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Bu ¢ahigmada, daha énce yapilan bir doktora caligmasinda elde edilen
Arabidopsis thaliana tiyamin transformantrmn kahtim analizi yapilmigtir.
Transformantin 22 tane F; tohumundan geligen 21 bitkiden mutant fenotip
gosteren 5 tanesi dlmiistiir. Geligimlerini tamamlayan 16 tane F, bitkisinin
kendilenmeleri, yabani tip ve mutant bitkilerle yabanci melezlemeleri yapilmigtir.
Melezlemelerden elde edilen F, ve F, generasyonlarinda gizlenen ac¢ilmalardan F,
bitkilerinden 8 tanesinin tiyamin sentezi bakimindan homozigot, 5 tanesinin py
mutasyonu bakimindan homozigot, 3 tanesinin de tek lokusda heterezigot
olabilecekleri diigiiniilmiigtiir.

Transformantdan 3 generasyon boyunca tiyamin sentezleyebilen déllerin elde
edilmesi, transformasyonun kararlihfim gistermistir. F; dollerindeki fenotipik
acilma oranlarindan, ekzogen DNA’nin bir ya da iki kopya halinde genoma entegre
olarak Mendel oranlarina uygun acilmalarla déllere aktarildify goriilmiigtiir.

ANAHTAR KELIMELER: Arabidopsis thaliana, DNA transformasyonu kalitim
analizi
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ABSTRACT

Master Thesis

INHERITANCE ANALYSIS OF THIAMINE
TRANSFORMANT OF ARABIDOFPSIS THALIANA
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Sciences

Supervisor: Prof.Dr.Dr.Seving ASAL
1997, Page: 33

Jury: Prof.Dr.Dr.Seving ASAL
Prof.Dr.Sevki YAZGAN
Asst.Prof.Dr.Cengiz ELMACI

In this study, inheritance analysis of thiamine transformant of A. thaliana
obtained in previous Ph D study were performed. Sixteen out of twentytwo F, seeds
developed normally, like wild type, but the other five of the F, plants with mutant
phenotype died following cotyledon stage. Selfing and cross fertilizations of sixteen
normally growing F, plants with wild type and mutant plants were done for the
inheritance analysis. From the segregations obtained in F, and F; generations, it
could be concluded that eight of all the F, plants were homozygous from the point
of view of thiamine synthesis, five of the F, plants were homozygous regarding to
py mutation and three of the F, plants were heterozygote at single locus.

Obtaining the progeny can synthesize thiamine during three generations
show the stability of transformation. The phenotypic segregation ratios observed in
F; progenies confirm that one or two copies of exogenous DNA integrated into the
plant genom and segregated in accordance with Mendelian ratios.

Key words: Arabidopsis thaliana, DNA transformation, inheritance analysis
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1. GiRiS

Tip ve eczaciliktan, tanm ve endiistriye kadar bircok alanda uygulamaya_
yonelik genetik aragtirmalarin 6nemi giderek artmaktadir. Genetik materyale
miidahale ile hizla gelijen ve niifusu artan diinyamn beslenme ihtiyacim
kargilayacak, hastalik ve zararlilara dayamkh, degisik cevre faktorlerine toleransl,
yitksek verimli yeni bitki tiir ve gesitlerin islahi konusunda 6nemli ilerlemeler
saglanmaktadur.

Genetik, hiicre ve molekiiler biyoloji alanlarinda 6zellikle rekombinant DNA
teknolojisindeki gelismeler sayesinde bitki yetistiricilerinin degigik isteklerini
kargilayabilecek genom manipulasyonlarimin gerceklestiriimesi miimkiin hale
gelmektedir. Yeni gen teknolojileri kullamlarak bitki genlerinin izolasyonu,
manipulasyonu, farkh biyolojik sistemlere aktariimas: ve burada istenen diizeyde
ekspresyonu saglanabilmektedir. Giiniimiizde gelistirilen gen aktarim (genetik
transformasyon) metodlan ve gen vektor sistemleri ile organizmalardan izole edilen,
saflagtinlan ve klonlanan genetik materyal (ekzogen DNA) bir ¢ok cift ¢cenekli ve
bazi tek genekli bitkilere aktarilarak, genoma kararh entegrasyonu ve ekspresyonu
saglanabilmigtir.

Bitki hiicrelerine aktarilan ekzogen DNA’lar genellikle ¢ekirdek genomuna
entegre olarak Mendel kalitim modelinde (Otten et al 1981, Horsch et al 1983, De
Block et al 1984, Budar et al 1986, Spielman and Simpson 1986, Wallroth et al
1986), bazen de gekirdek dis1 genomlara (6rnegin kloroplast DNA’s1) entegre olarak
maternal kalitim modelinde (De Block et al 1985) déllere aktanlmaktadir. Yapilan
caligmalarin ¢ogunda genoma aktarilan ekzogen DNA’larm. yiiksek mayotik
kararhlikla dollere iletildigi goriilse de, baz1 galigmalarda mayoz béliinme esnasinda
kayboldugu veya inaktif oldugu durumlarla da karglagiimgtir (Potrykus et al 1985,

Budar et al 1986, Damm et al 1989).
Mistr, tiitiin, domates gibi ekonomik agidan dnemli bitki tiirlerinde yapilan

genetik transformasyon ¢alismalarinda, bu tiirlerin generasyon siirelerinin uzun
olmas ve yetigtirilmeleri igin genig alanlara gereksinim duyulmasi gibi bir takim

giigliklerle kargilagiimaktadir. Bu nedenle bu tiir ¢aliymalar Petunia hybrida,
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Nicotiana tabacum ve Arabidopsis thaliana gibi ¢esitli model bitki sistemleri
iizerinde yapilmakta ve gelistirilen yontemler tiim bitkilere uygulanacak diizeye
getirilmeye cahigiimaktadr,
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Biyometri ve Genetik Anabilim Dali
Genetik aragtirma laboratuvarinda daha dnce yapilan "Arabidopsis thaliana Tiyamin
Mutantlarinda Bakteriyal DNA ile Transformasyon" konulu doktora ¢aliymasinda
Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. model bitki sisteminin B, vitamini (tiyamin)
gereksinimli hatlarindan py mutant1 tohumlarina Escherichia coli K12'nin komple
genomunun dogrudan (herhangi bir vektér sistemi kullanilmaksizin) aktarim ile
tiyamin sentezi bakimindan transformant bir bitki elde edilmistir (Kocabag 1997).
Bu ¢aligmada da, transformant bitkinin F; dollerinde kendilenmeler, orijinal
yabani tip ve mutant bitkilerle yabanci melezlemeler yapilarak transformasyonun
kararhligs, yani ekzogen DNA’min bitki genomuna stabil olarak entegre olup
olmadif: ve dollere aktarimi konusunda (kaliim modeli) bilgilerin elde edilmesi

amagclanmgtir .
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Bitkilerin kiiltiire alinmasiyla baglayan ve taribi g¢ok eskilere giden bitki
1slahuinda,basit Mendel ilkelerine dayanan klasik yontemlerin uygulanmasi sonucu
biiyitkk bir agama kaydedilmigtir. Bitki yetigtiricileri populasyonlardaki dogal
varyasyonlardan ya da mutagen uygulamalariyla olugturulmug yapay varyasyonlardan
yararlanarak seleksiyon veya melezleme ile istenen Ozelliklere sahip yeni cesitler
gelistirmiglerdir. Ancak klasik islah yontemlerinde, istenen 6zellikteki bireylerin elde
edilmesi i¢in ¢ok sayida bitki materyali ile generasyonlar boyunca siiren seleksiyon
programlarina gercksinim duyulmasi, iizerinde durulan oOzelliklerle birlikte
istenmeyen oOzelliklerin de bitkiye aktarimasi ve tir ile cinsler arasindaki
melezlemelerin genellikle eseysel uyusmazliklar nedeniyle gergeklegtirilememesi gibi
sebeplerden dolayr her zaman arzulanan seviyede basariya ulagjilamamaktadir. Bu
nedenle 1slahtaki bagarimin ylikseltilmesi ve istenilen verim diizeyine ulagilmasi i¢in
klasik 1slah yontemlerinin yamnda modern gen teknolojilerinden de yararlaniimasi
zorunluluk halini almistir. Bu baglamda bitki 1slahindaki bagariyt artirici gesitli
alternatiflerden biri de genetik miihendisligi uygulama alanlarina giren genetik
transformasyonlardir. Son yillarda gesitli genetik transformasyon tekniklerinin
geligtirilmesiyle melezleme yapilmaksizin farkl tiirden organizmalar arasinda gen
aktarumlar yapilarak arzu edilen 6zelliklere sahip bireylerin elde edilmesi miimkiin
olmaktadir.

Genetik transformasyonlarin yapilabilmesi igin ilk agama verici (donér)
organizmadan genetik materyalin izolasyonu, izole edilen genetik materyalin
saflagtirllmas: ve ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesidir. Bu agamalardan sonra
saflagtiriimig ve klonlanmug genetik materyal farkli organizmalar arasinda yapilacak
gen aktarimlarinda kullamlmaktadir.

