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oZ

Bu projede aktif maddesi glufosinat amonyum veya phosphinotricin (PPT) olan herbisitlere
direng goOsteren transgenik tiitiin (Nicotiana tabacum, Samsun) bitkilerinin geligtirilmesi
yoniinde aragtirmalar yiiriitiilmiistiir. Bu amagla, glufosinat amonyumu asetilasyon yoluyla
detoksifiye edebilen bir enzim olan fosfonitrosin N-asetil transferaz’mn (PAT) sentezinden
sorumlu olan bar geni tiitiin bitkilerine aktarilmistir. Arastirmalarda T-DNA bélgelerinde
CaMV35S promotdr ve ocs terminatdr bolgelerinin kontorolu altindaki bar genini tasiyan
pDHB321.1 ve pGKBS ikili vektorleri kullanilmigtir. Saf durumda elde edilen bu vektérler
once DMSO yontemi ile hazirlanan kompetan E.Coli HB101 suglarma, daha sonra da
“triparental mating” yontemi ile Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suslarina aktariimistir.
Gen transferi “yaprak diski transformasyonu” yontemi ile ger¢eklestirilmistir. Her iki vektor
ile yapilan transformasyon deneylerinin sonucunda, kontol bitkiler i¢in 6ldiiriicii olan 10 mg/1
PPT derisiminde kallus, govde ve kék olugmlar1 gozlenmigtir. K6k olusturan onciil transgenik
bitkiler kiiltiir kogullarinda 0.5, 2 ve 6 gr/l glufosinat amonyum igeren %0.25, %1 ve %3
(V/V) ®BASTA herbisit uygulamalarina direng gostermigtir. Elde edilen onciil transgenik
bitkiler topraga alindiktan sonra uygulanan %0.25 ve %1 (V/V) ®BASTA  herbisiti
uygulamalarindan da etkilenmemektedir. Aym sartlarda gelistirilen ve % 0.25 ve %1 (V/V)
®BASTA ile mamele edilen kontrol bitkilerin, muameleden 15 ila 20 giin sonra oldiikleri
gozlenmigtir. Toprakta gelismekte olan transgenik bitkiler iizerinde yapilan Southern Blot
analizleri bar geninin bitki genomuna integre oldugunu dogrulamaktadir. Protein seviyesinde
yapilan ¢alismalarda da transgenik bitkilerin konrol bitkilerde gozlenmeyen 22 kD

agirhgindaki PAT enzimini sentezledikleri gézlenmistir.
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ABSTRACT

This study was performed to develop transgenic tobacco plants (Nicotiana tabacum, Samsun)
that resist to the herbicides containing glufosinat ammonium or phosphinotricin (PPT) as the
active ingredient. For this purpose the bar gene that is responsible for the synthesis of
Phosphinotricin N-acetyl-transferase (PAT) enzyme, which detoxifies glufocinate ammonium
through acetylation is transferred to tobacco plant. In the experiments, the binary vectors
pDHB321.1 and pGKBS5 were used. These carry the bar gene under control of CaMV35S
promoter and ocs terminator in the T-DNA region. The purified vectors were firstly mobilized
to the competent E.coli HB101 strains, prepared with the DMSO method and than to the
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 strains via triparental mating method. Gene transfer was
performed by using the leaf disc transformation system. At the end of the transformation
experiments using both of the vectors, at 10 mg/L PPT, which is the lethal dose for control
plants, callus stem and root formation were observed. The root forming primary transgenic
plants were resistant to 0.25 %, 1 % and 3 % (v/v) ®BASTA herbicide containing 0.5, 2.0 and
6.0 g/L glufosinate ammonium, respectively. The primary transgenic plants after being
transferred to soil were also not effected from 0.25 % and 1 % (v/v) ®BASTA herbicide
application. The control plants grown under the same conditions and treated with 0.25 % and 1
% (v/v) ®BASTA were died after 15-20 days of application. The Southern Blot and PCR
analysis confirmed that, the bar gene is integrated into the genome of the transgenic plants.
Studies at protein level was also confirmed the synthesis of 22 kD PAT enzyme, which was

absent in control plants.




BOLUM 1: GIRIS

1.1 Yabanci Ot ve Herbisitler

Yabancr otlar kiiltiir arazisinde bulunan ve yarardan g¢ok zarar veren biitiin bitkiler olarak
tamimlanabilir. Kiiltiir bitkilerinde cesitli etmenlerin (hastalik, hayvansal zaralilar gibi) meydana
getirdigi Griin kayiplari ele alindiginda, 6zellikle kurak gegen yillarda yabanci otlarin etkisinin
en yiksek seviyede oldugu gozlenmektedir. Dﬁnyadaki uretim bazinda hububat, meyva, sebze
ve baglarda yabanci otlara bagh olarak gozlenen iiriin kayiplar1 Tablo 1’ de 6zetlenmektedir.
Gorilecegi gibi bu kayiplar toplam iretimle mukayase edildiginde olduk¢a 6nemli boyutlara

ulagmaktadir.

