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Ozet

Tahillarda son yillarda biiyiik asama kaydeden partikiill bombardimani tekniginin arpaya (H. vulgare L.)
uygulanarak markor gen aktarimi olanaklariin aragtirilmasi ve olgun embriyo bombardimant i¢in en uygun fiziksel
parametrelerin (bombardiman basinc: ve mesafesi) belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢alisma 2000 yilinda Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada bitki
materyali olarak Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen “Tokak 157/37” ¢esidinin olgun embriyolari, partikiil olarak
1.6 um’lik altin parcaciklart ve markdr gen olarak “pB1221.23” plazmidine baglanan “GUS” geni kullanilmistir.
Bombardiman, “Bio-Rad Biolistic®/ PDS-1000/He Gen Aktarma Sistemi” ile yapilmistir. Atislar oncelikle miimkiin
olan tiim basing (650, 1100, 1350, 1550 ve 1800 psi) ve mesafelerde (6, 9, 12 ve 15 cm) bir kez yapildiktan sonra, en
iyl sonucu veren basing ve mesafenin bulunmasina yonelik tekrarlamali denemelerin yapilmas: ile
gerceklestirilmistir. Istatistiksel olarak incelenen verilerden, olgun arpa embriyolarma biyolistik yéntemle markér gen
aktarimi i¢in 650, 900 ve 1100 psi’lik basinglarin ve 6-9 cm’lik mesafelerin uygun oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Arpa, Partikiil Bombardimani, Biyolistik, Gen Aktarimi, GUS

Marker Gene Transfer into Mature Embryos of Barley (Hordeum vulgare L.) through
Microprojectile Bombardment

Abstract

This study was carried out at the biotechnology laboratory of Field Crops Department, Faculty of Agriculture,
Ankara University, in 2000, to investigate marker gene transfer possibilities to barley (H. vulgare L.) using the
particle bombardment technique and to determine suitable physical parameters (bombardment pressure and distance)
for mature embryo transformation. Study used mature embryos of the cultivar “Tokak 157/37” which has been grown
extensively in Turkey, as plant material; 1.6 pm diameter gold particles as microprojectiles; the plasmid “pBI221.23”
containing the “GUS” gene as marker gene. “Bio-Rad Biolistic®/PDS-1000/He Gene Transfer System” was used for
bombardment, and the bombardments were carried out by repeating experiments aiming to find the pressure and
distance that gives the best results. Analyses indicated that 650, 900 and 1100 psi pressures and 6-9 cm distances
were suitable for biolistic delivery marker gene transfer to mature barley embryos.
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1. Giris

Glinlimiizde ekonomi ve beslenme
acisindan Onemli bir yere sahip olan
bugdaygillere klasik 1slah ¢aligmalarinin

tekniginin  gelistirilmesi ve sorunlarinin
giderilmesi ile bitki genetik miihendisligi
tekniklerinin  gelecekte bitki 1slahinda

yaninda biyoteknolojik yontemler ile gen
aktarilabilmesi; bu bitkilerin kalite ve
verimlerinin artirilmasinda yeni olanaklar
saglamaktadir. Bitkilere gen aktariminda
Agrobacterium  tlrleri  kullanilmaktadir.
Ancak bu yontem ile bugdaygilleri de
kapsayan tek ceneklilere gen aktariminda
istenilen sonucun alinamamas: (Potrykus,
1990; Raineri ve ark., 1990) bu bitkilerde
kullanilacak ~ dogrudan  gen  aktarim
yontemlerinin Onemini artirmaktadir.
Bunlardan biri olan partikiil bombardimani

onemli bir yer almasi ve c¢alismalara yeni
boyutlar kazandirmasi beklenmektedir.
Tahillarda son yillarda biiylik asama
kaydetmis olan partikiill bombardimani
teknigi ile bugdayda pek ¢cok 6nemli ¢alisma
yapilmasina karsin; diinyada 134 milyon
tonluk tiretimle (Anonim, 2000) dordiincii
sirada yer alan arpada c¢alismalar daha az
sayida olup, eksplant olarak olgunlasmamis
embriyolar lizerinde yogunlagmuigtir.
Tiirkiye’de ise, 9 milyon tonluk {iretimle
(Anonim, 2000) bugdaydan sonra ikinci
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sirada  yer alan  arpada,  partikiil
bombardimani (biyolistik) teknigi ile gen
aktarimi ve olgun embriyolarin kullanimu,
bu calisma ile ilk kez gerceklestirilmistir.
Amaci,  biyolistik  yontemin  arpaya
uygulanabilmesi olanaklarinin arastirilmasi
ve olgun embriyo bombardimani i¢in en
uygun bombardiman mesafesi ve basincin
belirlenmesi olan ¢aligma ile ileride arpada
stabil gen aktarilmis bitkilerin  elde
edilmesinde temel olusturacak verilerin
alinmasi planlanmistir.