2.1, Bitkilere Gen Aktarim Yoellar

Bitkilerin genetik transformasyonlarinda en yaygin kullamlan arag

Agrobacterium’dur, Yaralanmig dokularin varlifinda A. tumefaciens ve A. rhizogenes,
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bitkileri enfekte ederek sahip olduklan Ri veya Ti plazmidinde yer alan T-DNA
(transfer DNA) olarak adlandirilan bolgeyi bitki hiicrelerine aktarmaktadirlar
(Grant et al 1993). T-DNA’da enfeksiyon bolgesinde tiimor ve sagak kdk olugumuna—
yol agan genler yer almaktadir. Bu genleri restriksiyon enzimlerle delesyona
ugratilmig T-DNA’lara yerlestirilen herhangi bir DNA pargasinin bitki hiicrelerine
aktariimas: miimkiin olmaktadir.

Tiitiin, domates, patates ve Arabidopsis protoplastlarinin 4. tumefacines’le
(Miiller et al 1984, Hain et al 1985, Krens et al 1985, An et al 1986, Wallroth 1986,
Damm et al 1989), domates protoplastlaninin da A4. rhizogenes’le (Shahin et al 1986,
Sukhapinda et al 1987) birlikte kiiltiire alinmasi sonucunda transformant bitkiler
elde edilmigtir. Doku kiiltiirlerinde protoplastlardan bitki rejenerasyonu kolay
olmayan tiirlerde ise yaprak disklerinin Agrobacterium ile transformasyonu denenmis
ve basarili sonuglar elde edilmigtir (Otten et al 1981, Spielman 1986, Lloyd et al
1986, Miiller et al 1987). Arabidopsis thaliana’min ¢imlenen tohumlarimin
Agrobacterium ile transformasyonu Feldman ve Marks (1987) tarafindan denenmig
ve 5000 tane tohumdan 200 tane transformant bitki elde edilmistir.

Viriislerin tek ¢enekli bitkiler dahil birgok bitki tiiriinii enfekte edebilmeleri
bunlarin bitkilere gen aktariminda vektdr olarak kullaniimasim miimkiin kilmaktadir
( Goodman et al 1987, Weising et al 1988). ilk defa 1984’de CaMV aracilijiyla
bakteriyel bir marker geni bitkilere aktarilmi§ ve ekspresyonu saglanmigtir (Brisson
et al 1984).

Agrobacterium  aracihfiyla  birgok  ¢ift ¢enekli bitkide genetik
transformasyonlarin basariyla gergeklestirilmis olmasina ragmen, tek cenekli
bitkilerde istenilen bagariya heniiz ulagilamamugtir. Ancak protoplast, hiicre ve
dokulara dogrudan gen aktarim y6ntemlerinin geligtirilmesiyle hem c¢ift hem de tek
cenekli bitkilerin genetik transformasyonlan basariyla yapilabilmektedir.

Bitki protoplast, hiicre ve dokularina dogrudan gen aktariminda farkl
yontemler uygulanmaktadir. Bu yintemler,

. DNA tagtyan liposomlarin protoplastlarla fiizyonu,

. kimyasal maddeler yardimyla protoplastlara plazmid aktarimu,

. DNA’nin bitki hiicrelerine mikroenjeksiyonu,
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. elektroporasyonla protoplastlara DNA aktarimi,
hlzlandlrﬂm1§ partlkullerle hiicre ve dokulara DNA aktarimi,
. hiicre, doku, tohum veya embriyolarin DNA ¢ozeltisi icinde inkiibasyonu-
seklinde siralanabilmektedir (Potrykus 1993, Webb and Morris 1994).

Dogrudan gen aktarim yontemlerinin kullamlmasiyla piring, sogan, tiitiin, misir,
cavdar, yonca ve Arabidopsis gibi birgok bitki tiiriinde transformant bitkiler elde
edilmigtir (Crossway et al 1986, Reich et al 1986, Feldmann and Marks 1987, Klein
et al 1987, De La Pena et al 1987, Rhodes et al 1988, Shimamoto et al 1989,

Gordon-Kamm et al 1990).
2.2. Ekzogen DNA’nin Genoma Entegrasyonu, Ekspresyonu ve Dillere Aktarimi

Bitki 1slahinda, bitki hiicrelerine aktarilan ekzogen DNA’lann genoma
entegrasyonunun ve ekspresyonunun arastirilmasi, gen ekspresyonunun artirilmast
veya diizenlenmesi ile genetik regiilasyon mekanizmalarinin anlagilmasi bakimindan
6nem tagimaktadir (Weising et al 1988).

Ekzogen DNA’'min genoma entegrasyonu, ekspresyonu ve kalitimu gesitli
teknikler kullamlarak saptanabilmektedir.

Ledoux et al (1971) otoradyografik teknikleri kullanarak bitki hiicrelerine
aktarilan radyoaktif isaretli ekzogen DNA’nin gekirdek veya organel genomlara
entegrasyonunu aragtirmiglardir,

Giiniimiizde transformasyon denemelerinde transformant hiicrelerin ve
bunlardan elde edilen siirgiinlerin se¢imi i¢in antibiyotik ve herbisitlere kargi
dayamiklilik gibi ¢esitli dominant igaret (marker) genleri gelistirilmistir. Kullanilan
marker gene uygun segici ortamlarda DNA ile muamele edilen protoplast, hiicre
veya dokulardan bitkilerin rejenere olabilmesi bu bitkilerin transforme edildigine
iligkin bir kanittir. Ancak bitki doku kiiltiirlerinde birgok kimyasala kargi
dayamklilik kazanmig spontan varyantlar da ortaya gikabilmektedir. Bu nedenle
ekzogen DNA’min genomdaki entegrasyonunu ve ekspresyonunu gosterecek

biyokimyasal ve molekiiler analizlerin yapilmasi gerekmektedir.
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Ekzogen DNA’mn konakgt hiicre genomunda hangi bolge/bolgelere ve kag
kopya halinde entegre oldugu Southern hibridizasyon analizleri kullamlarak
saptanabilmektedir. Agrobacterium ya da dogrudan gen aktarim metodlarimn
kullanilmasiyla elde edilen transformant tiitiin (Fraley et al 1983, De Block et al
1984, Potrykus et al 1985, Wallroth et al 1986, Miiller et al 1987), musir (Rhodes et
al 1988), domates (Shahin et al 1986, An et al 1986) ve Arabidopsis (An et al 1986,
Feldmann and Marks 1987) gibi bitkilerde Southern hibridizasyon analizleri ile
ekzogen DNA’nin genomdaki entegrasyonu ve kopya sayisi gosterilmigtir.

Bitki hiicrelerine aktarilan ekzogen DNA’lar genoma aym veya farkh
kromozom/kromozomlar iizerine bir ya da birden fazla bolgeye rastgele entegre
olmaktadir. Wallroth et al (1986), 6 tane transformant Petunia hybrida bitkisinin
Southern hibridizasyon analizleri ve genetik haritalamalarn sonucunda T-DNA’nin
bitkilerin ii¢linde 1. kromozomda, ikisinde 3. kromozomda, birisinde de 4.
kromozomda yer aldigim ve bu bitkilerin 4’iinde T-DNA’'nin tek kopya, 2’sinde de
iki kopya halinde bulundugunu gozlemislerdir. Giiniimiizde homolog rekombinasyon
ile ekzogen DNA'min bitki genomunda daha oOnceden belirlenen bir bélgeye
entegrasyonun gergeklestirilebilecegi sistemler de gelistirilmektedir (Paszkowski et
al 1988).

Bitki hiicrelerine aktarilan ekzogen DNA’lar genoma entegre olmadan
hemen 6nce ya da entegrasyondan sonra bir takim modifikasyonlar gegirebilirler.
Spielman and Simpson (1986) elde  ettikleri transformantlarin Southern
hibridizasyon analizleri sonucunda bu transformantlarin bazilarinda genomdaki T-
DNA’larin yeniden diizenlenmeler veya ters tekrarlar seklinde bulundugunu
gormiislerdir. .

Ekzogen DNA'nin genomdaki ekspresyonu Nouthern analiz, Western bloting
veya enzim denemeleri ile gésterilmektedir. Nouthern analiz ile ekzogen DNA’'nin
olusturacags RNA transkriptinin varlifi, Western bloting ile de ekzogen DNA’min
translasyon iirlinlerinin varligi yani RNA transkriptinin proteine gevrilip ¢evrilmedigi
tespit edilmektedir. Enzim denemelerinde ise aktarilan gene 6zgii fonksiyonel bir

proteinin varhg: elektroforetik olarak belirlenmektedir.
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Weising et al (1988) uygun promotor elementleri tagimayan bakteri
genlerinin bitki genomuna entegre olmasina ragmen, ekspresyonlarinin s6z konusu
olmadifam bildirmektedir. Bu nedenle, bakteri genlerinin bitki hiicrelerinde yeterli~
diizeyde ekspresyonunun saglanmast i¢in uygun promotor, terminatér ve translasyon
baglatic1 bir bolgenin aktarilacak gene ilavesi 6nem tagimaktadir.

Tiitlin, domates ve ¢avdarda nos promotorunun kontrolii altinda neomisin
fosfotransferaz (NPT) geninin ekspresyonu; Arabidopsis ve piringde de CaMV 35S
RNA promotorunun kontrolii altinda B-glukuronidaz geninin ekspresyonu, bu
genlere Ozgii enzimlerin aktivitesinin elektroforetik olarak tespit edilmesiyle
gosterilmigtir (Hain et al 1985, Shahin et al 1986, Sukhapinda et al 1987, Damm et
al 1989, Shimamoto et al 1989).