Tablo 1.1. Diinya bazinda yabanci ot ve hastalik etmenlerinin olusturdugu kayiplar. (Ozer, 1993)

[ OURUN CESIDI MILYON TON
Elde Edilen Yabana Ot Hastahk Kayiplar
Uriin Kayiplar:
HUBUBAT 433.903 54.349 50.589
SEBZE 201.691 23.718 31.137
MEYVE 66.567 2.462 12.825
BAG 50.697 7.909 16.937

Yabanci otlarla mekanik, fiziksel, biyolojik ve kimyasal olarak degisik sekillerde miicadele
edilebilmektedir. Bu yontemlerden kimyasal miicadele baska bir degisle herbisit kullanimi
oldukga yaygin olarak kullanilan bir miicadele seklidir. Halen degisik aktif madde igeren ve etki

mekanizmalan olan herbisitler bulunmaktadir (Holt 1993). Bunlar Tablo 2’de 6zetlenmektedir.
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Tablo 1.2. Yaygin olarak kullanilan herbisitler.

ETKILI MADDE ETKILEDIGI HEDEF SPEKTRUM
SISTEM PROTEIN
sulfonylurea, imidazolinone, Amino asit sentezi Asetolactate segici
triazolopyrimidine synthase (ALS)
Glycophosate Amino asit sentezi 5-Enoylpyruvyl- total
shikimate-3-
phosphate synthase
(EPSPS)
Phosphinothricin (PPT), Amino asit sentezi Glutamine synthase total
glufosinate (GS)
Triazin, urea, uracil, Fotosistem-II Q; total
bromoxylin, ioxynil
Aryloxypenoxypropionate Lipid sentezi Acetyl coenzyme A secici
(AOPP), 1,3- carboxylase
cyclohexanedione (CHD) (ACCase)
Fenoksi asetik asitler (2-4D) ? 2, oksin reseptérleri segici
Dinitroanilinler Hiicre boliinmesi tiibiilin segici
Bipyridilumlar, Praquat, Fotosistem-I elektron transfer total

diquat

sistemi
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1.2 Herbisit Direncli Kiiltiir Bitkileri

Yabanci otlarla kimyasal miicadelede kullanilan herbisitin seciciligi ve toksisitesi dnemli
parametrelerdir. Bagka bir deyisle, kullanilan herbisitin, yabanci otlara maksimum zarari
verirken kiiltiir bitkisini ise minumum sevide etkilemesi istenmektedir. Ayrica herbisitin
ekosisteme en az sevide toksik etki vermesi ve toprakta mikro organizmalarca yikilabilmeside

istenen 6zellikler arasindadur.

Son yillarda kiiltiir bitkilerinin genetik manipiilasyonlar yoluyla herbisitlere direngli hale
getirilmesi yoniinde galismalar gozlenmektedir (Botterman ve Leemans 1988, Mazur ve Falco
1989, Holt 1993, Hoyle 1993). Bu yonde yapilan ¢aligmalarda baglica iig degisik strateji
izlenmektedir ve bunlar asagida boliimler halinde 6zetlenmektedir.

1.2.1. Hedef Molekiiliin Modifikasyonu

Bunlardan ilki, herbisitin aktif maddesinin etkiledigi hedef proteinin modifikasyonudur. Bu
amagla hedef proteinin sentezinden sorumlu gen ya modifiye edilmekte ya da bu gen
s6zkonusu herbisite direngli organizmalardan izole edilerek bitkilere aktarilmaktadir. Sonugcta
bitkilere normal hiicresel ilevini gérebilen fakat herbisitin aktif maddesine duyarsiz yeni bir
molekiil sentezlettirilmektedir. Séz konusu strateji izlenerek ve mutant. ALS genleri
kullamlarak sulfonylurea tipi herbisitlere direngli transgenik bitkiler gelistirilmigtir (Bedbrook
ve arkadaslar1 1988, Haughn ve arkadaglar1 1988, Fromm ve arkadaslar1 1990, Brandle ve
arkadaglar1 1994) ve tarla denemeleride yaplmisgtir (Mazur ve arkadaglar1 1987, Brandle ve
Miki 1993).

Benzeri strateji fotosistem-Il Q, proteinini etikleyen triazin tipi herbisitler iginde
uygulanmigtir. Triazine direngli yabanci otlardan ve cyanobakteriden izole edilen psbA geni

tiitline aktarilip atrazin’e direngli transgenik bitkiler elde edilmistir (Cheung ve arkadaglan
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1988). Mutant psbA geni tagiyan patates hiicre kiiltiirlerinin de atrazine direg¢ gosterdikleri

saptanmustir (Smeada ve arkadaglar: 1993).

Yine benzeri bir yaklasimla, Salmonella typhimurium dan izole edilen mutant bir arod geni
tiitlin ve domatese aktarilarak glyphosate direngli bitkiler elde edilmistir (Comai ve
arkadaglar1 1985, Della-Cioppa ve arkadaglari 1987).  Karacam iistiide yiiriitiilen
transformasyon ¢alismalarinda da aro4 geni aktarilarak herbisit direngli transgenik bitki elde

edilmistir (Shin ve arkadaglar1 1994).

