kalmasiyla diigmektedir (Nable ve ark., 1997; Cartwright ve ark.,
1984). Bitki i¢in esas mikro-elementlerden olan borun diisiik derisimde bulundugu
topraklarin, borca zengin topraklara goére daha yaygin olmasina karsin, bor toksisitesi
¢ogu zaman diinyanin farkli bolgelerinde goriilen verim diisiikliigiiniin basta gelen
nedenleri arasinda gosterilmektedir (Cartwright ve ark., 1986). Bitki icin eksiklik ve
toksisite yaratan bor derigimleri arasindaki farkin ¢ok az olmasi, bor toleransi
acisindan bitki tiirleri hatta ¢esitler arasinda dahi farkliliklara sebep olmaktadir
(Kalayci ve ark., 1998; Alkan ve ark., 1995). Bu nedenle, bitkilerde eksiklik ve
toksitite belirtileri en yaygin goriilen mikro-elementlerin basinda bor gelmektedir

(Keren ve Bingham, 1985; Sakal ve Singh, 1985; Goldberg, 1997).

Borun toprakta toksik seviyede bulunmasi bitkilerde kuru madde kaybi, meyve
clirlimesi, kok uzamasinin engellenmesi, kabuk ve yaprak uglar ile kenarlarinda
nekroz ve kambiyum o6liimiinden dolayr gévde oliimiine yol agmaktadir (Nable ve
ark., 1997; Reid ve ark., 2004; Marschner, 1995, Reis ve Fitzpatrick, 2009). Ayrica
yiiksek seviyede borun bazi bitkilerde sekerden nisasta yapimini inhibe ettigi ve
nitrojen bilesenleri metabolizmasin1 da etkiledigi gosterilmistir (Bonilla ve ark.,
1980; Kastori ve Petrovic, 1989; Mahboobi ve ark., 2002; Marschner, 1995). Bu
bilgilerle uyumlu olarak borun bitkilerde nitrojen fiksasyonu gibi fizyolojik ve hiicre
duvarindaki pektin polisakkaritlerine baglanmasi gibi yapisal rolleri oldugu
bilinmektedir. Bunlar disginda borun, bitki hiicrelerinde karbonhidrat ve protein
metabolizmasinda, seker tasiniminda, hiicre duvari sentezi ve yapisal siirekliliginde,
lignifikasyon, respirasyon ve RNA metabolizmasinda, doku farklilagmasi, oksin ve
fenol metabolizmasinda, hiicre zar1 gecirgenliginde, polen ¢imlenmesinde ve polen
tiipii biiyiimesinde de rol aldigi belirtilmistir (Parr ve Loughman, 1983; Marschner,
1995; O’Neill ve ark., 2004). Dolayisiyla borun toksik seviyede olmasi kadar eksik
derisimi de duyarli bitkilerin metabolizmalarim1  etkileyecektir.  Bitkilerin
beslenmesinde gerekli olan eksik besin elementlerinin giibreleme yoluyla bitkiye

kazandirilarak verimi artirabilmek miimkiin olabildigi halde, toprakta bitkiye toksik
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etki yapacak oranda bulunan besin elementlerinin verime olan olumsuz etkisini
ortadan kaldirmak kolay olmamaktadir. Cagimizda olduk¢a fazla kullanim alanina
sahip olmasi boru stratejik agidan dnemli kilmaktadir. Bundan dolay1, borun bitkilere
olan toksik etkisini gidermek i¢in boru ortamdan uzaklastirmak iyi bir yontem olarak
goriilmemektedir. Bu nedenle, gerek stratejik degerinden dolayr geri kazanim,
gerekse tarimsal agidan olumsuz etkilerinden dolayi, bora dayaniklilik durumuna
gore tarim yapilmasi yoniine gidilmektedir. Giintimiizde bor toksisitesine kars1 {liriin
verimini ve kalitesini arttirma amaclarina yonelik yiiksek toleranshi transgenik
bitkiler elde etmek, uygulanan stratejik yontemlerden biridir. Ayrica son zamanlarda,
bor tolerans mekanizmasinin, bor tasiyicilari ile aktif olarak tasman borun bitki
yaprak ve govdelerinden uzaklastirilmas1 ve koklerden atilmasi ile saglandiginin
bulunmasi, bor stresine karsit tolerans gelistirme konusuna yeni yaklasimlar
getirmistir. Bu tez ¢alismasinda abiyotik stres faktorii olan bor toksisitesine karsi
tolerans gelistirme amaciyla, bor tasiyicisi olarak bilinen HvBorla geninin,
transformasyon caligsmalarinda en sik kullanilan model bitki olan tiitiine aktarilmasi

hedeflenmistir.

