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Ozet

Bu calisma partikiil bombardimani sistemi kullanilarak korunga bitkisine (Onobrychis viciifolia Scop) gen
aktariminda uygun parametrelerin belirlenmesi amaciyla Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Bolimi Biyoteknoloji laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada, eksplant olarak kotiledonlar, mikrotasiyici olarak
1.0 pm c¢apindaki altin pargaciklar1 ve belirleyici (markér) gen olarak ise “pB1221.23”plazmidinde bulunan f-
glucuronidase (GUS) geni kullanilmistir. Bombardiman, {i¢ ayr1 yontemle hazirlanan altin partikiilleri ile, farkl iki
firlatilma basmer (1100 ve 1350 psi) ve 6 cm uzakliktan Bio-Rad®/PDS-1000/He gen transformasyon sistemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, korunga kotiledonlarina partikiil
bombardiman: ile gen aktariminda, dogrudan gliserol ile hazirlanan mikrotasiyicilarin 1350 psi’lik basingta
firlatilmasi ile en iyi sonucu verdigi saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Korunga, Partikiil Bombardimani, Gen Aktarimi, GUS

Effect of Physical and Chemical Parameters on Transient Gene Expression via Particle Bombardment in
Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.)

This study was carried out at the biotechnology laboratories of Department of Field Crops, Faculty of
Agriculture, Ankara University to determine suitable transformation parameters and investigate marker gene transfer
possibilities to sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.) using the particle bombardment technique. Sainfoin plant
cotyledons were used as plant material; 1.0 pm diameter gold particles as microprojectiles; the plasmid “pB1221.23”
containing the f-glucuronidase (GUS) as marker gene were used in this study. Microprojectiles were prepared in
three different methods (directly glycerol, alcohol + water, 3 alcohol + water) Bio-Rad®/PDS-1000 /He gene transfer
system was used for bombardment in 1100 and 1350 psi pressures and 6 cm distance. The statistical analysis of
results revealed that microprojectiles directly prepared with glycerol and 1350 psi pressure were suitable for particle
bombardment delivery marker gene transfer to sainfoin cotyledons.

Keywords: Onobrychis viciifolia Scop., Particle Bombardment, Transformation, GUS

1. Giris

Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) getirmesi  nedeniyle  fakir  topraklarin

topragin verimliligini artirmasi yaninda yesil
yem, kuru yem ve ar1 bitkisi olarak
yetistirilen ¢ok yillik bir yem bitkisidir.
Yurdumuzun oOzellikle, Orta ve Dogu
Anadolu ile Gegit Bolgelerinde yaygin
olarak yetistirilir. Soguga ve kuraga karsi
oldukca dayanikli bir bitki olan korunga
diger bitkilerin yetismedigi kirag, kiregli,
kalkerli ~ve sulanamayan topraklarda
yoncadan daha verimlidir. Derin kdk sistemi
ile topragin alt katmanlarin1 igleyen ve
toprak derinliklerindeki besin maddelerini
iist katmanlara tagiyan ve yarayishh duruma
getiren korunga, yiiksek bir katyon degisim
kapasitesine de sahiptir. Bu 06zelligi ile
toprakta bulunan fosforu serbest hale

iyilestirilmesinde vazgegilmez bir bitkidir.
Ayrica koklerinde bulunan azot
yumrucuklar1 ile, atmosferdeki nitrojeni
topraga fikse ederek topragi azotca
zenginlestirir (Ozgen ve ark., 1998).
Korunganin baz1 tarimsal karakterleri
klasik 1slah yontemleriyle iyilestirilebilirken,
bitki hala bircok hastalik ve zararlinin
tehdidi altindadir. Klasik bitki 1slahinda
Ozellikle melez cesitlerden yararlanilarak
elde edilen iiriin miktar ve kalitesinde
onemli artiglar saglanmakla birlikte; hastalik
ve zararlilara dayaniklilik basta olmak {izere
bitkilerin diger bircok tarimsal 6zelliklerini
iyilestirmede onemli siirlamalarla
karsilagilmaktadir. Kisirlik ve uyusmazlik
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nedeniyle tiirleraras1 melezlemenin yapildigi
bitki sayisinin azligi, istenen karakterlerle
istenmeyen Ozelliklerin de birlikte gegmesi,
onemli genetik karakterlerin se¢iminin uzun
zaman gerektirmesi gibi sorunlar bitki
genetik  miihendisligi  caligmalart  ile
coziilebilmekte ve geleneksel 1slah siireci
kisaltilmaktadir (Lindsey, 1992).