1.2.2. Hedef Molekiiliin Fazla Uretimi

Ikinci stratejide bitiklerdeki hedef molekiil bazi genetik manipiilasyonlar sonucu daha
fazla iiretilmekte, boylece herbisit aktif maddesinin varliginda bile hedef molekiikliin sorumlu
oldugu hiicresel fonksiyonlar yerine getirilebilmektedir. Bu yénde yapilan calismalarda
petunyada EPSPS aktivitesi 20 kez arttirilarak glyposhate tolerans: saglannstir (Shah 1986).
Bagka bir ¢alismada, daridan izole edilen EPSPS bugdaya aktarilmis ve elde edilen kallus
dokusunun glyposhata direng gosterdigi rapor edilmistir (Vasil ve arkadaglar1 1991). Brassica
napusta glutamin sentetaz enziminin fazla sentezlettirilmesi sonunda PPT’ye direngli bitkiler
elde edilmistir (Downs ve arkadaglar1 1994). Aym strateji tiitiinde de uygulanmis ve bagarili
sonuglar rapor edilmistir (Eckes ve arkadaglar1 1989).

1.2.3. Etken Maddenin Detoksifikasyonu

Ugiincii ve son stratejide ise, bitkiye herbisitin aktif maddesini detoksifiye eden yeni
bir enzim sentezlettirilmektedir. Bu amagla detoksifikasyon yapan enzimin sentezinden
sorumlu gen bitkilere aktarilmakta, bu sayede de herbisitin aktif maddesi hedef molekiilii
etkileyerﬁeyen bir bilesige cevrilmekte, dolayisiyla hedef molekiil de herbisitin varliginda
dahi normal hiicresel islevini yiiriitebilmektedir.
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Bu konuda yapilan ¢aligmalar sonucunda da bitkilere 2-4,D detoksifikasyonunu olas: kilan
bakteri orijinli monooksigenaz enzimi sentezlettirilerek bu herbisite direngli tiitiin (Streber ve
Willmitzer 1989, Lyon ve arkadaglar1 1989) ve pamuk (Lyon ve arkadaglar1 1993) bitkileri
geligtirilmigtir. Yine, PPT’nin detoksifikasyonunu saglamak amaciyla bakteri orijinli bar
(Murakami ve arkadaslar1 1986, Thompson ve arkadagslari 1987) ve pat (Wohllenberg ve
arkadaglar1 1988) genleri bitkilere aktarilarak bialaphos ve/veya glufosinat amonyuma
direngli transgenik bitkiler gelistirilmistir (De Block ve arkadaslar1 1987, Vasil ve arkadaslar
1992) ve tarla denemelerinde de bu bitkilerin yiiksek dozda herbisite direng gosterebildikleri
saptanmigtir (De Greff ve arkadaslar1 1989, D’Halluin ve arkadaglar1 1990).

Son yillarda ise bitkilere herbisitlerin aktif maddelerine 6zgiin antikorlar iirettirilerek, herbisit
direngli transgenik bitkilerin eldesine yénelik ¢aligmalara da rastlanmaktadir (Longstaff ve
arkadaslar1 1996).

1.3. Glutamin Sentetaz Inhibitorleri

Gram pozitif toprak bakterileri olan Streptomyces Hygroscopicus ve S. Viridochromogenes
suglar1 fosfonotrisil-alanil-alanin yapisinda bir tripeptid tiretmektedirler. Bakterilerce iiretilen
bu bilesik Bialaphos olarak adlandirilan bir antibiyotiktir. Bialaphos’un hiicre igerisinde
peptidaz aktivitesi ile hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan Phosphinotricin (PPT) (Sekil 1.3.1)
glutamin amino asidinin bir analogu olup, amino asit biyosentzinde rol alan glutamin sentetaz
(GS) enziminin yarigimli inhibitoriidiir. PPT bakteri, bitki ve hayvan hiicrelerinde GS
enzimlerini inhibe edebilmektedir ve bu 6zelliginden dolay:r herbisit olarak da
kullanilmaktadir.

PPT herbisit olarak iki degisik ticari sekilde pazara sunulmaktadir. Alman Hoechst firmasi
PPT’nin amonyum tuzu olan  glufosinat amonyumu (ammonium-DL-homoanalin-4-
yl(methyl)phosphinate) kimyasal olarak sentezlemekte ve BASTA © ticari ad: altinda pazara
stirmektedir. Herbisitin diger ticari gekli ise Japon Meiji Seika firmas: tarfindan Herbiace®
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ticari ismi altinda piyasaya siiriilmektedir ve bu preperatta bialaphos S.hygroscopicus

suslarindan fermantasyon yoluyla elde edilmektedir.

0 NH,

H;C — P — (CH,), — C — COOH

| |

OH H

Sekil 1.3.1 PPT’nin kimyasal yapist.