Genel adi BOR olan bor tastyicilarindan BOR1, tanimlanan ilk bor tasiyicisi
olarak Arabidopsis thaliana’da belirlenmistir. Bu proteinin ekspresyonunun bor
toksisitesi altinda diistiigii ve endozom yapisina dahil olarak vakuollere tagindigi; bor
eksikliginde ise hiicre zarinda biriktigi gézlenmistir (Takano ve ark., 2005). Bulunan
ikinci bor tasiyicit grubu ise nodulin-26-benzeri proteinler olarak adlandirilan ve
borik asit kanallar1 olan NIP’lerdir. A. thaliana’da tanimlanan NIP5;1’in ekspresyon
seviyesinin diisiik bor derisimi altinda arttigi ve borun kok hiicrelerine alinimin
kolaylastirdig belirlenmistir (Takano ve ark., 2002; 2006). Arpa, bugday ve celtikte
bulunan; sirasiyla Hv-BOR2, Ta-BOR2 ve Os-BOR1 genlerinin bor toleransindan
sorumlu oldugu belirlenmistir (Reid, 2007; Nakagawa ve ark., 2007). HvVBOR2,
OsBOR3 ve Ta-BOR2 gibi bor tasiyicilart ile yiiksek oranda benzerlik gdsteren
HvBorla’nin ekspresyon seviyesinin calisilan iki arpa cesidinde de yapraklarda
koktekinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Oz, 2012). Bu ekspresyon farki,
HvBorla’nin yapraklarda bor dagitimindan sorumlu olabilecegini diislindiirmiistiir.
A. thaliana’da borun atilimindan sorumlu oldugu belirlenen BOR4’iin ekspresyon
seviyesinin artirilmas1 (Miwa ve ark., 2007) ve bu genin geltikte ekpresyonunun

gerceklestirilmesi (Kajikawa ve ark., 2011) ile yiiksek bor toleransi saglanmasi, bor
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tasinma mekanizmalarindan sorumlu genlerin uyarilmasinin veya heterolog
ekspresyonunun  gerceklestirilmesinin  bitkilerde bor toksisitesine tolerans
saglayabilecegini diistindliirmektedir. Bundan yola ¢ikilarak tiitiine aktarilmak istenen
arpa kokenli HvBorla geninin, toksik seviyede bora maruz kalan transgenik adayi
tiitiin eksplantlar1 ve tohumlardaki etkisi, yabani tip tiitiinler ile karsilastirilmis ve

gbzlemlenen farklar tartisilmistir.

4.1 Transgenik Adayr (TO) Tiitiinlerde PZR ve RT-PZR

Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Arpa kokenli HvBorla geni, 35S promotorunun bulundugu ekspresyon
vektoriine klonlanmis ve Agrobacterium tumefaciens araciligi ile tiitiine aktarilmistir.
Vektorde yer alan segici antibiyotik direng geninden (hpt) dolayr higromisinli besi
ortaminda gelistirilen transgenik adaylarin bir kismindan sirasiyla total DNA ve
RNA’lar izole edilmistir. Transgenik aday1 tiitiin genomik DNA’larinin HvBorla
spesifik ve hpt bolgesine ait primerler ile gergeklestirilen PZR’ler sonucunda her iki
amplikon i¢in pozitif sonu¢ veren 14 transgenik adayi segilmistir. Bu transgenik
adaylarina ait total RNA Orneklerinden ters transkriptaz enzimi ile elde edilen
tamamlayict DNA’lar (cDNA) kalip olarak kullanilarak yari-nicel RT-PZR (Ters
Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapilmistir. Bu sekilde, yine HvBorla
spesifik ve hpt bolgesine ait primerler kullanilarak; HvBorla’nin transgenik
tiitlinlerde eksprese olup olmadiginin anlagilmasi hedeflenmistir. Buna gore, 14
transgenik adaymin alt1 tanesinde amplikonlar beklenen bantlar1 vermistir. RT-PZR
sonucu pozitif olan transgenik adaylara ait eksplantlar bor toleransi denemelerine
alinmis; toksik seviyede borik asite maruz birakilarak yabani tip tiitiin eksplantlar1 ile

morfolojik yonden ve rejenerasyon oranlari agisindan karsilastirilmastir.
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4.2. Transgenik Aday1 (TO) Tiitiinlerde Letal Higromisin