Transformant bitkiler ekzogen DNA'y1 degisik diizeyde eksprese ederler.
Gen ekspresyon diizeyi, ekzogen DNA'nin kopya sayisina, entegrasyon bolgesine
(pozisyon etkisi), DNA metilasyonuna ve konakg¢1 genomdaki trans-etkili faktérlere
bagh olarak degismektedir (Weising et al 1988).

Transformasyonun kalitimina iliskin analizlerden yani dollerde elde edilen
genetik agilma oranlarindan ekzogen DNA’nin genomdaki yeri, fonksiyonel kopya
sayisi ve stabil olarak dollere aktariip aktanimadipi hakkinda bilgiler
edinilmektedir. Ekzogen DNA’nin ¢ekirdek genoma entegre olmasi halinde kopya
sayisimn 1, 2, 3 ve 4 olma durumuna gore, transformantin kendilenmesiyle elde
edilen F, déllerinde 3:1, 15:1, 63:1 ve 255:1 agilmalari elde edilmektedir. Cegitli
transformasyon teknikleri kullamlarak domates, tiitiin, Arabidopsis, piring ve ¢avdar
bitkilerinde elde edilen transformantlarda ¢ekirdek genoma entegre olan ekzogen
DNA’lar ya tek bir ya da birden fazla bagimsiz fonksiyonel dominant genin
varhfinda elde edilebilecek kalitim modelleri vermigtir (Horsch et al 1983, Hain et
al 1985, Potrykus et al 1985, Shahin et al 1986, Feldmann and Marks 1987,
Sukhapinda et al 1987, Uchimiya et al 1987, Miiller et al 1987, Damm et al 1989,
Shimamoto et al 1989).

Genetik transformasyon caligmalarmin bir ¢ofunda genoma entegre olan
ekzogen DNA’larin yliksek mayotik kararlilikla déllere aktarildigi goriilse de, tiitiin,

domates, Arabidopsis gibi bitkilerde elde edilen transformantlarin bazilarinda
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genoma entegre olan ekzogen DNA’larin mayoz béliinme esnasinda kayboldugu
veya inaktif oldugu durumlarla da kargilagilmustir (Potrykus et al 1985, Budar et al
1986, Sukhapinda et al 1987, Damm et al 1989).

Herhangi bir genetik transformasyon teknigi kullanilarak bitki hiicrelerine
aktarilan ekzogen DNA’lar bazen ¢ekirdek digi yani ektra-kromozomal genomiara
entegre olurlar ve maternal kaliim modeli gosterirler. Tiitiin bitkisinde yapilan bir
caligmada elde edilen transformant bitkilerin yabani tip bitkilerle resiprokal
melezlemeleri yapilmig ve ekzogen DNA’min transformantin disi ebeveyn olarak
kullanildigy melezlemeden elde edilen dollere aktanldifs, polenler aracihipi ile
dollere aktanlmadipx gozlenmistir. Bu durumda ekzogen DNA’'min muhtemelen
kloroplast DNA’sina entegre oldugu diigiiniilmiigtiir (De Block et al 1985).

2.3. Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. Model Bitki Sistemi

Arabidopsis thaliana, Cruciferae familyasina ait otsu bir bitkidir. Bu bitki
sahip oldugu uygun o6zellikleri nedeni ile yaklagik kirk yildir klasik ve molekiiler
genetik caligmalarinda deney materyali olarak kullamlmaktadir. Bu 6zellikler,

. generasyon siiresinin kisa olmasi,

. kii¢iik bir alanda ¢ok sayida bitkinin yetigtirilebilmesi,

. bir bitkiden yaklagik 10.000 tohum alinabilmesi,

. laboratuvar kogullarinda aseptik gelisme ortamlan veya toprakta floresan
151k altinda kolaylikla yetigebilmesi,

. doku kiiltiirlerinde bitki rejenerasyonunun kolay olmasi,

. haploid kromozom sayisimin sadece S (2n= 10) olmasi,

. genom biiyiikliigiiniin tiim yiiksek bitkilerin genomundan daha kiigiik olmasi
ve genomda tekrarlanan DNA siralarinin az olmast,

. ¢ok sayida ekolojik varyantlarinin bulunmasi seklinde siralanabilir.



2.3.1. Taksonomisi ve Biyolojisi

A. thalian@’min taksonomisi, Akman (1989) tarafindan asagidaki gibi

verilmektedir.
Boliim : Spermatophyta
Alt boliim : Angiospermae
Simif : Dicotyledoneae
Familya : Cruciferae
Cins : Arabidopsis
Tiir : Arabidopsis thaliana (L.)

Olgun bir A. thaliana bitkisi kiiciik rozet yapraklar ile iistte ¢igek salkimy
iceren bir ana govdeden ibarettir. Yagh bitkilerde bazen ana gévde ve rozetten
dallanmalar da gériilmektedir. Bitkinin boyu besi ortamina ve diger faktorlere bagh
olmakla birlikte, en fazla 30 cm’ye kadar uzamaktadir. Organik bilegenler
bakimindan ¢ok fakir topraklarda bile bitki olgunlagabilmekte ve birka¢ cm
uzunluga eristiginde tobum baglayabilmektedir (Kranz and Kirchheim 1987,
Meyerowitz 1989). Her dahin ucunda farkhlagmamug hiicreler toplulugu (meristem)
bulunmaktadir. Bu hiicrelerin diizenli béliinmeleri ve farklilagmalan sonucunda
olgun ¢igekler meydana gelmektedir. Olgun bir gicek 3 mm boyunda ve 1 mm
enindedir. Ciceklerde 4 canak ve 4 tag yaprak, tag yaprak halkalarn iginde 2’si kisa,
4’li uzun olmak iizere 6 tane erkek organ (stamen) ve merkezde disi organ (pistil)
bulunur. Cigekler kendine déllenir. Ancak laboratuvar kogullarinda yabanci délleme
kolaylikla yapilabilmektedir. Dollenmeden sonra pistil uzar ve silika olarak
gdlandlnlan meyveye doniigiir. Bitkinin tohumlan oldukg¢a kiiciiktiir ve kuru
ortamlarda ¢imlenme yeteneklerini kaybetmeden yillarca depolanabilir. Tohumlar
ekimden yaklagik 3-5 giin sonra ¢imlenir ve 4-5 haftada cigek verme durumuna gelir.
Bitkinin ¢imlenme ve gelisme hizi besin, sicaklik, giin uzunlugu ve genetik yapiya
bagli olarak farklilik gosterir. Devamh aydinlatmamin saglandigi ortamlarda
Columbia ve Landsberg ekotipleri yaklagtk 6 haftalik bir generasyon siiresine
sahiptir. Bitki aylarca ¢icek vermeye devam ettiginden her bir bitkiden 10.000 kadar
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tohum elde edilir. Bitki toprakta oldugu gibi steril agarli veya siv1 besi ortamlarinda
da kolaylikla yetisebilir. Toprak drnekleri mineral kompozisyonu ve miktarlan
bakimindan farkliliklar gosterdigi i¢in, mutasyon galigmalarinda daha gok kimyasal-
igerikleri belirli olan aseptik kiiltiirler tercih edilmektedir.

Cicekli bitkilerin fizyolojik genetik aragtirmalan igin geligtirilen ve A.
thaliana’mn kullamldig ilk aseptik kiiltiir metodu Landgridge (1957) tarafindan
gelistirilmigtir.

2.3.2, Genetigi ve Tiyamin Mutantlan

Arabidopsis ile ilk genetik ¢alisma Laibach tarafindan yapilmig ve haploid
kromozom sayis1 5 olarak belirlenmigtir (Redei 1969, Meyerowitz 1987). Kromozom
sayisinin az olmasmna ragmen, bu kromozomlarin ¢ok kiigiik olmasi sitolojik
cahgmalann yapiimasim giiglestirmektedir (Estelle and Somerville 1986).

Yiiksek bitkiler arasinda bilinen en kiigiik genoma sahip A. thaliana’nin
haploid ¢ekirdek genomu yaklagik 70.000 kb’dir (Leutwiller et al 1984). Cekirdek
genomun % 10-14’11 tekrarlanan DNA siralarindan ibarettir (Leutwiller et al 1984,
Meyerowitz 1987, Pang and Meyerowitz 1987). Genomunun kiigiikligi ve
tekrarlanan DNA siralarimin az olmasi nedeni ile Arabidopsis ile yapilan molekiiler
genetik ¢alijmalarda daha hizli, kolay ve ucuza mal edilen sonuglar alinmaktadir.

Arabidopsis’de biyokimyasal ve fizyolojik mutantlar, tohumlarinin EMS gibi
kimyasal mutagenlerle muamele edilmesi ya da UV veya X-ig1m ile 1ginlanmasiyla
elde edilmigtir (Langridge 1955, Redei 1961, Feenstra 1964, Redei 1965, Li and
Redei 1969, Braaksama and Feenstra 1982, Meinke 1985, Britt et al 1993).