1.3.1. PPT Etki Mekanizmasi

Bir 6nceki boliimde de kisaca agiklandigi gibi PPT amino asit biyosentezinde énemli rolii
olan glutamin sentetaz enzimini inhibe etmektedir. Glutamin sentetaz enzimi (E.C. 6.3.1.1.)
glutamik asitdin amonyumla tepkimeye girerek glutaminin olugtugu ve asagida gosterilen
metabolik tepkimeyi katalizleyen enzimdir. Bitkilerde GS’in degisik izozimleri
bulunmaktadir (Li ve arkadaslar1 1993, Tingey ve arkadaslari 1987, Pearson ve Ji 1994,
Downs ve arkadaglar1 1994, Cabéllo ve arkadaglan1 1994). Bu izozimler sitosolik (GS,) ve
kloroplastik (GS,) olarak siniflandirilmiglardir (McNally ve arkadaglar: 1983).

Glutamik asit + NH," + ATP <> Gulutamin + ADP + P, + H"

Bitkilerde GS enzimi, nitratin indirgenmesi, amino asit degredasyonu ve fotorespirasyon
sonucu ortaya g¢ikan NH," ‘in asimilasyonunu saglayan tek enzimdir. GS aktivitesi
durdugunda hiicrelerde NH," birikimi gézlenmekte ve bu da hiicre dolayisiyla bitkiler
iizerinde kisa siirede 6liimciil etki yaratmaktadir (Tachibana ve arkadaslar1 1986). Ornegin,
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tiitinde PPT uygulamasindan 24 saat sonra herbisit uygulanmamig bitkilere kiyasla NH,"
derisiminde 60 misli bir artis g6zlenmektedir (De Block ve arkadaglar1 1987).

PPT daha é6nce de agiklandigi gibi GS enziminin yarigimli inhibitériidiir ve bu ozelligi
sayesinde kontak etkili total herbisit olarak kullanilabilmektedir. PPT bitkilerde oldugu kadar
bakteri ve hayvan hiicrelerinde de GS aktivitesini inhibe edebilmektedir. Ancak hayvanlarda
kan-beyin engelini (blood-brain barier) agamamasi ve bdbrekler yoluyla kisa siirede
temizlenmesi bu organizmalar {istiinde toksik etki yaratmamasini saglamaktadir. Ayrica PPT
toprak bakterileri tarafindan metabolize edilebildiginden gevrede yaratabilecegi toksik etkiler
minumal seviyede kalmaktadir. Ayrica heniiz PPT’ye dogal olarak direng saglayan bir bitki

tiiriine rastlanmamugtir.

1.3.2. PPT Direncli Transgenik Bitkilerin Gelistirilmesi

Bir onceki boliimde agiklandifi gibi PPT’nin hayvanlar iizerindeki diisiik toksisitesi ve
topraktaki Omriiniin diisik olamasi yabanci ot miicadelesinde yaygin olarak
kullanilabilirliligini giindeme getirmektedir. Ancak PPT’nin kontak etkili total herbisit
olmasi, baska bir deyisle segicilifinin olmamasi yaygm olarak kullammmi engelleyen en
bliyiik faktordiir. Bu nedenden dolayi da PPT’ye direng gosteren Kkiiltiir bitkilerinin
gelistirilmesi 6nem tagimaktadir.

Bu yonde yapilan caligmalarda baglica iki strateji kullamilmustir. Bunlardan ilki bélim
1.2.2°de detayli olarak agiklanan GS enziminin miktarinin arttirilmas:  yéniindeki
¢aligmalardir. Ikinci ve daha yaygm olarak gézlenen yaklagim ise PPTnin hiicre igerisindeki
detoksifikasyonunun saglanmasidir. Bu yakalsimlar da 6zet halinde Boliim 1.2.3’de izah
edilmisti. Ileriki bélimlerde PPT direngli bitkilerin eldesi y&niinde yapilan aragtirmalar
detayh olarak agiklanmaktadir.
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1.3.2.1. PPT’yi Detoksifiye Edebilen Enzimler

Bialaphos Streptomyces Hygroscopicus ve Streptomyces Viridochromogenes suslari tarafindan
iiretilebilmektedir. Bu suglarda PPT’nin biyokimyasal sentez yollan1 detayli olarak
incelenmistir (Murakami ve arkadaglar1 1986, Hara ve arkadaglar1 1991, Alijah ve arkadaslar
1991). Biosentezin 10. kademesindeki enzim, hem biyosentezin devamini saglamakta hem de
PPT’yi asetilasyon yoluyla etkisiz hale getirmektedir. Bagka bir deyisle, bu suslar kendilerini
lirettikleri antibiyotigin oldiiriicli etkisinden korumak amaciyla PPT detoksifiasyonunu olas1

kilan phosphinotricin-N-Asetiltransferaz (PAT) enzimini sentezlemektedirler.

PAT enziminin sentezinden sorumlu olan bar ve pat genleri sirasi ile S. Hygroscopicus
(Thompson ve arkadagslan 1987) ve S. Viridochromogenes (Strauch ve arkadaslar1 1988)
suglarindan izole ve karakterize edilmiglerdir. Her iki gen amino asit dizileri agisindan %85
niikleotit dizileri seviyesinde ise %87 homoloji gostermekte, 183 amino asitlik proteinler
sentezlemekte ve PPT’yi asetile edebilmektedirler (Wohlleben ve arkadaglar1 1988). Her iki
proteinin amino asit dizilerinden tayin edilen molekiiler agirliklari 20.6 kDalton

seviyesindedir.