Uygulamalari

Gen transferi caligsmalarinda, bitkilerde secici ajan olarak sik¢a kullanilan
higromisin B, aminoglikozidik bir antibiyotik olup protein sentezini inhibe ederek
hiicreleri oldiirmektedir. Higromisin B’yi fosforilasyon ile inaktive eden bir kinaz
olan higromisin fosfotransferaz, hpt direng geni tarafindan kodlanir. Bu g¢alismada
Agrobacterium yolu ile yapilan transformasyonda kullanilan tiitiin yapraklarinin
higromisin B’ye hassasiyetlerini belirlemek iizere yaban tip tiitiin yapraklarina farkli
derisimlerde higromisin ajan1 uygulandi. Bu farkli derisimler altinda yas agirliklar
Olgiilen tiitiin eksplantlar1 igin 30 mg/L higromisin derisiminin letal seviyede oldugu
saptanmistir. Benzer sonuglar Tuncer (2006)’in yaptig1 ¢aligmada da bulunmustur.
Belirlenen letal higromisin  derisimi, transforme olmayan eksplantlarin
rejenerasyonunu engellemek ve gen aktariminin yapildigi eksplantlari segebilmek
icin transgenik adayi tiitiin yapraklarina uygulandi. Nitekim yabani tip ve transgenik
aday1 tiitiin yapraklarmma 30 ve 50 mg/L higromisin uygulamasi sonrasinda, yaban
tipine ait eksplantlar dliirken, transgenik aday tiitiin eksplantlarinin canli kaldig1 ve
rejenere oldugu gorilmiistir. Bu sonug, sirasiyla 25, 30-50, 50, 40 ve 50 mg/I
higromisinin uygulandigi tiitiin (Tuncer, 2006), ¢eltik (Li ve ark., 1993), Rubus
anticus (Kokko ve So, 1998), Eucalyptus camaldulensi (Ho ve ark., 1998) ve bugday
(Raja ve ark., 2010) transgenik secilimlerinin yapildig1 c¢alismalarla paralellik

gostermektedir.

4.3 Transgenik Adayr (TO) Tiitiinlerde Bor Toksisitesi

Uygulamalari

Calismada aktarilmak istenen HvBorla geninin muhtemel bir bor tasiyicisi
olmasi nedeniyle; transgenik adayi tiitiinlerin segiliminde kullanilmak {izere yabani
tip tiitin eksplantlarinda letal bor derisimi belirlenmistir. Buna gore, 10 mM B
uygulamasi altinda yabani tip ve transgenik adayi tiitiin eksplantlarinin 6lmedigi

ancak kallus da olusturmadig tespit edilmistir (TO-T2P91 hari¢). Ayni kosullar
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altinda transgenik aday1 tiitiin eksplantlarinin yas agirliklarinda yaban tipine gore
anlaml1 bir artis goriilmemistir. Ayrica 20 mM B uygulamasi yabani tip ve transgenik
adayr tiim eksplantlara letal etki gostermis ve kallus olusumunu biitliniiyle
engellemistir. Sonug olarak, toksik B kosullar1 altinda HvBorla geni aktarilan
transgenik aday1 ve yabani tip tiitiinler yas agirliklarina gore degerlendirildiginde
onemli bir fark goriilememistir. Ayrica transgenik adayi tiitlinlerde higromisin
uygulamalar1 altinda belirlenen fenotipik farklilik bor uygulamalarinda tespit
edilememistir. Bagka bir ifadeyle secici ajan olan higromisine hpt geninin transgenik
aday: tiitlinlerde sagladigi direng, bor toksisitesi altinda HvBorla geni tarafindan
saglanamamigtir. Bor toksisitesi altinda HvBorla geni aktarilmis transgenik aday:
bitkilerle yabani tip tiitiinler arasinda fenotipik bir farkliligin belirlenememesi,
HvBorla’nin bor atilimi ya da igeri alinim mekanizmalarinin hangilerinde etkin bir
rol oynadiginin heniiz agiklanamamis olmasi ile iligkili olabilir. Benzer sekilde
Oz’iin (2012) arpada yaptig1 bir calismada HvBorla geninin, toksisite kosullari
altinda ekspresyon seviyesinin diistiigii belirlenmis ve HvBorla’nin toksisite
kosullarina toleranstan ziyade borun yaprak dokularma dagitimindan sorumlu