Arabidopsis tohumlarinda yapilan mutasyon denemeleri sonunda, her
tohumda bulunan bitkinin iireme organlarim olusturacak diploid esey ana hiicre
sayis1 tespit edilebilmektedir (Redei and Koncz 1992). Mutasyona ugratilan
tohumdaki (M, ) esey ana hiicre sayisi, M, doéllerindeki fenotipik agilma sonuglarina
gore saptanmaktadir. Mutasyonun esey ana hiicrelerinin yalmzca birinde

gerceklegmesi ve resesif olmasi halinde, esey ana hiicre sayisinin 1, 2, 3 ve 4 olma
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durumuna gére, M, dollerindeki yabani tip mutant oram 3:1, 7:1, 11:1 ve 15:1
seklinde olmaktadur. |

Li ve Redei (1969) Arabidopsis tohumlarinda yaptiklari mutasyon ¢aligmalari
sonucunda her tohumda genellikle 2 tane diploid egey ana hiicresinin bulundugunu
tespit etmiglerdir.

Diger yesil bitkilerde oldupu gibi Arabidopsis’de de oksotrofik mutantlar
olduk¢a azdur. Arabidop.fis’de ilk tlyamm oksotrofik mutanty, bitki tohumlarinin X-
151 ile muamele edilmesiyle elde edilmigtir (Langridge 1955). Tiyamin, pirimidin
ve tiyazol olmak iizere iki 6ncii molekiiliin birlesmesinden meydana gelmektedir (Li
and Redei 1969). A. thaliana’da tiyamin biyosenteziyle ilgili 5 lokus (py, tz, thl, th2,
th3) bilinmektedir (Sekil 2.1). ikinci kromozomda bulunan ve py olarak adlandirilan
lokustaki mutasyon sonucunda tiyamin 6nciilerinden pirimidin, beginci kromozomda
bulunan ve #z olarak adlandirilan lokustaki mutasyon sonucunda ise tiyazoliin
sentezi engellenmektedir. Birinci kromozomda th1, beginci kromozomda th2 ve
dordiincti kromozomda th3 lokuslanmin herhangi birinde meydana gelen bir

mutasyonda ise son iiriin tiyamin yapilamamaktadir (Li and Redei 1969).

44
> pirimidin __ thi th3
- +——> tiyamin

> tiyazol th2

Sekil 2.1. A. thaliana model bitkisinde tiyamin biyosentez yolunun ana basamaklan
ve ilgili lokuslar

Tiyamin mutant1 bitkiler normal ¢imlenme gosterirler ve yesil renkli
kotiledonlar olugtururlar. Ancak rozet yapraklar ¢tkmaya bagladiktan sonra bitki
sararmaya baglar ve 8-10 giin i¢inde o6liir. Bununla beraber ¢imlenmeden hemen
sonra py mutantlarinin gelisme ortamiarina 2,5-dimetil-aminopurin veya tiyamin, ¢z
mutantlannin gelisme ortamlarina 4-metil-5-tiyazol etanol veya tiyamin, thl, th2 ve
th3 mutantlarinmn geligsme ortamlarina da sadece tiyamin ilavesiyle bu mutantlarda

yabani tip gelisim saglanabilmektedir (Langridge 1955).
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2.3.3. Genetik Transformasyon Cahigmalan

Bitki hiicrelerine DNA aktarimunin gergeklestirilebilecegi ilk olarak Bonotto™
et al (1965) tarafindan agiklanmugtir (Redei and Koncz 1992). Bunun iizerine
Ledoux et al (1971) A. thaliana tohumlarina radyoaktif isaretli bakteri DNA’sinin
aktarimu ve bu DNA’min bitkinin geligimi boyunca geg¢irdigi siireglerin incelenmesi
iizerine ¢aligmalar yapmiglardir. DNA ¢ozeltisi i¢inde 96 saat tutulan tohumlarda
0,7 ng ekzogen DNA’min varligi saptanmugtir, Bitkinin farkli doku ve organlarinin
analizlerinden elde edilen sonuglar ekzogen DNA'mn biiyiik bir kismumn bitkinin
vejetatif gelisme safhasinda kotiledonlarda kaldipini, daha sonra da gicek veren
siirgiinlere dagildigim ve cigeklerden izole edilen DNA'nin endogen ve ekzogen
DNA’dan ibaret bir heterodupleks oldugunu géstermistir.

Ledoux et al yaptiklar1 bu cahsmadan sonra 1974’de tiyamin sentezinin ¢esitli
agamalar bloke edilmiy Arabidopsis mutant hatlanmn tohumlanm ¢esitli bakteri
tirlerinden izole edilen DNA ile muamele ederek tiyamin sentezleyebilen
transformant bitkiler elde etmislerdir. Transformantlann kendilenmesiyle elde
edilen déllerde tiyamin sentezi bakimindan agilma olmamig ve bu durum ebeveynin
transformasyon bakimindan homozigot oldugunun bir géstergesi olarak kabul
edilmigtir.

1980°li yllarda Arabidopsis’de genetik tramsformasyon galismalar:
doku/protoplast kiiltiirii ve agrobakteriyel vektorler kullamlarak yapilmaya
baglanmugtir. Lloyd et al (1986) higromisine dayaniklilik geni iceren Agrobacterium
tumefaciens ile muamele ettikleri yaprak disklerinden higromisinli doku
kiiltiirlerinde rejenere olabilen transformantlar elde etmiglerdir. Transformasyon,
transformant ve dollerinde yapilan Southern hibridizasyon analizleri ile de
gosterilmigtir.

Feldman ve Marks (1987) doku kiiltiirii kullanmadan kanamisine dayaniklilik
genini tagtyan Agrobacterium tumefaciens ile Arabidopsis tohumlarini inokiile ederek
200°'den fazla kanamisine dayanikli transformant bitki elde etmislerdir. Kalitim
analizleri sonucunda ekzogen DNA’nin mayotik kararblikla ve Mendel kalitim

modelinde dollere aktanldigi goriilmiistiir. Transformant ve déllerinde Southern
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hibridizasyon analizleri yapilarak ekzogen DNA’nin bitki genomundaki varlig: tespit
edilmigtir.

Damm et al (1989) agrobakteriyel vektorleri kullanmadan dogrudan gen
aktarim metoduyla Arabidopsis protoplastlarina higromisin dayamkhlik genini
aktarmuglar ve transformasyonunun sikhgin 10 olarak saptamiglardir. Transformant
ve dollerinin genetik analizlerinden ekzogen DNA'min bitki genomuna entegre

olarak Mendel kalitm modelinde déllere aktariddifim gozlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada, NASC’dan (Ingiltere-Nottingham) temin edilen ve daha sonra
laboratuvarimizda depolanan A. thaliana model bitki sisteminin py mutant (NW-78)
ve Ler standart yabani tip (NW-20) tohumlar: ile laboratuvarimizda daha once
yapimug olan "Arabidopsis thaliana Tiyamin Mutantlarinda Bakteriyal DNA ile
Transformasyon" konulu bir doktora c¢aligmasinda elde edilen tiyamin

transformantinin 22 tane F,; tohumu kullamlmugtir.
3.2. Metod
3.2.1. Tohumlarin Depolanmas: ve Yiizey Sterilizasyonu

A.thaliana tohumlarn eppendorf tiipler iginde derin dondurucuda (-18°C)
saklanmgtir (Kranz and Kircheim 1987).

Tohumlar ekilmeden 24 saat once derin dondurucudan ¢ikarilarak desikatore
alinmigtir. % 5’lik sodyum-hipoklorit ¢Ozeltisinde 3 dakika tutularak yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlar daha sonra 5 kez steril su ile yikanarak topraga
ekilmistir.

3.2.2. Bitkilerin Yetigtirilmesi

A. thaliana 25+2°C’de, 7000 lux floresan 15181 ile devamh aydinlatmanin
saglandig iklim dolabinda,; igi su dolu tepsilere yerlestirilmig 4-5 cm derinliginde ve
6 cm gapinda plastik saksilar iginde toprakta yetistirilmistir. Her saksiya yaklagik 4-5
bitki ekilmistir. py mutant1 bitkiler ekimden rozet yapraklarin tamamlanmasina

kadar haftada 3-5 kez 10 M tiyamin ¢ozeltisi ile sulanmugtir.
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3.2.3. Bitkilerin Melezlenmesi

Oldukga kiigiik gigeklere (boyu 3 mm, eni 1 mm) sahip olan A. thaliana
kendine déllenen bir bitkidir ve yabanc tozlanma frekans: (10*) oldukga
diigiiktiir.Bununla birlikte bitkinin yabanci melezlemesi binokiiler altinda suni
tozlama ile yapilabilmektedir.

Suni tozlamada digi olarak kullamlacak ebeveyn, gicek sapimn en iist
kisminda bulunan g¢anak yapraklén aglmamug, anterleri yesilimsi ¢igeklerden
secilmigtir. Bu donem ¢icek tozu olugumundan iki ya da (¢ giin Onceye
rastlamaktadir (Snape and Lawrence 197 1). Bu ¢iceklerin ¢anak ve tag yapraklari
ile anterleri ince uglu bir pens ile koparilip atilmigtir. Bu iglem yapilmadan 6nce
polen kontaminasyonunu 6nlemek icin pens % 95’lik etanol ile steril edilmigtir.

Cigekleri kisirlastirilan bitkiler etiketle belirlenmistir. Etiket {izerine ana
bitkinin gesidi ve kisirlagtirma tarihi yazilmugtir. Kisirlagtirma igleminden 2-3 giin
sonra tepecik ¢igek tozu kabul etme olgunluguna erigmektedir (Snape and Lawrence
1971).