Her iki genin iiriinii olan enzimler saflagtirilarak karakterize edilmislerdir. bar genininden
sentezlenen PAT enzimi SDS-PAGE analizi ile 22-23 kilo dalton agirhiginda bir enzimdir
(Botterman ve arkadaglar1 1991). Benzeri olarak pat geninin iiriinii olan PAT enzimi SDS-
PAGE analizinde benzeri bir molekiiler agirlik gostermekte fakat daha fazla 1s1 dayaniklig
gostermektedir (Vinnemeier ve arkadagslar1 1995). Konuyla ilgili olarak ¢ikan son yayinda ise
her iki genin iiriinii olan PAT enzimi kargilagtirilmal olarak galisiimis, ve dogal formunun 41
kD agirliginda homodimer yapida olduklar: ayrica bitkilerde esit seviyede herbisite direnci
saglayabildikleri gosterilmigtir.(Wehrmann ve arkadaslari 1996). Buna ek olarak her iki
proteinin sindirim sistemi enzimleri tarafindan pargalanabildigi ve deneklerde herhangi bir

alerjik etki yaratmadiklari da rapor edilmistir (Wehrmann ve arkadaglar1 1996).
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1.3.2.2. Transformasyon Calismalar

Literatiir incelendiginde, PPT’ye direngli transgenik bitkilerin eldesinde pat geni ile
mukayese edildiginde bar geni ile yapilan ¢aligmalarin yayginhigi dikkat ¢ekmektedir. Bu
konudaki ilk literatiir bilgisine 1987 senesinde rastlanmaktadir (De Block ve arkadaglar
1987). Bunu takip eden yillarda agagida da goriilebilecegi gibi birgok laboratuvar, bar genini
kullanarak degisik bitki tiirlerinde PPT direngli bitkiler gelistirmeyi basarmiglardir. Bunun
yanisira, bar geni 6zellikle monokot bitkilerde yapilan transformasyon ¢aligmalarinda seci¢i

gen olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir (Wilmink ve Dons 1993).

Bugiine kadar yapilan galigmalarda PPT’ye direngli tiitiin, (De Block ve arkadaslar1 1987,
Hoeven ve arkadaglar1 1994), domates (De Block ve arkadaglar1 1987), patates (De Block ve
arkadaglar1 1987, Filho ve arkadaglar1 1994), seker pancari (Botterman ve Leemans 1988,
Hall ve arkadaslar1 1996), Brassica oleracea (De Block ve arkadaslar11989, Mukhopadhyay
ve arkadaglan1 1991), Brassica napus (De Block ve arkadaslar11989), Arabidopsis thaliana
(Bechtold ve arkadaglar1 1993), bugday (Vasil ve arkadaglar1 1992 ve 1993), ¢eltik (Datta ve
arkadaglar1 1990, Cao ve arkadaglar1 1992, Toki ve arkadaglar1 1992, Cornejo ve arkadaslar
1993, Rathore ve arkadaslari 1993, Chamberline ve arkadasglart 1994), misir (Fromm ve
arkadaglar1 1990, Gordon-Kamm ve arkadaglar1 1990, Spencer ve arkadaglar1 1990 ve 1992),
arpa  (Wan ve Lemaux 1994), yulaf (Sommers ve arkadaglar1 1992),bezelye (Grant ve
arkadaglar1 1995), karanfil (Zuker ve arkadaslar1 1995), Scoparia duclis L. (Yamazaki ve
arkadaglar1 1996), Pleurotus ostreatus (Yanai ve arkadaglar1 1996) ve Agrotis palustris Huds
(Lee ve arkadaslan1 1996) bitkileri elde edilmistir. Elde edilen transgenik bitkilerin bazilar1
listiinde tarla denemeleri de yapilmistir (De Greef ve arkadaglar1 1989, Beck ve Ulrich 1993,
OECD 1993).

Yapilan bu ¢aligmalarda bitki tiirine bagli olarak farkli transformasyon yéntemleri
kullanilmigtir. Ayrica galismalarda bar geninin bitki genomunda ifadesi farkli promotér ve
terminatdr bdlgeleri ile saglanmistir. Genelde kullanilan promotér karnibahar mozaik viriisii

35S RNA sentezini kontol eden promotérdiir (CaMV 35S)( Guilley ve arkadaslar1 1982,
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Odell ve arkadaglar1 1985). Yapilan galigmalarin sonuglar1 incelendiginde bu promotdr
kullanilarak elde edilen tiim transgenik bitkilerin PPT direnci gésterdigi gézlenmektedir.
Bunun yanisira bar geninin kontrolii, Par (van der Hoven ve arkadaglar1 1994 ), Emu (Last ve
arkadaglar1 1991) ve UBI (Chiristensen ve arkadaglar1 1992) gibi farkli promotér bélgelerinin
kontrolu altinda da denenmistir (van der Hoven ve arkadagslar1 1994, Cornejo ve arkadaslari

1993, Chamberline ve arkadaglar1 1994).