olabilecegi Onerilmistir.

4.4 Transgenik (T1) Tiitiinlerde Cimlenme Analizleri

Genetik transformasyonda basar1 sadece transgenlerin bitki genomuna
entegrasyonunun saglanmasi degil; bu transgenlerin sonraki jenerasyonlarda kararl
olarak eksprese olabilmesi anlamina gelmektedir (Basri, 2005). Giinlimiize kadar
bircok transgen ¢esitli yontemler ile 120’den fazla bitki tiirliniin niiklear genomuna
basariyla aktarilmistir (Birch, 1997). Bitki i¢in yeni olan bu transgenlerin kalitimini
ve kararliligimi acgiklayabilmek, tarimdaki genetigi degistirilmis organizmalarin
kullanim1 ve degerini belirlemede biiyiik 6nem tasimaktadir. Transgenin molekiiler
diizeyde karakterizasyonu (transgenin aktarilmasi) kadar; transgen ile kodlanan
fenotipin (transgen ekspresyonu) sonraki nesillerdeki ayrimsal analizleri de transgen
kalitimin1 belirlemeyi saglar (Yin ve ark., 2004). Bu calismada, transgenik aday1 olup
kapsiil olusturan bes tiitiinde, aktarilan gen bdlgesinin kalitimi, bu tiitlinlere ait

tohumlarin ¢imlendirilme analizleri ile belirlenmistir. Bunun ic¢in, T1 tohumlar
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yabani tip tohumlar ile birlikte, kontrol olarak yari kati MS, secici ajana direnci
gormek lizere yar1 katt MS+30 mg/L higromisin ve toksik bora toleransi incelemek

amaciyla yar1 katt MS+10 mM H3BOj3 besiyerlerine aktarilmislardir.

Higromisin ve toksik miktarda H3BOj3 igermeyen MS besiyerine aktarilan
T1’lerden ¢imlenen hemen her tohumun ayni zamanda gelistigi de goriilmiistiir. Her
ne kadar yabani tip tohumlar1 kadar olmasa da T1S38, T2P91 ve T2P113
tohumlarmin ¢imlenip gelisebildigi belirlenmistir. T2P82 tohumlarinin en diisiik
cimlenme oranin1 gostermesiyle birlikte c¢imlenenlerden ¢ogunun gelistigi
goriilmektedir. T2P109 tohumlari ise % 100 ¢imlenme ve gelisme gostererek yabani
tip tohumlardan daha iyi sonu¢ vermistirr Bu sonuglar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, yapilan gen transformasyonu uygulamasinin gamet olusumunu
engellemedigi ve HvBorla geninin tiitin genomuna entegrasyonunun hem
reprodiiktif hem de gelisimsel sathalar1 ciddi oranda etkilemedigi yorumu

yapilmistir.