Olgunlagmg polenlere sahip ¢igeklerde ¢anak yapraklar ¢igek sapina dikey
vaziyette bulunmaktadir. Erkek ebeveyn olarak kullamlacak bitkilerde olgunlagmig
gicek saptan alinarak, canak ve tag yapraklar1 kopanlmgtir. Daha sonra olgunlagmig
gicek tozlarim iceren anterler segilerek dnceden hazirlanan pistilleri tozlamak iizere
kullamlmigtir. Tozlama yapilmug bitkiler tekrar etiketlenmigtir. Etiketlere ana ve
baba olarak kullanilan gesit ve tozlama tarihi yazilmugtir.

Tozlama yapilan pistiller 10-15 giin sonra silika olarak adlahdirilan meyveye
doniigmektedir. Meyve kapsiilleri, sararmaya bagladif1 zaman ¢atlamadan 6nce hasat
edilmigtir. Hasattan sonra her bitkiden elde edilen tohumlar ayr1 ayn1 korunmusgtur.

3.2.4. Kalitim Analizleri

Tiyamin mutanti bitkiler tohumlarin ekiminden ilk rézet yapraklarin
olusumuna kadar yabani tip bitkilere paralel bir geligme gostermektedir. Ancak bu

bitkilerde ilk rozet yapraklarn ¢ikisindan sonra yapraklarda sararma baglamakta
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ve 8-10 giin iginde Oliim go6zlenmektedir.Bu temelde F,.bitkileri ve bunlarin
dollerinde mutant fenotipin tespiti yapilmigtir.

Kaliim modelini ortaya koymak i¢in transformant bitkinin kendilenmesinden ™~
elde edilen 22 F, tohumundan gelisen 16 F, bitkisi ile Cizelge 3.1'de verilen
deneme gruplan olugturulmugtur.

Cizelge 3.1. F, bitkilerinin kendilenme ve melezleme gruplan

Tozlamada kullanilan F,
Tozlama tipi sayi1si
FxF ¢
¢ F, x Yabani tip (Ler) ¢
o' F, x Yabani tip (Ler)
£ F, x mutant (py) d
d F, x mutant (py) ¢

N W W N O

F; dolleri bu melezlemelerden elde edilen F, dollerinin kendilenmeleriyle

elde edilmistir.
3.2.5. istatistik Analiz

Dollerde tiyamin sentezi bakimindan gozlenen genetik ag¢ilma oranlarinin

cesitli genetik hipotezlere uygunlugu khi-kare testi ile kontrol edilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada kullanilan bitkiler daha 6nce yapilan bir doktora ¢aligmasindan
elde edilmigtir. Bu doktora galiymasinda A. thaliana’mn 10139 tane py mutant )
tohumu ¢imlenme borusu ¢ikigina kadar yabani tip Escherichia coli (E. coli) K12
hiicrelerinden izole edilen genomik DNA ¢ozeltisi i¢inde tutulmugtur. Daha sonra
bu tohumlar aseptik gelisme ortamlarina ekilmis ve bunlardan geligen 7452 bitkicik
arasindan sadece bir tanesinde geligmenin yabani tip (Ler) ve tiyaminli ortamdaki
py mutantlarina oranla daha yavag ancak normal olarak devam ettigi gozlenmistir.
Transformant oldugu kabul edilen bu bitki 4 tane silika baglanmg ve toplam 52 tane
F, tohumu vermistir. F, tohumlarindan 30 tanesi ekilmig ve bunlardan 26 tane F,
bitkisi elde edilmigtir. F, bitkileri Ler ve tiyaminli ortamdaki py mutantlan ile
paralel, normal bir geligme gostermekle birlikte 5 tanesi silika baglamamg yani
steril olmugtur.

Bu arastirmada transformant bitkinin kalitim modelini agiklamak igin bu
bitkiden elde edilen F, déllerinin kendilenmeleri, yabani tip ve mutant bitkilerle
yabanci melezlemeleri yapimigtir.

Bu ¢alismada bitkinin gelisme ortamu olarak aseptik kiiltiirler yerine toprak
kullanilmugtir. Bu nedenle ¢aligmalara baglamadan dnce tiyamin mutant: ve yabani
tip bitkiler toprakta yetistirilerek yagam dongiileri ve fenotipik oOzelikleri
gozlenmistir. Ler yabani tipi ve tiyaminli ortamda yetistirilen py mutantlarinda
generasyon siiresi 5-6 hafta olarak saptanmugtir. Yabani tip bir bitkinin haftalik
gelisme donemleri aseptik kiiltiirlerle kargilaghrmah olarak $ekil 4.1. a-d’de
goriilmektedir. Topraga ekilen tohumlar genellikle 5-7. "giinler arasinda
¢imlenmektedir. Ancak ¢imlenmenin 3. giinden sonra bagladig ve 7. giine kadar
gecikebildigi haller de gozlenebilmektedir. Birinci hafta iginde bitkinin kotiledon
yapraklar (Sekil 4.1.a), ikinci haftada da rozet yapraklan ¢ikmaktadir (Sekil 4.1.b).
Ugiincii haftada govdede uzama, tomurcuklanma ve ¢igeklenme goriilmektedir
(Sekil 4.1.c). Dordiincii haftada ise bitkilerin silika geligimi baglamakta ve beginci,
altinct haftada silikalar tamamen olgunlagmaktadir
(Sekil 4.1.d). Toprakta yetistirilen yabani tip bitkilerin yagam ddngiilerinin ve

fenotipik ozelliklerinin daha énceki caligmada aseptik gelisme ortamlarinda
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(b)

Sekil 4.1. Toprak ve aseptik gelisme ortamuinda yetistirilen A. thaliana (Ler, yabani
tip) bitkisinde (a) 1., (b) 2., (¢) 3. ve (d) 5. haftalardaki gelisme durumu

(Aseptik gelisme ortamindaki bitkilerin fotogratlari Kocabas (1997)'dan
alinmugtir)
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(c)

(d)

Sekil 4.1. (devam). Toprak ve aseptik gelisme ortamuinda yetistirilen A. thaliana
(Ler, yabani tip) bitkisinde (a) 1., (b) 2., (¢) 3. ve (d) S.
haftalardaki gelisme durumu (Aseptik gelisme ortamindaki
bitkilerin fotograflari Kocabas (1997)'dan alinmustir)
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yetigtirilen bitkilerle paralel oldugu gozlenmigtir (Sekil 4.1 a-d). Tiyamin igermeyen
toprak ve aseptik geliyme ortamlarinda yetigtirilen py mutantlarinda ise geligme
tohumlarm ekiminden ilk rozet yapraklarin gikigina kadar yabani tip bitkilerle
paralel olmakta ancak daha sonra aseplik ortamda yetigtirilenlerin rozet yapraklari

¢ikmadan (Sekil 4.2.b), toprakta yetigtirilenlerin ise rozet yapraklari ¢ikmaya

bagladiktan sonra yapraklarda kloroz gozlenmekte (Sekil 4.2.a) ve bitki birkag giin
sonra 6lmektedir.

(a) (b)

Sekil 4.2. Tiyamin igermeyen toprak (a) ve aseptik (b) gelisme ortaminda yetigtirilen
py mutantlaninin 2. haftadaki gelisme durumu
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Kalitim analizleri igin transformant bitkinin elde bulunan 22 tane F; tohumu
ekilmig ve bunlardan 21 tane F, bitkisi elde edilmigtir. Bitkiler rozet yapraklarin
cikigina kadar yabani tip bitkilerle paralel bir gelisme gdstermistir. Ancak daha
sonra 10 bitkide gelismede bir yavaglama ve rozet yapraklarda sararmalar
gozlenmistir. Mutant olabilecekleri diisiiniilen bu bitkilerin yagamalarim saglamak
amaciyla gelisme ortamlarina tiyamin verilmistir. Buna ragmen, 5 bitkide kloroz
onlenememis ve 6lim gozlenmigtir. Bu durumda, bu bitkilerin py mutasyonu
bakimindan homozigot olduklari sdylenebilir. Tiyamin ilavesine ragmen, 5 bitkide
oliimiin  gozlenmesinin tiyamin ilavesindeki gecikmeden kaynaklanabilecegi
diigiiniilmektedir. Ciinkii, 6lim tiyamin ilavesinin yapildigi donemde geligmeleri
daha hizli olan bitkilerde gozlenmistir.

16 tane F, bitkisinin kendilenme, yabani tip (Ler) ve mutant (py) bitkilerle
yabanct melezlemeleri yapilmstir. Cizelge 4.1’de 16 tane F, bitkisinin melezleme
tipleri ve bu melezlemelerden elde edilen F, ile F; dollerindeki sonuglar
gosterilmistir. Fy ler F, dollerinin kendilenmeleriyle elde edilmistir. Fy'de gozlenen
deperlerin cesitli genetik agilma oranlarina (3:1, 15:1, 63:1, 255:1) uygunlugu khi-
kare ile test edilmig ve bu degerlerin 3:1 oranina uygun oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.1).

16 tane F, bitkisinden 6 tanesi kendilenmistir. Tiyamin verilerek geligtirilen

3 tane F, bitkisinin (14-15-16 nolu bitkiler) kendilenmesiyle elde edilen F, déllerinin
tamamnda mutant fenotip gozlenmistir. Tiyamin verilmeden yabani tip geligme
gosteren 3 tane F, bitkisinin (11-12-13 nolu bitkiler) kendilenmesiyle elde edilen
F, ve F; dolleri ise yalmzca yabani tip gelisim gdstermistir.