Baklagil yem bitkilerinde genetik
miihendisligi ile ilgili ilk caligmalar Lotus
corniculatus (Stougaard ve ark., 1986),
Medicago sativa (Spano ve ark., 1987) ve
Stylosanthes humilis (Manners ve Way,
1989) yapilmistir. Golds ve ark. (1991)
korungada  Agrobacterium  rhizogenesis
araciligiyla  gen  aktarimi  yaptiklar
caligmada transgenik bitki elde etmede
basar1 saglayamamiglardir.

Partikiill bombardimani yontemiyle
bitkilerde ilk gen aktarimi ¢aligmalar1 geltik
ve bugdayda (Wang ve ark., 1988), misirda
(Klein ve ark., 1988) ve yulafta (Somers ve
ark.,, 1992) gerceklestirilmistir. Partikiil
bombardimani teknigi ile gen aktariminda
basari; kullanilan bitkinin tiiriine, secilen
eksplant tipine ve eksplantin rejenerasyon
yetenegi gibi biyolojik, fiziksel ve kimyasal
parametrelerin  birbiriyle etkilesimine
baglidir.

Bu c¢aligmanin amaci; énemli bir gen
aktarim teknigi olan partikiil bombardimani
sistemi ile korungaya gen aktariminda uygun
parametrelerin belirlenmesidir.

2. Materyal ve Yontem

Tiirkiye’de  tiretimi  yaygin  olan
korunganin  Orta Anadolu Bolgesi’nde
yetistirilen ekotipinin tohumlarina % 70’lik
etanolde 5 dakika, sodyum hipoklorit (%
5’lik) 30 dakika yiizey sterilizasyonu
yapilmig, tohumlar bol steril suyla
yikanmigtir. Tohumlar, 30 g/l sukroz, 7 g/l
agar iceren ve pH’st 5.8 olan MS ortaminda
(Murashige ve Skoog, 1962)
¢imlendirilmistir. Cimlenmeden 10 giin
sonra kotiledonlar kesilerek 10’arli gruplar
halinde, yaprak ylizeyi yukar1 gelecek
sekilde MSO besin ortami igeren petrilerin
ortasina yerlestirilmis ve bombardimandan
once 26 °C karanlikta 24 saat bekletilmistir.
Toplam 18 bombardimanin  yapildig
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denemede, 1 alkol + su, 3 alkol + su ve
dogrudan gliserol ile hazirlanan 1.0 pm’lik
mikrotasiyicilarin 5 pg pBI 1221.23 DNA
ile kaplanmasinda Bio—Rad Biolistic® PDS
1000/He gen aktarma sisteminin
protokoliinden yararlanilmistir (Lonsdale ve
ark, 1990). Atiglar 25" Hg basing altinda
altili gruplar seklinde yapilmistir.

Etanolde steril edilen metal disklerin
tizerine makroprojektiller  yerlestirilerek
mikroprojektilleri  tasimaya hazir hale
getirilmistir. Mikroprojektil/DNA
siispansiyonu siirekli karigtirilarak mikro
pipet yardimiyla 6 pl alinarak her bir
makroprojektilin  ortasina  esit  olarak
dagitilmigtir. Petri kabina alman
makroprojektiller birkag dakika vakum
altinda tutularak hizl kurumalari
saglanmistir. Ote yandan cihazin igi %
70°1lik etanol ile temizlenerek ve firlatma
atiglar1 1100 ve 1350 psi basing ve 6 cm.
uzakliktan 3 tekrarlamali olarak
gerceklestirilmistir.  Bombardimana  tabi
tutulan kotiledonlar 26 °C’de inkiibatorde 48
saat karanlikta bekletildikten sonra gen
geciginin belirlenmesi i¢in Lonsdale ve ark
(1990)’dan yararlanarak hazirlanan X-Gluc
(5-bromo 4chloro 3-indolyl B-D-glukuronik
asit)  soliisyonuna  almmugtir.  Tiplere
konulan kotiledonlar X—Gluc soliisyonunda
24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu
siirenin ~ sonunda  tiiplerdeki  X—Gluc
sollisyonu mikropipet yardimiyla aliarak,
kotiledonlar  steril suyla yikamig ve
%100’liik etanolda depolanmistir.

Kotiledonlar ~ mikroskop  altinda
incelenerek GUS aktivasyonunu belirlemek
icin mavi nokta sayilar1 kaydedilmistir. Ug
ayr1 yontemle hazirlanan mikro tagiyicilar ve
farkli atig basinglar1 arasindaki farkliliklari
belirlemek  igin  varyans  analizinden
yararlanilmistir (Diizgiines ve ark., 1987).