Secici  higromisin derisimi uygulanan Yyabani tip tohumlar1 ¢imlenip
gelisemezken, T1 tohumlar1 ¢imlenmis ve gelisme goOstermislerdir. Higromisin
direnicini saglayan ve etkisi fenotipik olarak da goriilen hpt geninin T1
tohumlarindaki kalitimi, Mendel kalitim yasasina gore incelenmistir. Buna gore
aktarilan bir genin ilk jenerasyonda 3:1 oraninda dayanikli:hassas fenotipi gostermesi
gerekmektedir. Bu hipotezden yola c¢ikilarak T1’lerin Chi-Square testi ile x2
degerleri hesaplandiginda sadece T2P109’un bu hipoteze uydugu goriilmiistiir.
Hipotez degistirilip dayanikli:hassas orani 1:2 olacak sekilde y2 testi yapildiginda
T2P109 disindaki transgenik adaylar i¢in 1:2 hipotezi kabul edilmistir. Yani T2P109
disindaki T1 tohumlar1 Mendel kalitimina uymamaktadir. Ancak bu kalitim
analizinin sinirlt sayida tohumla yapilmis oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bu
sekilde Agro-transformasyonu veya mikropartikiil bombardimani ile elde edilen
transgenik  bitkilerde, transformasyonun kalimli olmamasi veya zayif
ekspresyonundan dolayi, bir transgenin Mendel kalitimina uymayan segregasyonu
%10-50 sikliginda goriilmektedir (Deroles, Gardner 1988, Register ve ark., 1994,
McCABE ve ark. 1999, Limanton-Grevet, Jullien, 2001). Dogrudan DNA aktarimi
(Spencer ve ark., 1992; Register ve ark., 1994) veya Agro-transformasyonu (Deroles ve

Gardner, 1986) ile elde edilen transgeniklerde, transgenlerin kopya sayisindan
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bagimsiz sekilde tek bir Mendel lokusuna entegrasyonu tipik olarak goriilmektedir.
Ayni bitki tiirii igin dahi, transformasyon yonteminin, T-DNA entegrasyonunun tipi
ve kopya sayisina anlamli derecede etkisi oldugu bildirilmistir (Grevelding ve ark.,
1993). Ornegin yaprak diski ydntemiyle transforme edilen Arabidopsis transgenik
bitkilerinin ¢ogunda (% 89) ¢oklu T-DNA insersiyonu goriilmistir. Bu
insersiyonlarin biiyiikk kismi sag-sinira ters sekilde giren tekrar yapilaridir (%58).
Bunun tersine kok transformasyonunda c¢ogunlukla tek T-DNA insersiyonu
gerceklesmis ve sag-sinir bolgesinde daha az (%38) tekrara rastlanmistir. Coklu T-
DNA insersiyonlarinin transgenin susturulmasi veya birlikte-baskilanmas: ile ilgili

oldugu bilinmektedir (Jorgensen, 1991, 1993).

T1 tohumlarinda toksik seviyede bora karsi toleransin olusup olugmadigini
anlamak tizere yabani tip ve T1’lere 10 mM derisiminde borik asit uygulanmaistir.
Toksik derisimde bor, yabani tip tohumlarinin ¢imlenmelerine engel olmamis ve %
85,3 gibi bir ¢imlenme sonucu vermistit. Ancak c¢imlenen higbir tohum
gelismemistir. Toksik seviyede bora maruz kalan transgenik adayi tohumlar ise
yaban tipe gorece oldukca diisiik bir ¢imlenme gostermislerdir. Buna uymayan tek
transgenik adayr T2P109 tohumlar1 ise, yaban tipinden yiiksek bir ¢imlenme orani
gostermis; ancak geriye kalan tiim tohumlar gibi gelisim gdstermemistir. Bu durum
oncelikle, toksik seviyede borun gerek organogenez gerek de ¢imlenme sonrasi
gelisimi engellerken; yabani tip ve T2P109°da ¢imlenmeye engel olmadigini akla
getirmektedir. Ayrica RT-PZR’de pozitif sonug veren TO-T2P109’un yaprak diski-
bor uygulamalarinda da yaban tipine benzer bir profil gosterdigi hatirlanmalidir.
PZR’de pozitif ancak RT-PZR’de negatif sonug¢ veren TO-T2P91 yaprak eksplantlari
ise toksik bor denemesinde yabani tip ve TO-T2P109’dan farkli olarak canli kalmisti.
PZR’de negatif sonug veren (bu yiizden RT-PZR yapilmadi) ancak tohum verdikleri
i¢in yine de ¢imlenme analizine alinmis diger transgenik adaylara (TO-T1S38, TO-
T2P82, TO-T2P113) ait tohumlar (T1-T1S38, T1-T2P82, T1-T2P113) ise higromisin
direnci gostermis ve toksik seviyede bordan birbirine benzer sekilde etkilenmislerdir.
Tim bu sonuglara bakilarak, islevi belirlenmek istenen ve bor tasiyicisi oldugu
bilinen HvBorla geni tiitinde eksprese oldugu i¢in ¢imlenme ya da gelisim
gerceklesmiyorsa, bu genin boru hiicre i¢ine tasimada gorevli olabilecegi; bu yiizden
de bora tolerans saglayamayarak tersine toksisiteye sebep oldugu yorumuna