Partikiil bombardimant ile yapilan gen
aktarimi c¢aligmalarinda basari orani uygun
kalibrasyon ile kullanilan bitki tiiri, secilen
eksplant cinsi ve bu eksplantin kallus
olusturma ve rejenerasyon yetenegine
baglhdir. Bombardiman eksplantlara,
kalluslara ve kallus siispansiyon kiiltiirlerine
uygulanabilmektedir.  Monokotiledonlarda
kallus olusturmak i¢in eksplant kaynagi
olarak olgunlasmis ve olgunlagsmamis
embriyo, olgunlasmamis c¢icek ve apikal
meristemler kullanilmaktadir.  Tahillarda
yapilan bir¢ok optimizasyon c¢alismasinda
hiicre siispansiyon kiiltiirleri (Kartha ve ark.,
1989; Ritala ve ark., 1993) wve
olgunlagmamis  embriyolar (Wan ve
Lemaux, 1994) hedef hiicre olarak
kullanilmistir. Bu g¢alismada ise her zaman
kolaylikla elde edilebilen olgun embriyolar
kullanilarak arpa 1slah1 ¢alismalarinda
biyolistik yontemle o6nemli gelismelerin
saglanmasi ve yeni c¢esit gelistirmede
Ozellikle yabani genitorlerden yararlanma
olanaklarmin artirilmasi amac¢lanmaktadir.

2. Materyal ve Yontem

Bitki materyali olarak Tirkiye’de
yaygin olarak yetistirilen “Tokak 157/37”
¢esidinin olgun embriyolar1 kullaniimistir.
Atislarda partikiil olarak 1.6 pm’lik altin
parcaciklari, markor gen olarak
“pBI1221.23” plazmidinde bulunan GUS
geni kullanilmistir (Lonsdale ve ark., 1990).
Altin partikiillerinin (1.6 pm) plazmid DNA
ile kaplanmasi PDS-1000/He partikiil
bombardiman1 cihaz protokoliine gore
yapilmistir.  Altin/DNA  siispansiyonunda
makroprojektillere 6 ml dagitilip vakum
altinda kurutulmustur.
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Islatilip bekletilen tohumlarin
kavuzlar uzaklagtirilarak ylizey
sterilizasyonu i¢in etil alkolde (% 70) 5
dakika bekletilip 3 kez steril saf suda
yikanip, 25 dakika % 5 sodyum hipokloritde
calkalandiktan sonra 7 kez steril su ile
durulanarak 2 saat steril suda (33 °C)
sismeleri saglanmistir (Ozgen ve ark., 1998).
Steril kabinde bistiiri ve pens yardimiyla
ayrilan embriyolar 2,4-D (2 g/l), MS
(Murashige ve Skoog, 1962), sukroz (20 g/1)
ve agardan (7 g/l) olusan ortamlara (pH 5.8
ve 121 °C, 15 psi basingta steril edilmis)
yerlestirilmistir. Her petrinin merkezine
skutellum ylizeyleri ortama degecek sekilde
50 embriyo konulmustur. Inkiibatérde (26
°C) 24 saat karanlikta bekletilen embriyolar
daha sonra bombardiman  edilmistir.
Calismada basing olarak 650, 900, 1100,
1350, 1550 ve 1800 psi ve mesafe olarak 6,
9, 12 ve 15 cm olarak toplam 1200
embriyoya 24 atis gergeklestirilmistir.
Bombardimandan sonra dokular karanlikta
26 °C 48 saat inkiibe edilmistir. Embriyolar
daha sonra gen gecislerinin belirlenmesi i¢in
Jefferson (1987) gore hazirlanan X-Gluc
soliisyonuna alinmistir. 24 saat siire ile 37
°C ve karanlikta bekletilen embriyolar etil
alkolle yikanarak mikroskopta incelenmis
elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirmesi Khi-kare (y°) bagimsizlik
testi ile yapilmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