3. Bulgular ve Tartisma

Bombardimandan 48 saat sonra X—
Gluc soliisyonunda 24 saat 37 °C’de
inkiibatorde bekletilen korunga kotiledonlari
alkolde depolanip, mikroskop altinda
incelendiginde tiim yapraklarda gecici gen
ifadesini gosteren mavi noktalar
gozlenmigtir (Sekil 1). Petri basina ortalama



mavi nokta sayisi (804) 1350 psi basingta,
1100 psi’den daha yiiksek bulunmustur.
Ingram ve ark. (1999)’da bugdayda, hedef
doku olarak microsporlar1t kullandiklar
caligmada en yiiksek GUS aktivitesinin 1350
psi basingta ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.
Rasco-Gaunt ve ark. (1999) yiiksek atig
basincinin hedef dokuda partikiil gecisi ve
dagilimmin  derinligini  6nemli  Slglide
etkiledigini bildirmiglerdir. Buna karsin
Romano ve ark. (2001), gen gecislerinde
minimum atis basmcinin  daha  etkili
oldugunu belirtmislerdir.

U¢ farkhh  ydntemle hazirlanan
mikrotasiyicilarin korunga kotiledonlarinda
olusturdugu mavi nokta sayisina iligkin
ortalama degerler Cizelge 1’de verilmistir.
Ue farkl yontemle hazirlanan
mikrotagtyicilarin petri ve kotiledon basina
olusturdugu ortalama mavi nokta sayisi her
iki atis basincinda da farkli bulunmustur.
Her iki atis basinci ortalamasi alindiginda
petri basina ortalama en yiiksek mavi nokta
sayist (765) direkt gliserolde hazirlanan
mikro tasiyicilardan elde edilmistir.

M. A. BIRSIN, S. ONDE, M. OZGEN

Direkt gliserolde hazirlanan mikrotastyicilar
1100 ve 1350 psi basingta; sirasiyla petri
basina ortalama 529.7 ve 1000.7 mavi nokta
olusturmustur. Kotiledon basina mavi nokta
sayist da 1350 psi basingta; direkt gliserolde
30-400, 1 alkol + su’da 4-200, 3 alkol +
su’da 19-221 arasinda degismistir.

Partikiil bombardimam1 ile bitki
dokularma kalici gen aktarimini amaglayan
caligmalarda optimizasyonlarin yapilmasi
zorunludur (Schopke ve ark., 1997). Tadesse
ve ark. (2003) farkli doku ve genotipler igin
farkl1 bombardiman kosullarinin gerektigini
bildirmislerdir. Mikro tasiyicit ¢apinin GUS
geni gecisini etkiledigini; 1.0 pm’lik altin
partikiillerinin korungada (Onde ve ark.,
2001) ve orkidede (Tee ve Maziah, 2005)
1.6 pm’lik altin partikiillerinden daha iyi
sonu¢ verdigini belirtmiglerdir. Buna karsin
Folling ve Olesen (2002) bugdayda
yaptiklar1 caligmada mikrotasiyict ¢apimin
gen gegcisine 6nemli bir etkisinin olmadigini,
biiytik partikiil ¢apinin bugday
mikrosporlarinda ~ daha  fazla  zarar
olusturdugunu bildirmislerdir.

Cizelge 1.Farkli hazirlanan mikrotastyicilarin koliledonlarda olusturdugu mavi nokta sayina

iliskin ortalamalar’

Basing/Uzaklik (psi/cm) Gliserol 1 Alkol + Su 3 Alkol + Su
1100/6 529.7b+32.7 451.7b+29.4 485.0b+11.6
(89.1£14.9) (71.3+8.39) (80.8+11.6)

(158.0+24.1)

(111.6+19.2) (101.1£12.6)

* petri bagina ortalama ve standart hata, parantez igindeki degerler ise kotiledon basina ortalama ve standart hata.

Sekil 1. Korungada direkt gliserolde hazirlanan mikrotasiyicilarm 1350 psi (A) ve 1100 psi (B)
basingta olusturdugu mavi noktalar (GUS aktivasyonu).
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4. Sonug¢

Bu aragtirma, mikrotasiyicilarin farklt
yontemle hazirlanmas1 ile ilgili  ilk
calismadir. Ug farkli yontemle hazirlanan
mikro tasiyict ve iki farkli atig basincini
kullandigimiz arastirmada; en yliksek gecici
gen transferinin 1350 psi basingta ve direkt
gliserol ile hazirlanan mikro tasiyicilardan
elde edilmistir. Bu sonugta plasmid

Kaynaklar

Diizgiines, O., Kesici, T., Kavuncu, O. ve Giirbiiz, F.
1987. Arastirma ve Deneme Metodlar.
Ankara Univ. Zir. Fak. Yay. 1021, Ankara.

Folling, L. and Olesen, A. 2002. Transformation of
wheat (Triticum aestivum L.) microspore—
derived calluse and microspores by particle
bombardment. P. Cell Rep., 20: 1098-1105.