gidilmistir.
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Ayrica TO yaprak diski bor denemelerinde T2P109 eksplantlarinin, toksik
seviyede bordan, yaban tipinden farksiz sekilde etkilendigi goriiliirken; T1-T2P109
tohumlarmin diger T1’lerden farkli olarak, toksik miktarda bor igeren besiyerinde
yiikksek oranda ¢imlenmesi bu bor tasiyici genin ekspresyonunun bitkide doku-
spesifik olabilecegini de diisiindiirmiistiir. Buna ek olarak T1 tohumlarinin genel
olarak ¢cimlenme oranlarinda goriilen farkliliklarin genotipler arasi fertilite yetenegi

farkindan da kaynaklanabilecegi unutulmamalidir.

Ancak bir bagka yaklasgim HvBorla geninin ekspresyonunun engellenmis
olabilecegidir. Ciinkii bir transgenin genoma aktarilmasi hem transgenin kendisine
hem de konak¢i genomuna bagli olan karmasik bir siiregtir. Ayrica bu transgenin
ekspresyon seviyesi, baslica pozisyonel etkilerin rol aldig1 birkac faktdre (Hobbs ve
ark., 1993, Meyer, 1995, Kohli ve ark., 1999, Yin, 2003) bagli olarak degisebilir.
Benzer sekilde, transgenin entegre oldugu bolge transgenin kalitimini etkiler. Eger
entegrasyon transkripsiyonel olarak aktif bir bolgeye olmus ise ekpresyon proksimal
diizenleyici dizilerce uyarilir (Topping ve ark., 1991). Ancak entegrasyonun
heterokromatindaki tekrar-dizilerinin bulundugu bélgede gerceklestigi durumlarda
transgenlerin inaktivasyonu ile sonuglanabilir (Ye, 1996). Bilinen diger faktorler
transgenlerin delesyonu, duplikasyonu, yeniden diizenlenmesi, tekrar eden dizi
rekombinasyonu ve gen interaksiyonlarini iceren genetik mekanizmalardir (Yin ve

ark., 2004).

Tiim sonuclar gbz Oniinde bulunduruldugunda HvBorla geninin aktarildigi
transgenik adayr tiitlin eksplantlar1 ve tohumlarina yapilan toksik seviyede bor
uygulamalar1 sonucunda genel olarak anlamli bir bor toksisitesi toleransi
gorilememistir. Bu yiizden 10mM borik asit ile yapilan ¢cimlenme analizinde Mendel
kalitmma bakilmamistir. Bununla birlikte HvBorla geninin boru hiicre igine
tasimada gorevli oldugu var sayilirsa, bor toksisitesi yerine bor eksikligi uygulanan
kosullarda ¢imlendirilen T1 tohumlarinda 3:1 duyarli:hassas fenotipi goriilmesi

beklenebilir.
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5 SONUC

Bor toksisitesi, bor kaynaklari agisindan ilk sirada yer alan iilkemiz ve
diinyanin kurak sayilan bolgelerinde goriilen verim disiikliigliniin basta gelen
nedenleri arasinda gosterilmektedir. Buna karsin, tarim alanlarinda yiiksek miktarda
borun neden oldugu toksisite ile basa ¢ikmak agronomik olarak kolay degildir.
Bununla birlikte, bor stresine toleranslt bitkiler gelistirmek, toksisite veya eksiklik
kaynakli verim diistikliiglinlin iistesinden gelmede bir strateji olabilir. Bu amagcla, bor
tolerans mekanizmasinda tasiyici rolii ile etkin oldugu diisiiniilen arpa kokenli
HvBorla’nin Agrobacterium yolu ile model organizma olan tiitiine transformasyonu
gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde

siralanmustir:

o Transformantlarin se¢iminde kullanilmak tizere, yabani tip tiitiin
yaprak eksplantlar1 i¢in segici ajan higromisinin 6ldiiriicli derisimi 30 mg/L
olarak belirlendi.