19




1.4. Projenin Amact ve Kapsami

1994 senesinde sundugumuz proje Onerisinde, proje amac1 ve kapsami asagida verilen

sekilde tanimlanmisti:

“Projemizin amaci PAT enziminin sentezinden sorumiu BAR genini,
CaMV35S promotdr bélgesinin kontrolu altinda, Agrobacterium yolu
ile tltln bitkilerine aktarmak ve bahsi gegen herbisitlere direncli
transgenik bitkileri gelistirmektir.”

Yine ayn oneride proje kapsami ise su sekilde sunulmustu:

2. PROJENIN KAPSAMI :

Projemiz dért agsamadan olugmaktadir. Asamalar ve kapsamlari
asagida verilmektedir.

1. Asama : BAR genini tagiyan uygun ikili vektorlerin eldesi.
Calismalarimizda kullanmayi planladigimiz BAR geninide tagiyan
binary vektérler Macar Bilimler Akademimisi, Biyolojik Arastirma
Merkezi, Bitki Biyolojisi Enstitlisi'nde Prof. Denes Dudits'in
laboratuvarlarinda  hazirlanacaktir. Elde edilecek  vektorier
“triparental mating" yéntemiyle Agrobacterium tumefaciens LBA4404
suslarina  aktarilacaktir. Bu y6ntem daha o6nce de
laboratruvarlarimizda uygulanmisgtir.

2. Asama : BAR geninin titlin bitkilerine aktariimasi.

llk asamada elde edilecek LBA4404 suslari bitkilerin
transformsyonunda  kullanilacaktir.  Bitkiler ~ "yaprak  diski
transformasyonu” metoduyla transform edileceklerdir.

3. Asama : Transjenik bitkilerin segimi ve rejenerasyonu.

Bu agamada BAR geninin aktarildigi yaprak diskleri muhtelif segcici
ortamalarda seleksiyona tabi tutulacak ve rejenere edileceklerdir.
Rejenerasyonu takiben transgenik bitkiler iklim dolaplarinda
geligtirilecektir.

4. Asama : Transjenik bitkilerin analizleri.

Projenin son agamasi olan bu bélimde, geligtirilen transgenik bitkiler
aktarilan yeni 6zellikler bakimindan analiz edilecektir. Bu gergevede
laboratuar kosullarinda bitkilerin glufosinate herbisitine direncleri
saptanacaktir. Bunun vyanisira aktarilan BAR geninin bitki
genomundaki varligida "southern blot" analizleri ile saptanacaktir.
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1.5 Onerilen ve Gergeklestirilen Calismanin Karsulastirilmasi

1.5.1. Ama¢ Bazinda

Proje kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalar sonucu, proje onerimizde belirtilen nihai amag olan

herbisitlere direngli transgenik tiitiin bitkileri elde edilmistir.

1.5.2. Kapsam ve Yontem Bazinda

Bir 6nceki bélimde de agiklandig: gibi projemiz doért agsama olarak onerilmisti. Projenin

gergeklestirilmesi esnasinda bu kapsamda belirtilen tiim galigmalar bagan ile yiiriitiilmiistiir.

Bu galigmalara ek olarak, onerilen proje kapéammda bulunmayan, fakat sonug¢larin daha
saglikli olarak irdenelebilmesini saglayacagini diisiindiigiimiiz bazi ek c¢alismalar da,

elimizdeki mevcut olanaklar kullamlarak gergeklestirilmigtir.

Ik olarak transformasyon calismalarinda bar genini tastyan iki farkli binary vekt6r
kullanilmigtir. Bu vektérlerden biri (pDHB321.1) T-DNA bélgesinde sadece bar genini
tagirken, diger vektor (pGKB-5) bar geninin yanisira ayni bolgede kanamisin direnci saglayan
npt-II geninide tagimaktadir. Yani pDHB321.1 vektorii ‘ile yapilan transformasyon
¢aligmalarinda bitkilere sadece bir yabanci gen aktarilmig, diger vektdr kullamldiginda ise iki
yabanci genin ayn anda transferi saglanmigtir. Bu da deneyler sonunda elde edilen transgenik
bitkilerin gosterdikleri herbisit direnci seviyesininde gozlenen farkliliklarin irdelenmesinde

ve/veya seleksiyon esnasinda kagaklarm dnlenebilmesinde fayda saglamigtir.

Onerilen proje kapsamma ek olarak yapilan difer alismalar, kapsamn dérdiincii asamasi
olan “Transgenik Bitkilerin Analizi” béliimiinde yiiriitiilmiigtiir. Bu asamada elde edilen
transgenik bitkilerin molekiiler seviyede yapilan anlizlerinde “Southern Blot” teknifine ek
olarak PCR ve elektroforez galigmalar: da yiiriitiilmiistiir.
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PCR calismalari, bar geninin, elde edilen transgenik bitkilerin genomlarindaki varliginin

analizinde “Sothern Blot” galigmalarini dogrulayabilmesi agisindan énem tasimaktadir.
Yapilan elektroforez galismalar ise aktarilan genlerin bitkilerde fonksiyonel olarak ifade edilip
edilmediklerinin saptanmasinin, yani genlerin iriinii olan proteinlerin transgenik bitkilerde

saglikli ve dogru olarak sentezlenebildiklerinin analizini olas: kilmistir.