50 embriyo basina yapilan atislardan
elde edilen sonuglara gore, bombardiman
basarisi, mavi noktali embriyo sayisi ve
bundan hesaplanan mavi noktali embriyo
yiizdesi olarak degerlendirilmistir (Cizelge
1). Denemede kullanilan tiim atig basinglar
ve mesafelerden elde edilen mavi noktal
embriyo yiizdeleri incelendiginde 6 ve 9 cm
mesafelerinin diger mesafeler olan 12 ve 15
cm den, 650, 900, 1100 basinglarinda 1350,
1550 ve 1800 psi’lik basinglardan daha etkili
oldugu (P<0.01) belirlenmistir. Bu atiglar ve
basinglarda mavi nokta sayilarmin 0-7,
embriyo basina mavi nokta sayilarinin tim
kiiltiire aliman embriyolarda 0-0.1, mavi
noktali embriyolarda 0-3.5 arasinda degistigi
goriilmiigtiir. Elde edilen sonuglarin bir kez



daha go6zlemlenmesi amaciyla atiglar 2
tekrarlamali olarak yenilenmis ve 600
embriyoya 12 atig yapilarak 87 mavi nokta
elde edilmis 38 embriyoda % 8 oraninda
mavi nokta belirlenmistir (Cizelge 1).

Tiim denemelerde atiglarimizdan en
iyi sonucu veren 3 basing (650, 900 ve 1100
psi) ve 2 mesafeye (6 ve 9 cm) iliskin
degerler toplu olarak irdelendiginde,
goriildiigli gibi, ortalama degerlere gore en
yiiksek mavi noktali embriyo sayisi ve
yiizdesi ile en yiiksek mavi nokta sayisi
1100-9 atiglarindan; mavi nokta/embriyo
orani bakimindan en yiiksek degerler tiim
kiiltiire alinan embriyolarda 1100-9, mavi
noktali embriyolarda ise 650-9 atiglarindan
saglanmistir. Cizelgede incelenen atis basing
ve mesafeleri arasinda yapilan Ki-kare
analizine gore dnemli bir farklilik olmadig:
(x* = 3.8; P> 0.05) belirlenmistir.

Ritala ve ark. (1994) olgunlagsmamis
arpa embriyolarina 6 cm mesafeden
yaptiklar1 atislarda ve Becker ve ark. (1994)
olgunlasmamis kislik bugday embriyolarina
900,1100, 1350 ve 1550 psi basinglarindan
ve 6 cm mesafeden yaptiklar atiglarda
basarili sonuglar almiglardir. Bommineni ve
ark. (1997) makarnalik bugdayda
olgunlagmamis embriyolara 1100 psi ve 9
cm ile bagarili gen aktarimlar1 yapmislardir.
Rasco-Gaunt ve ark. (1999) ii¢ kiglik bugday
cesitinde olgunlagmamis embriyolara 650,
900, 1100, 1350 ve 1550 psi basinglarindan
atislar yapmisglar ve 650, 900, 1100 psi ile
5.5 cm mesafede, 1350, 1550 psi firlatma
basinglarma gore daha etkin oldugunu
bildirmislerdir. Olgunlasmamis embriyo ile
ilgili benzer c¢aligmalar yapan diger
arastiricilar genellikle 1100 psi’lik basincin
en uygun oldugunu (Wan ve Lemaux, 1994;
Hagio ve ark., 1995; Harwood, 2000)
mesafe olarak ise genellikle 12 cm’den en
iyi sonuglarin alindigr belirtilmektedir (Wan
ve Lemaux, 1994; Hagio ve ark., 1995).

N. KOYUNCU, M. OZGEN

Cizelge 1. Olgunlagsmig arpa embriyolarina
en iyi sonuglart veren farkli 3 basing
ve 2 mesafeden yapilan atiglardan
elde edilen mavi nokta degerleri