o Transgeniklerde bor toksisitesi toleransini incelemek tizere, yabani tip
tiitlin yaprak eksplantlarinda letal borik asit derisimi 10 mM olarak belirlendi.
o Yapilan 4 transformasyon denemesi sonucunda in vitro Kkiiltiir
ortaminda elde edilen 317 transgenik adayindan 57 tanesi topraga aktarildi ve
bunlardan 33 tanesi iklimlendirme asamasinda kaybedildi.

. Genomik DNA’lar1 HvBorla ve hpt spesifik primerler ile yapilan
PZR’de pozitif sonu¢ veren 14 transgenik adayina ait total RNA’lardan 6
tanesi RT-PZR’de pozitif sonug verdi.

o Transgenik aday1r TO’lara ait yaprak eksplantlar1 letal higromisin
derisimine yaban tipinden anlamli sekilde farkli olarak direng gosterirken;
ayni TO’lara ait eksplantlar bor toksisitesi uygulamasi altinda yabani tip
eksplantlar ile benzer sonuglar verdiler (TO-T2P91 haric).

o Topraga aktarilan transgenik aday bitkilerin besine ait tohumlar (T1)
ile yapilan c¢imlendirme analizi sonucunda, transformasyonun gamet
olusumunu engellemedigi ancak yabani tip tohumlari ile karsilastirildiginda
T2P109 disindaki T1’lerin yaban tipinden daha diisiik ¢cimlenme ve gelisme

oranina sahip oldugu goriildii.
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. Letal higromisin derisimine sahip besiortaminda ¢imlendirilen yabani
tip tohumlar gelisemezken, T1’ler % 100’e kadar ¢imlenme ve % 80,4’e
kadar ise gelisme gosterdi.

. Letal higromisin derisiminde ¢imlenen T1 tohumlarindan T2P109’un
dayanikli:hassas orani Mendel kalitimina uygun sekilde 3:1 fenotipinde
oldugu belirlendi. Diger T1’lerin dayanikli:hassas orani 1:2 olarak
hesaplanda.

o Toksik bor derisiminin uygulandigi T1 tohumlarinin, T2P109 harig,
yabani tip tohumlarma goére ¢imlenme oraninin anlamli derecede diisiik
oldugu belirlendi. T2P109 tohumlar1 ise yaban tipine yakin olarak %96,1
oraninda ¢imlenme gosterdi. Ancak T1S38’e ait ¢imlenen bir tohum disinda,
toksik seviyede bora maruz kalan higbir tohum gelisim gdsteremedi.

o Diger bor tastyicilariyla yapisal benzerligi bulunan HvBorla geninin
boru hiicre i¢ine mi yoksa hiicre disina m1 tasidigi heniiz bilinmemekle
birlikte, calismada secici ajan higromisine direng gdsteren transgenik
adaylarinin toksik seviyede bora ayni oranda tolerans gosterememesi, gen
iriinii tastyici proteinin, borun hiicre i¢ine taginmasinda gorevli olabilecegi

yorumuna yol agmuistir.

Gelecekte yapilacak g¢aligmalarda tiitiin bitkisinde genin doku spesifik
promotorlar kontroliinde transformasyonunun denenmesi anlamli goziikmektedir.
Ayrica bor stresine karsi tolerans gelistirme uygulamalarinin sadece bor
toksisitesi degil, ayni zamanda bor eksikligi altinda gerceklestirilmesi,
uygulanabilecek bir bagka yaklagim olacaktir. Bunlara ek olarak, elde edilen
transgenik adayi tiitiin tohumlarindan gelisen T1 bitkilerinin HvBorla genini
tasidiklarinin = Southern blot analizi ile gosterilmesi, genin kalitiminin
dogrulanmasi agisindan O6nemlidir. HvBorla geninin islevinin bulunmasi, bu
genin bor stresine tolerans mekanizmasindaki olas1 roliinii aciklayarak; bu bilgi
1s1ginda  ileride bor stresine karst tolerans gelistirmede bu genden

faydalanilmasini saglayacaktir.
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