5 tane F, bitkisinin yabani tip bitki ile melezlemeleri yapilmustir.F,
bitkilerinden 2 tanesi (1-2 nolu bitkiler) disi, 3 tanesi de (3-4-5 nolu bitkiler) erkek
ebeveyn olarak kullamimustir. Bu bitkilerden 4 tanesinin (1-2-3-4 nolu bitkiler)
melezlemelerinden elde edilen F, ve F; déllerinde yalmzca yabani fenotip
gozlenmistir. Tiyamin ilavesi ile gelistirilen diger bitkinin (5 nolu) melezlemesinden
ise F, dollerinde yabani, F; déllerinde de 3:1 (517:199) oraminda yabani ve mutant

fenotip elde edilmistir.
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5 tane F, bitkisinin de mutant bitki ile melezlemeleri yapilmistir. Bitkilerden
3 tanesi (6-7-8 nolu bitkiler) disi, 2 tanesi de (9-10 nolu bitkiler) erkek ebeveyn

olarak kullamlmigtir. Tiyamin ilavesi ile geligtirilen bir bitkinin (8 nolu bitki)

Cizelge 4.1. Melezleme Sonuglar

Fp Melezleme Fy F3
bitkileri | tipi o
Ekilen | Gimlenen Gozlenen Agilma Ekilen Gimlenen Gozlenen Agilma x° deferi
tohum | tohum tohum tohum (P>005)
Yabani Mutant Yabani Mutant a
tip tip tip tip

1 b 21 15 15 0 300 | 226 226 0 -

2 b 36 24 24 0 300 260 260 0 -

3 () 41 2] 27 0 300 216 216 0 -

4 (4 20 20 20 0 300 255 255 0 -
5 € 21 15 15 0 997 716 517 199 2.9795
6 d 37 23 12 11 763 524 375 149 3.2975
4 d 22 14 6 8 398 289 203 86 3.4891

8 d 39 26 0 26 F " % o
&) e 16 12 12 0 784 547 391 156 3.6131
10 e 32 21 12 9 T 485 347 138 3.0852

1 a 60 40 40 0 50 39 39 0 -

12 a 112 79 79 0 50 40 40 0 =

13 a 94 66 66 0 50 34 34 0 -

14 a 56 42 0 42 - - - - -

15 a 89 61 0 61 - - - - -

16 a 64 42 0 42 - - - - -

a) Kendilenme b) Yabani tip (&) x F, (#) ¢) Yabani tip (%) x F, (&)

d) Mutant tip (&) x F, (2) ) Mutant tip (2) x F, (&)
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melezlemesinden elde edilen F, dollerinin tamam mutant fenotipinde olmustur. 3
bitkinin (6-7-10 nolu bitkiler) melezlenmesinden elde edilen F, doéllerinde 1:1
(12:11; 6:8; 12:9), F; dollerinde de 3:1 oraminda (375:149; 203:86; 347:148) yabani
ve mutant fenotip gdzlenmistir. Diger bitkinin (9 nolu bitki) melezlemesinden ise
F, dollerinde yalmzca yabani tip, F; déllerinde de 3:1 (391:156) oraninda yabani tip
ve mutant geligim goriilmiigtiir.

F, bitkilerinden 7 tanesinin (1-2-3-4-11-12-13 nolu bitkiler) kendilenmeleri
ve yabani tiplerle melezlemelerinden elde edilen F, ve F; doéllerinde agilmanin
olmamasi yani yalnizca yabani tip gelisimin goriilmesi nedeniyle bu bitkilerin
tiyamin sentezi bakimindan homozigot olduklari sGylenebilir. Mutant bitki ile
melezlemesi yapilan 1 tane F, bitkisinin (9 nolu bitki) déllerinde elde edilen agilma
oranlari da bu bitkinin tiyamin sentezi bakimindan homozigot olmasiyla
agiklanabilir. F, bitkilerinden 4 tanesinin (8-14-15-16 nolu bitkiler) kendilenme ve
mutant bitki ile melezlemesinden elde edilen F, déllerinin hepsinin mutant
fenotipinde olmasi, bu bitkilerin py mutasyonu bakimindan homozigot olduklarini
gostermektedir. F, bitkilerinden 1 tanesinin (5 nolu) yabani tip ile melezlemesinden
elde edilen F, ve F; dollerindeki agilmalardan bu bitkinin py mutasyonu
bakimindan homozigot oldugu sdylenebilir. F, bitkilerinin 3 tanesinin (6-7-10 nolu
bitkiler) mutant bitki ile melezlemelerinden elde edilen F, ve F; dollerindeki agilma
oranlari, bu bitkilerin tiyamin sentezi bakimindan tek lokusda heterozigot
olduklarinin gostergesi olabilir.

Sonuglar birlikte degerlendirildiginde 21 tane F, bitkisinden 10 tanesinin py
mutasyonu bakimindan homozigot, 8 tanesinin tiyamin sentezi bakimindan
homozigot, 3 tanesinin de tek lokusta heterozigot olduklar: séylenebiir.

A. thaliana tohumlarinda genellikle 2 tane diploid egey ana hiicresinin
bulundugu diisiiniilmektedir (Li and Redei 1969). Ekzogen DNA'nin tek kopya
halinde egey ana hiicrelerinden yalmzca birine entegrasyonu durumunda, F;
dollerinde 3:5 oram, her ikisine de entegrasyonu durumunda ise 3:1 orammn elde
edilmesi beklenir. Melezleme tipinden bagimsiz olarak elde edilen tim F;
dollerindeki agilma (11 yabani fenotip: 10 mutant fenotip) 3:5 oranina uygunluk

gostermektedir (%?= 1.984, P>0.05). Bu durumda transformasyonun ekzogen
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DNA’nin egey ana hiicrelerinden yalmzca birine tek kopya halinde
entegrasyonundan kaynaklanabilecegi sOylenebilir.

Diger taraftan ekzogen DNA’mn iki kopya halinde esey ana hiicrelerinden
yalnizca birine ve her iki homolog kromozoma da entegre olmas: durumunda F,
dollerinde 1:1, homolog olmayan kromozomlara entegrasyonu durumunda ise 15:17
oramnin elde edilmesi beklenir. Bu denemeden elde edlien F, agllmém (11 yabani
fenotip : 10 mutant fenotip) hem 1:1 (yx%= 0.0476, P>0.05) hem de 15:17
(x*= 0.9914, P>0.05) oranina uygunluk gostermektedir. '

F,; dollerindeki agiima orammn 1:1, 15:17 ve 3:5 oranlarina uygun olug
ihtimalleri 0.0476, 0.9914 ve 1.984’diir. Bu nedenle entegrasyonun egey ana
hiicrelerinden yalmzca birine ve homolog kromozomlara iki kopya halinde
gerceklesmis olmas: ihtimali daha yiiksektir.

Transformant bitkinin elde edildigi daha 6nceki ¢aliymada, transformantin
bagladigr 52 tohumdan 32 tanesi ekilmig ve bunlardan geligen 26 tane F; bitkisinin
hepsinin yabani tip gelisme gosterdifi (5 tanesinde gdzlenen sterilite diginda)
goriilmiig ve dolayisiyla da transformantin homozigot olabilecegi diisiiniilmiigtiir.
Ancak transformantin tiim F, déllerinin birlikte degerlendirilmesi yapildiginda 37

-yabani tip ve 10 mutant seklinde bir 3:1 agilmasi elde edilmektedir (%*= 0.18007,
P>0.05). Bu durumda transformantin homozigot olmadig: ve ekzogen DNA’nin her
iki egey ana hiicresine de tek kopya halinde entegrasyonun ger¢eklesmis olabilecegi
sdylenebilir.

Feldmann ve Marks (1987) kanamisin dayamiklilik geni iceren Agrobacterium
ile birlikte kiiltiire aldiklar1 Arabidopsis tohumlarindan gelisen bitkilerden 200°den
fazla kanamisine dayamikli F; dolii elde etmiglerdir. F, bitkilerinin ve her F,
bitkisinin kendilenmesi ile elde edilen F, gruplanmn ¢ogunda Mendel agiima
oranlarina uygun sonuglar gozlenmistir. F, gruplarindan % 62’sinde ekzogen
DNA’nin genomda tek bir (3:1 ag¢ilma); % 29’unda 2 bagimsiz (15.1 agilma) veya
2 tane bagl; % S’inde 3 bagimsiz (63:1 agilma); % 1’inde 4 bagimsiz (255:1 agilma)
kopyasimin bulundugu, % 3’linde ise agilmanin olmadigt saptanmgstir. Bu sonuglar
genoma entegre olan kanamisin dayaniklihik geninin 2 veya 3 mayoz ddngiisiinde

stabil bir Mendel faktorii olarak dollere aktarildigi seklinde yorumlanmustir.
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Tiitiin (De Block et al 1984, Potrykus et al 1985, Hain et al 1985, Budar et
al 1986, Spielman and Simpson 1986, Miiller et al 1987, Uchimiya et al 1987),
domates (Shahin et al 1986, Sukhapinda et al 1987), Petunia (Wallroth ei al 1986)
ve Arabidopsis (Damm et al 1989) gibi bitkilerde gesitli trasformasyon tekniklerinin
uygulanmasiyla elde edilen transformantlarin Southern hibridizasyon ve kalitim
analizleri sonucunda ekzogen DNA’nin ¢ekirdek genomuna bir ya da bir kag kopya
halinde entegre oldufu ve Mendel kahitim modelinde déllere aktanildig
goriilmiigtiir.