sonugclari
Mavi
Nokta/Embriyo
Mavi Mavi o ,§ — ,§
Basing ve Noktali Nokta £ = < % <
mesafesi Embriyo  Sayisi Q k= ,% zZ _%
(psi- cm) (%) (adet) :g < _‘g ~§ —é
H @ =40
650-6/1 28 37 0.7 2.6
11 4 2 0.04 1.0
III 0 0 0 0
v 6 4 0.1 1.3
\% 6 3 0.1 1.0
Ortalama 8.8 9.2 0.2 1.2
650-9/1 38 73 1.5 3.8
II 2 1 0.02 1.0
III 0 0 0 0
v 10 24 0.5 4.8
\Y 4 8 0.2 4.0
Ortalama 10.8 21.2 0.4 2.7
900-6/1 34 66 1.3 3.9
II 2 2 0.04 2.0
111 0 0 0 0
v 16 22 0.4 2.8
\4 8 11 0.2 2.8
Ortalama 12 20.2 0.4 2.3
900-9/1 20 26 0.5 2.6
II 0 0 0 0
111 0 0 0 0
v 12 7 0.1 1.2
\4 12 2 0.04 0.3
Ortalama 8.8 6.8 0.1 0.8
1100-6/1 28 52 1.0 3.7
II 6 4 0.1 1.3
111 4 7 0.1 3.5
v 0 0 0 0
\% 0 0 0 0
Ortalama 7.6 12.6 0.2 1.7
1100-9/1 48 100 2.0 4.1
1T 2 1 0.02 1.0
111 4 2 0.04 1.0
v 10 6 0.1 1.2
\% 10 6 0.1 1.2
Ortalama 14.8 23 0.5 0.9
Ki-kare 3.8

Sekil 1. 650 (panel A) ve 1100
(panel B) psi basinglarinda
6 cm mesafeden yapilan
atiglarda gozlenen mavi
noktalar.
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Basing olarak bulgularimiz daha 6nce
yapilmig olan bu arastiricilarin sonuglaria
kismen benzerlik gostermekle birlikte
mesafe olarak olduk¢a farklidir. Bu
farkliligin nedenlerinden biri, arastirmalarda
kullanilan dokulardaki kalinlik farklari ile
aciklanabilir. Bu nedenle, olgunlasmamis
embriyolarda en uygun mesafe 12 cm,
olgunlagmiglarda ise 6-9 cm olarak
bulunmus olabilir.

4. Sonuc¢

Arpada partikiil bombardimani teknigi
ile gen aktarilmasina iligkin literatiir
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arastirmamizda olgunlasmis embriyolarda en
uygun mesafelerin = 6-9 cm  oldugu
belirlenmistir. Bu durum, dokular1 ince ve
yumusak olan olgunlagsmamis embriyolarda,
partikiilin delip ge¢memesi igin, atiglarin
daha uzak mesafeden; dokular1 kalin ve sert
yapili olan olgunlagmis embriyolarda ise,
partikiillerin yiizeyde kalmamasi icin, daha
yakin mesafeden atis yapilmasi gerektigini
ortaya koymaktadir. Sonug¢ olarak, olgun
arpa embriyolarina biyolistik yontemle 650,
900 ya da 1100 psi’lik basing altinda 6-9 cm
mesafelerden basariyla gen aktarilabilecegi
belirlenmistir.

1161-1165.

Murashige, T. and Skoog, F. 1962. A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco
tissue cultures. Physiol. Plant, 15: 473-497.

Ozgen, M., Tiiret, M., Altinok, S. and Sancak, C.
1998. Efficient callus induction and plant
regeneration from mature embryo culture of
winter wheat  (Triticum  aestivum L.)
genotypes. Plant Cell Reports, 118: 331-335.

Potrykus, 1. 1990. Gene transfer to cereals: an
assessment. Bio/Technology, 8: 535-542.

Raineri, D. N., Bottino, P., Gordon, M. P. and Nester,
E.  W. 1990. Agrobacterium-mediated
transformation of rice (Oryza sativa L.).
Bio/Technology, 8: 33-38.

Rasco-Gaunt, S., Riley, A., Barcelo, P. and Lazzeri, P.
A. 1999. Analysis of particle bombardment
parameters to optimise DNA delivery into
wheat tissues. Plant Cell Reports, 19: 118-127.

Ritala, A., Mannonen, L., Aspegren, K., Salmenkallio-
Marttila, M., Kurten, U., Hannus, R., Mendez
Lozano, J., Teeri, T. H. and Kauppinen, V.
1993. Stable transformation of barley tissue
culture by particle bombardment. Plant Cell
Reports, 12: 435-440

Ritala, A., Aspegren K., Kurten, U., Salmenkallio-
Marttila, M., Mannonen, L., Hannus, R.,
Kauppinen, V., Teeri, T. H. and Enari, T. M.
1994. Fertile transgenic barley by particle
bombardment of immature embryos. Plant
Molecular Biology, 24: 317-325.

Wan, Y. and Lemaux, P. G. 1994. Generation of large
numbers of independently transformed fertile
barley plants. Plant Physiology, 104: 37-48.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