Ozet olarak proje sonucunda, 6neride tanimlanan kapsamdaki tiim calismalar gergeklestirilmig

ve projede Onerilen nihai amag olan herbisit direngli transgenik tiitiin bitkileri elde edimistir.

Raporun bundan sonraki bolimlerinde proje esnasinda kullanilan deneysel yontemler ve elde

edilen sonuglar verilmektedir.
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BOLUM 2. MATERYAL VE METODLAR

Bu béliimde arastirmalar esnasinda yapilan deneysel ¢aligmalarin yontemleri sunulmaktadir.
Kolay takip edilebilmesi amaciyla, deneysel yontemler bir onceki boliimde verilen proje
kapsaminda belirtilen sira ile verilmektedir. Yapilan tiim deneysel ¢aligmalar kendi aragtirma

laboratuvarlarimizda yiirtitiilmiistiir.

2.1. Bitki Materyali

Proje kapsaminda yiiriitiilen deneylerde tiitiin (Nicotiana tabacum c.v Samsun) bitkileri
kullanilmastir. Bitkiler toprakta ve/veya tohumlar %20°1ik hipoklorit ile steril edildikten sonra
Murashige Skooog (MS) (1962) ortamlarinda 24+3 °C de, 16 saat 151tk kosullarinda
biiyiitiilmiiglerdir. Deneylerde 2 ila 3 aylik bitkilerden elde edilen yapraklar kullanilmugtir.

2.2. bar Genini Tastyan Binary Vektorlerin ve Agrobacterium

Suslarinin Eldesi

Aragtirmalarda pDHB321.1 (Sekil 2.2.1) ve pGKBS5 (Sekil 2.2.2) binary vektorleri
kullamlmigtir. Bu vektorler Laboratoire de Biologie Cellulaire, INRA-Centre de
Versailles’den Dr. David Bouche’den edinilmistir ve ilgili kullanim izinleri alinmistir (Ek 1).

Her iki vektér de T-DNA bolgelerindeki bar genini CaMV35S promotér bolgelesinin
kontrolu altindadir. pGKB5 vektorii, T-DNA bolgesinde bar’in yamsira, kanamisin
antibiyotigine direng saglayan npt-II geni ile bitiki genomunda promotor avlamak amaciyla

promotorsiiz uidA (GUS) geni tasimaktadir.
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Sekil 2.2.1. pDHB321.1 binary vektori.
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Saf durumda elde edilen bu vektorler éncelikle DMSO yontemi (Inoue ve arkadaglar1 1990)
ile hazirlanan kompetant E.Coli HB101 suslarina aktarilmistir. Deneylerinin basarili olup
olmadiginin analizi igin transformasyon sonucunda elde edilen pozitif kolonilerden kiigiik ve
biiyiik 6lgekte plazmid izolasyonu gerceklestirilmis ve restriksiyon enzim (RE) hidrolizi
sonrast agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Plazmidin E.Coli hiicrelerine aktanldigi
dogrulandiktan sonra bu koloniler kullanilarak “triparental mating” (van Haute ve arkadaslari
1983) yoéntemi vasitasiyla  vektorler Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suslarina

aktarilmigslardur.

fleriki boliimde yukarida agiklanan deneyler ile ilgili yontemler sunulmaktadir. Yontemler
verilirken bir onceki paragrafta verilen sira izlenmektedir. Protokollerde kisaltmalar ile

belirtilen ¢ozeltilerin igerikleri Ek 2°de detayl olarak verilmektedir.

2.2.1. Bakteri Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi

Calismalarda kulalnilan E.coli ve Agrobacterium hiicreleri Luira Broth (siv1 LB) ortamlarinda
biiyiitiilmiislerdir. Gerktiginde ortamlar %1.5’luk agar ile katilagtilmiglardir (LB-Agar).
Ortamlarda kullanilan antibiyotikler 0.2 mikronluk filtrelerden gegirilerek sterilize edildikten

sonra otoklavlanmis ortamlara eklenmislerdir. E.coli hiicreleri 37°C Agrobacterium hiicreleri

ise 28-30C°’de biiyiitiilmiislerdir.

2.2.2. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi ve Transformasyonu

i. Gliserol stoktan alinan hiicreler LB-agar petrilere gizilir ve 37 ©C de bir gece biiyiitiiliir.
ii. 10-12 tane 2-3 mm biiyiikliikteki koloni 250 ml SOB ortamina transfer edilir.

jii. Kiiltiir Ay,=0.6 olana kadar 18 OC de biiyiitiiliir.
iv. 10 dak buzda bekletilir.

v. 2500g’de 10 dakika, 4 ©C de sentrifiij edilir.

vi. Pelet 80 ml soguk TB tamponunda ¢oziiliir.
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vii. Hiicreler aym sartlarda sentrifiij edilir.

viii.Pelet nazik bir sekilde 20 ml TB de ¢éziiliir ve %7 dimetil siilfoksit (DMSO) derisimine
getirilir.

ix. Tiipler 10 dakika buzda bekletildikten sonra 1-2 ml lik béliimler halinde ependorf tiiplere

boliiniir ve s1vi azotta dondurulur.