Ancak, Budar et al (1986) ve Feldmann and Marks (1987) kanamisine
dayanikli baz1 transformantlarin kalittm analizlerinde Mendel agilma oranlarindan
sapmalann oldufunu gormiigler ve bu bitkilerin déllerinde ozellikle kanamisine
duyarh bitkilerin sayica fazla oldugunu saptamislardir. Aragtinicilar bu durumun;

. gen ekspresyonunun tohumlarda baskilanmasindan,

. dayaniklilik geninin gametlerde kaybolmasindan,

. T-DNA’nin sitoplazmik genoma entegre olmasi nedeniyle daha sonraki
béliinmelerde yavru hiicrelerin tiimiine aktarilamamasindan veya kaybolmasindan,

. T-DNA’nmn i¢inde bulundugu gametlerde letal mutasyonlara yol agmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir.

Ayrica aragtiricilar elde etikleri bazi  transformantlarin = Southern
hibridizasyon analizleri sonucunda tespit edilen ekzogen DNA kopya sayisinin,
Mendel agilma oranlanna gére tahmin edilen kopya sayisindan daha fazla oldugunu
gozlemislerdir. Arastiricilar bu durumun;

. bitki genomunun gesitli bolgelerine inaktif ekzogen DNA kopyalarinin
entegrasyonundan, |

. bitki genomunda gergeklesen yeniden diizenlemelerle ekzogen DNA’nin
inaktif hale gelmesinden,

ekzogen DNA’'min genomda eksprese edilmeyen bolgelere
entegrasvonundan kaynaklamlabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Yapilan transformasyon caliymalarinda bazen ekzogen DNA’larin ¢ekirdek
dist yani ekstra-kromozomal genomlara entegrasyonu da ger¢eklesebilmekte ve

maternal kalittma uygun agilmalar elde edilmektedir.De Block et al (1985)
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yaptiklart transformasyon g¢ahgmalart sonucunda elde ettikleri kloramfenikole
dayanikl transformantlarin polenleriyle yabani tip bitkilerin tozlanmasindan olugan
dollerin hepsinin kloramfenikole duyarli oldugunu, resiprokal melezlemelerde ise
dollerin % 80inin kloramfenikole dayanikli oldugunu gérmiiglerdir. Bdylece
ckzogen DNA’nm polenier araalign ile déllere aktarlmadigr belirlenmigtir. Bu
durumda ekzogen DNA’nin kloroplast genomuna entegre olarak, maternal kalitim
modelinde dollere aktanldigi digiiniilmiigtiir. Kloramfenikole dayamkh bitkilerin
kloroplast DNA’larinin Southern hibridizasyon analizleri yapilmig ve ekzogen
DNA’nin kloroplast DNA’sindaki varligi kesin olarak saptanmugtir.

Bu ¢aligmada F, bitkilerinin resiprokal melezlemeleri yapilmamgtir. Ciinkii,
bitkinin birbirlerine oldukg¢a yakin ve kiigiik giceklere sahip olmasi hem yabanci
tozlama esnasinda ¢igekler arasinda polen kontaminasyonunun gergeklesebilme
ihtimalini artirmakta hem de tozlamasi yapilan gigeklerin ayr ayr1 belirlenmesini
ve korunmasini  giiglegtirmektedir.  Bu nedenlerden  dolayr  uygulamadan
kaynaklanabilecek bir hatanin F| tohumlarinin sayisindaki azliga bagli olarak telafi
edilemeyecegi diigiintilmigtiir. Bitkilerin resiprokal melezlemelerinin yapilmamig
olmasina ragmen, F, bitkilerinin digi ve erkek ebeveyn olarak kullanildigi yabanci
melezlemelerden elde edilen sonuglar ekzogen DNA’nin genomdaki entcgrasyon
yeri ve dollere aktarimi hakkinda bilgiler verebilmektedir. F, bitkilerinden 2
tanesinin (1-2 nolu bitkiler) digi, 2 tanesinin de (3-4 nolu bitkiler) erkek ebeveyn
olarak kullanildigi yabani tip bitkilerle melezlemelerden elde edilen déllerde agilma
goriilmemigtir. F, bitkilerinin 2 tanesinin (6-7 nolu bitkiler) digi, 1 tanesinin de (10
nolu bitki) erkek ebeveyn olarak kullanildigi mutant bitkilerle melezlemelerden F,
dollerinde 1:1, F; dollerinde de 3:1 oraminda yabani ve mutant fenotip gézlenmistir.
Bu melezlemelerden ekzogen DNA’nin déllere aktarimumn F, bitkisinin erkek veya
digi ebeveyn olmasina bagh olarak bir farklilik gostermedigi goriilmiigtiir. Bu
sonuglar ekzogen DNA’nin ¢ekirdek genomu entegresyonunu kanitlamaktadir.

Sonug olarak, transtormant bitkiden 3 generasyon boyunca tiyamin
sentezleyebilen dollerin elde edilebilmesi transformasyonun kararliligini yani

ekzogen DNA’nin bitki genomuna stabil olarak entegre oldugunu géstermektedir.
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Genoma entegre olan c¢kzogen DNA’'nm Mendel oranlarima uygun agtlmalarla
dollere aktanldigi gorilmiy ise de kopya sayist hakkinda gegitli olasiliklar tartigilmig
olmakla birlikte kesin bir yargiya varilamanugtir. Bu konuda kesin bilgilerin elde

edilebilmesi ancak molekiiler analizlerin yaptlmasiyla miimkiin olabilir.



28
KAYNAKLAR

AKMAN, Y. 1989. Bitki Biyolojisine Girig: Botanik. Palme Yayincilik, Ankara.

AN, G, WATSON, B.D. and CHIANG, C. 1986. Transformation of Tobacco,
Tomato, Potato and Arabidopsis thaliana Using a Binary Ti Vector System.
Plant Physiol., 81: 301-305. ‘

BRAAKSMA, F.J. and FEENSTRA, W.J. 1982. Isolation and Characterization of
Nitrate Reductase-Deficient Mutants of Arabidopsis thaliana. Theor. Appl.
Genet. 64: 83-90.

BRISSON, N., PASZKOWSKI, J., PENSWICK, IR, GRONENBORN, B,
POTRYKUS, 1. and HOHN, T. 1984, Expression of a bacterial gene in
plants by using a viral vector. Nature. 310: 511-514.

BRITT, A.B,, CHEN, JJ., WYKOFF, D. and MITCHELL, D. 1993. A UV-
Sensitive Mutant of Arabidopsis Defective in the Repair of Pyrimidine-
Pyrimidinone (6-4) Dimes. Science, 261: 1571-1574.

BUDAR, F., THI-TOONG, L., VAN MONTAGU, M. and HERNALSTEENS, J.P.
1986. Agrobacterium-Mediated Qene Transfer Results Mainly in Transgenic
Plants Transmitting T-DNA as ve Single Mendelian Factor. Genetics, 114:
303-313.

CROSSWAY, A, OAKES, J.V., IRVINE, J.M., WARD, B, KNAUF,, V.C. and
SHEWMAKER, CXK. 1986. Integration of foreign DNA following
microinjection of tobacco mesophyll protoplasts. Mol. Gen. genet. 202: 179-
185.

DAMM, B., SCHMIDT, R. and WILLMITZER, L. 1989. Efficient transformation
of Arabidopsis thaliana using direct gene transfer to protoplast. Mol. Gen.
Genet. 217: 6-12.

DE BLOCK, M., HERRERA-ESTRELLA, L., VAN MONTAGU, M., SCHELL,
J. and ZAMBRYSKI, P. 1984, Expression of foreign genes in regenerated
plants and their progeny. EMBO J., 3: 1681-1689.

DE BLOCK, M., SCHELL, J. and VAN MONTAGU, M. 1985. Chloroplast
transformation by Agrobacterium tumefaciens. EMBO 1., 4: 1367-1372.



29

DE LA PENA, A, LORZ, H. and SCHELL, J. 1987. Transgenic rye plants
obtained by injecting DNA into young floral tillers. Nature, 325: 274-276.

ESTELLE, M.A. and SOMERVILLE, C.R. 1986. The mutants of Arabidopsis
Trends in Genetics. 2: 89-93.

FEENSTRA, W.J. 1964. Isolation of Nutritional Mutnats In Arabidopsis thaliana.
Genetica, 35: 259-269.

FELDMANN, KA. and MARKS, M.D. 1987. Agrobacterium-mediated
transformation of germinating seeds of Arabidopsis thaliana: A non-tissue
culture approach. Mol. Gen. Genet. 208: 1-9. |

FRALEY, R.T.,, ROGERS, S.G., HORSCH, R.B., SANDERS, PR., FLICK, J.S,,
ADAMS, S.P., BITTNER, M.L,, BRAND, LA, FINK, CL, FRY, ]S,
GALLUPPIL, G.R., GOLDBERG, S. B.,, HOFFMANN, N. L. and WOO, S.L.
1983. Expression of bacterial genes plant cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
80: 4803-4807.

GOODMANN, R.M., HAUPTLI, H., CROSSWAY, A. and KNAUF, V.C. 1987.
Gene Transfer in Crop Improvement. Science, 236: 48-54.