Golds, T. J., Lee, J. Y., Husnain, T., Ghose, T. K. and
Daver, M. R. 1991. Agrobacterium
rhizogenesis mediated transformation of the
forage legumes Medicago sativa and
Onobrychis viciifolia. J. Exp. Bot., 42: 1147-
1157.

Ingram, H. M., Power, J. B., Lowe, K. C. and Davey,
M. R. 1999. Optimisation of procedures for
microprojectile bombardment of microspore-
derived embryos in wheat. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, 56: 207-210.

Klein, T. M., Fromm, M. E., Wessinger, A., Tomes,
D., Schaaf, S., Sleeten, M. and Sanford, J. C.
1988. Transfer of foreign genes into intact
maize cells using high velocity
microprojectiles. PNAS, 85: 4305-4309.

Lindsey, K. 1992. Genetic manuplations of crop
plants. J. Biotec., 26: 1-28.

Lonsdale, D., Onde, S. and Cuming, A. 1990. Transit
expression of exogenus DNA in intact viable
wheat embryos following particle
bombardment. J. Exp. Bot., 14: 1161-1165.

Manners, J. M. and Way, H. 1989. Efficient
transformation with regeneration of the
tropical pasture legume Stylosanthes humilis
using Agrobacterium rhizogenesis and a Ti
plasmid binary vector system. P. Cell Rep., 8:
39-51.

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

Onde, S., Sancak, C., Altmnok, S., Birsin, M. and
Ozgen, M. 2001. Transient expression of p-
glucuronidase reporter gene in sainfoin
(Onobrychis viciifolia Scop.) cotyledons via
microprojectile bombardment. Tr. J. Biol., 25:
171-176

Ozcan, S., Yildiz, M., Sancak, C. and Ozgen, M. 1996.
Advetitious shoot regeneration in sainfoin
(Onobrychis viciifolia Scop.). Tr. J. of Bot.,

244

DNA’nin korunga kotiledonlarina
gecebildigini ve kotiledonlarin korungaya
gen aktariminda eksplant olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Korunga
kotiledonlari i¢in rejenerasyon protokoliiniin
varligi (Ozcan ve ark., 1996) ve partikiil
bombardimani teknigini iceren gelecekteki
uygulamalar ile transgenik  korunga
bitkilerinin elde edilmesinin  olanakli
olacagini gostermektedir.

20: 497-501.

Ozgen, M., Ozcan, S., Sevimay, C. S., Sancak, C. and
Yildiz, M. 1998. High frequency adventitious
shoot regeneration in sainfoin. Plant Cell
Tissue and Organ Culture, 52: 205-208.

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

Romano, A., Raemarkers, K., Visser, R. and
Mooibroek, H. 2001. Transformation of potato
(Solanum tuberosum) using  patricle
bombardment. P. Cell Rep., 20: 198-204.

Schopke, C., Taylor, N. J., Carcamo, R., Beachy, R.
N. and Fauquet, C. 1997. Optimization of
parameters for particle bombardment of
embriyogenic suspension cultures of cassava
(Manihot esculenta Crantz) using computer
image analysis. P. Cell Rep., 16: 526-530.

Somers, D. A., Rines, H. V., Gu, W., Kaeppler, H. F.
and Bushnell, W. R. 1992. Fertile transgenic
oat plants. Bio-Technology, 10: 1598-1594.

Spano, L., Mariotte, D., Pezzotti, M., Damiana, F. and
Arcioni, S. 1987. Hairy root transformation in
alfaalfa (Medicago sativa L.) Theor. App.
Genet., 73: 523-530.

Stougaard, J., Marcker, K. A., Otten, L. and Schell, J.
1986. Nodule specific expression of a
chimaeric soybean leghaemoglobin gene in
transgenic Lotus corniculatus plant. Nature,
321: 669-674.

Tadesse, Y., Sagi , L., Swennen, R. and Jacobs, M.
2003.  Optimisation of  transformation
conditions and production of transgenic
sorghum (Sorghum bicolor) via microparticle
bombardment. PI. Cell Tiss. Org. Culture, 75:
1-18.

Tee, C. S. and Maziah, M. 2005. Optimization of
biolistic  bombardment  parameters for
Dendrobium sonia 17 calluses using GFP and
GUS as the reporter system. Plant Cell Tissue
Organ Culture, 80: 77-89.

Wang, Y. C., Klein, T. M., Fromm, M., Cao, J,
Sanford, J. C. and Wu, R. 1988.
Transformation of rice, wheat and soybean by
the particle bombardment method. Plant. Mol.
Bio., 11: 433-439.




<<
  /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