GORDON-KAMM, W.J, SPENCER, J.M., MANGANO, M.L., ADAMS, T.R,
DAINES, RJ., ADAMS, Jr, W.R, WILLETTS, NG, RICE, TB,
MACKEY, C.J;, KRUEGER, R.W., KAUSCH, A.P. and LEMAUX, P.G.
1990. Transformation of Maize Cells and Regeneration of Fertile Transgenic
Plants. The Plant Cell, 2: 603-618.

GRANT, J.E., DOMMISSE, EM., CHRISTEY, M.C. and CONNER, A.J. 1993.
Gene Transfer to Plants Using Agrobacterium. In: D. R. Murray. ’Advanced
Methods in Plant Breeding’. Chapman & Hall. London.

HAIN, R., STABEL, P., CZERNILOFSKY, A.P., STEINBISS, H.H., HERRERA-
ESTRELLA, L. and SCHELL, J. 1985. Uptake, integration, expression and
genetic transmission of a selectable chimeric gene by plant protoplast. Mol
Gen Genet. 199: 161-168.

HORSCH, R.B,, FRALEY, R.T., ROGERS, S.G., SANDERS, P.R,, LLOYD, A,
HOFFMANN, N. 1983. Inheritance of Functional Foreign Genes in
Plants.Science, 223: 496-498.



30

KLEIN, T.M,, WOLF, E.D., WU, R. AND SANFORD, J.C. 1987. High-velocity
microprojectiles for delivering nucleic acids into living cells. Nature, 327: 70-
72.

KOCABAS, §. 1997. Arabidopsis thaliana Tiyamin Mutantlarinda Bakteriyel DNA
ile Transformasyon. Doktora Tezi (yayimlanmamus). Ankara.

KRANZ, AR. and KIRCHHEIM, B. 1987. Genetic Resources in Arabidopsis.
Arabidopsis Information Service, No. 24.

KRENS, F.A, MOLENDIJK, L., WULLEMS G.J. and SCHILPERORT, R.A. 1985.
The role of bacterial attachment in the transformation of cell-wall
regenerating tobacco protoplasts by Agrobacterium tumefaciens. Planta 166:
300-308.

LANGRIDGE, J. 1955. Biochemical Mutations in the Crucifer Arabidopsis thaliana
(L.). Heynh. Nature 176: 260-261.

LANGRIDGE, J. 1957. The Aseptic Culture of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Aust. J. Biol. Sci., 10(3): 243-252.

LEDOUX, L, HUART, R. and JACOBS, M. 1971. Fate of Exogenous DNA in
Arabidopsis thaliana. Eur. J. Biochem. 23: 96-108.

LEDOUX, L., HUART, R. and JAéOBS, M. 1974. DNA-mediated genetic
correction of thiamineless Arabidopsis thaliana. Nature, 249: 17-21.
LEUTWILER, LS., HOUGH-EVANS, B.R. and MEYEROWITZ, E.M. 1984. The

DNA of Arabidopsis thaliana. Mol Gen Genet 194: 15-23,

Li, S.L. and REDEIL G.P. 1969. Thiamine Mutants of the Crucifer, Arabidopsis.
Biochemical Genetics, 3: 163-170.

LLOYD, AM.,, BARNASON, A.R., ROGERS, S.G., BYRNE, C.M,, FRALEY,
R.T. and HORSCH, R.B. 1986. Transformation of Arabidopsis thaliana with
Agrobacterium tumefaciens. Science, 234: 464-466.

MEINKE, D.W. 1985. Embryo-lethal mutants of Arabidopsis thaliana: analysis of
mutants with a wide range of lethal phases. Theor. Appl. Genet., 69: 543-552.

MEYEROWITZ, E.M. 1987. Arabidopsis thaliana. Ann. Rev. Genet., 21: 93-111

MEYEROWITZ, E.M. 1989. Arabidopsis, a Useful Weed. Cell,56: 263-269.



31
MULLER, A.,, MANZARA, T. and LURQUIN, P. 1984. Crown gall transformation

of tobacco callus cells by cocultivation with Agrobacterium tumefaciens.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 123 (2): 458-462.

MULLER, AJ.,, MENDEL, R.R., SCHIEMANN, L, SIMOENS., C. and INZE, D.
1987. High meiotic stability of a foreign gene introduced in to tobacco by
Agrobacterium-mediated transformation. Mol. Gen. Genet. 207 171-175.

OTTEN, D., DE GREVE, H., HERNALSTEENS, J.P., VAN MONTAGU, M,
SCHIEDER, O., STRAUB, J. and SCHELL, J. 1981. Mendelian
Transmission Of Genes Introduced into Plants by the Ti Plasmids of
Agrobacterium tumefacines. Mol. Gen. Genet, 183: 209-213.

PANG, P.P. and MEYEROWITZ, E.M.1987. Arabidopsis thaliana: A Model System
for Plant Molecular biology. Biotechnology 5: 1177-81.

PASZKOWSKI, I, BAUR, M., BOGUCKI, A. and POTRYKUS, I. 1988. Gene
targeting in plants. The EMBO Journal. 7, 13, 4021-4026.

POTRYKUS, I, PASZKOWSKI, J., SAUL, M.W., PETRUSKA, J. and SHILLITO,
R. 1985. Molecular and general genetics of a hybrid foreign gene introduced
into tobacco by direct gene transfer. Mol. Gen. Genet, 199: 169-177.

POTRYKUS, L. 1993. Gene transfer to piants: approaches and available techniques.
In: M.D. Hayward, N.O. Bosemark and I. Romagasa (Eds.). 'Plant Breeding’:
Principles and prospects. Chapman & Hall. London.

REDEIL G.P. 1961. Supervital Mutants of Arabidopsis. Genetics, 47: 443-460.

REDEI, G.P. 1965. Genetic Blocks in The Thiamine Synthesis of The Angiosperm
Arabidopsis. Amer. Jour. Bot., 52(8): 834-841.

REDEIL G.P. 1969. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh: A review of the genetics and
biology. Bibliographia Genetica, 21: 1-151.

REDEI, G.P. and KONCZ, C. 1992, Classical Mutagenesis. In: C. Koncz, N. Chua
and J. Schell (Eds.). Methods in Arabidopsis Research. World Scientific.,
Singapore.

REICH, LI, IYER, V.N. and MIKI, BL. 1986. Efficient Transformation of Alfalfa
Protoplasts by The Intronuclear Microinjection of Ti Plasmids.

Bio/technology, 4: 1001-1004.



32

‘ RHODES, CA, PIERCE,‘ D.A, METTLER, L], MASCARENHAS, D. and
DETMER, 1.J. 1988. Genetically Transformed Maize Plants from Protoplast,
Science, 240: 204-207.

SHAHIN, E.A., SUKHAPINDA, K., SIMPSON, R.B. and SPIVEY, R. 1986.
Transformation of cultivated tomato by a binary vector in Agrobacterium
rhizogenes: transgenic plants with normal phenotypes harbor binary vector T-
DNA, but no Ri-plasmid T-DNA. Theor Appl Genet, 72: 770-777.

SHIMAMOTO, K., TERADA, R,, IZAWA, T. and FUIIMOTO, H. 1989. Fertile
transgenic rice plants regenerated from transformed protoplasts. Nature, 338:
274-276.

SNAPE, J.W. and LAWRENCE, M.J. 1971. The breeding system of Arabidopsis
thaliana. Heredity 27: 299-302.

SPIELMANN, A. and SIMPSON, R.B. 1986. T-DNA structure in transgenic tobacco
plants with multiple independent integration sites. Mol Gen Genet, 205: 34-
41.

SUKHAPINDA, K, SPIVEY, R., SIMPSON, R.B. and SHAHIN, E.A. 1987.
Transgenic tomato (Lycopersicon esculentum L.) transformed with a binary
vector in Agrobacterium rhizogenes: Non-chimeric origin of callus clone and
low copy numbers of integrated vector T-DNA. Mol Gen Genet, 206: 491-
497.

UCHIMIYA, H., HIROCHIKA, H., HASHIMOTO, H., HARA, A, MASUDA, 1.,
KASUMIMOTO, T., HARADA, H,, IKEDA, T.E. and YOSHIOKA, M.
1987. Co-expression and inheritans genes in transformants obtained by direct
DNA transformation of tobacco protoplast.

WALLROTH, M. GERATS, A.G.M, ROGERS, S.G, FRALEY, R.I. and
HORSCH, R.B. 1986. Chromosomal localization of foreign genes in Petunia
hybrida, Mol. Gen. Genet, 202: 6-15.

WEBB, J.K. and MORRIS, P. 1994. Methodologies of Plant Transformation. In: A.
Gatehouse, V.A. Hilder and D. Boulter (Eds.). ’Plant Genetic Manipulation
for Crop Improvement. Chapman & Hall, London.

WEISING,K., SCHELL, J. and GUNTER, K. 1988. Foreign Genes in Plants
Transfer, Structure, Expression and Applications. Ann. Rev. Genet., 22: 421-
4717.



33

OZGECMiS

1969 yilinda Ankara’da dogdu. llk, orta ve lise 6grenimini Ankara’da
tamamladi. 1992 yilinda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinden
mezun oldu.

1993 yilinda Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik Anabilim Dalr’nda
Yiiksek Lisans 6grenimine bagladi.

1993 yilindan beri MEB’na bagl Sinif Ogretmeni olarak gérev yapmaktadir.