Bu sekilde hazirlanan kompetan hiicreler daha sonra agagidaki sekilde transform edilmiglerdir.

i. Donmus kompetan hiicreler oda sicakliginda ¢oziiliir.
ii. 200l hiicre siispansiyonu polipropilen tiiplere alinir.
iii. 1-5 pl plazmid DNA” s1 (10-100 pg) tiiplere eklenir.
iv. Tiipler 30 dak buzda bekletilir.

v. Sallamadan 30 saniye 42 OC de bekletilirler ve tekrar buz banyosuna alinirlar.

vi. Tiiplere 0.8 ml SOC soliisyonu eklenir ve 37 ©C da hizl bir bigimde ¢alkalanir.(180-200 rpm)

vii. Hiicreler 5 ml lik polipropilen veya cam tiiplere alinirlar.
viii.3 dakika 47 OC da bekletilmis yumusak agar eklenir ve segici antibiyotik (50 pg/ml)

iceren LB-agar petrilere dokiiliir. 37 ©C de inkiibe edilir.

2.2.3. Plazmid DNA izolasyonu

Deneylerde kiiglik ve biiyiik 6l¢ekli plazmid izolasyonlar: yapilmaigtir.

2.2.3.1. Kiigiik Olgekli Plazmid Izolasyonu (Mini prep)

i.  2-3 ml bakteri segici LB ortaminda biiyiitiiliir. (25 pg/ml kanamisin)

ii. Hiicreler 5 dak 3000 rpm’de gevrilerek toplanir.

iii. 0.2 ml 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM EDTA solusyonunda ¢o6ziiliir.

iv. 0.2 ml taze olarak hazirlanmig 0.2 N NaOH, %1 SDS solusyonu eklenir.

v. (Cozelti beraklagincaya kadar tiipler nazikce karigtirilir

vi. 0.2 ml 2.5 M pH:4.8 potasyum asetat ¢ozeltisi eklenir, kanistirilir ve 3 dakika -70 ©C
bekletilir.
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vii. 0.6 ml fenol:kloroform:izoamil alkol (25:25:1) ¢ozeltisi eklenir, kanistirilir ve 13,000
rpm’de 2 dakika gevrilir.

viii. Temiz tiiplere alman supernatantlara 0.9 ml izopropanol eklenir ve -70 ©C 15 dakika
bekletilir.

ix. 0.2 ml 0.1 M MgCl,, 100 ng/ml RNase solusyonu eklenir, 37 ©C de 15 dakika bekletilir
ve 12,000 rpm’de 5 dakika gevrilir.

X. 0.1 ml 10 M amonyum asetat ve 1.2 ml soguk etanol eklenir ve buzda 15 dakika
bekletilir.

xi. Tipler 15 dak 14,000 rpm’de gevrilir

xii. Olusan pelet %70 soguk etanol ile yikanir ve vakum altinda kurutulur.

xiii.Pelet 20 pl distile suda ¢oziiliir.

2.2.3.2. Biiyiik Olgekli Plazmid Izolasyonu (Maksiprep)
Segici LB-agar petrilerinde biiyiiyen kolonilerden alinan numuneler 200 ml segici ortamda 37

OC de sallanarak sabaha kadar biiyiitiiliir ve plazmid DNA izole edilir. Plazmid izolasyonu
agagidaki protokole gore yapilmigtir.

i. Kiiltiir 250 mI’lik sentrifiij tiipiinde 4000 rpm 4 ©C’de 10 dakika gevrilir.

ii. Pelet 20 ml STE tamponunda ¢oziiliir.

iii. Elde edilen ¢ozelti Sorval SS34 rotorunda 7100 rpm, 4 ©C de 5 dakika gevrilir.

iv. Pelet 4 ml Soll’de (50 mM glukoz, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ¢oziiliir.

v. Cozeltinin {istiine 4 ml taze olarak hazirlanms Sol2 (0.2 N NaOH, %1 SDS) eklenerek
tyice kargtirilir. Tiipler 5 dakika buzda tutulur.

vi. 12 ml soguk Sol3 (4 hacim 5M potasyum asetat, 1 hacim 10M asetik asit) eklenir ve
tiipler basasagi gevrilerek karigtirlir.

vii. 15 dakika buzda tutulur ve 10,000 rpm, 4 ©C de 5 dakika gevrilir.

viil.Slipernatant dort kat sarg1 bezinden siiziilerek temiz sentrifiiz tiiplerine alinir.

. ix. 0.7 hacim isopropanol yavagca eklenir ve 15 dakika buzda bekletilir.

x. Tiipler 10,000 rpm, 4 °C’de 5 dakika gevrilir.
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xi. Siipernatant miimkiin oldugunca uzaklastirilir, pelet %70 etanol ile yikamr ve vakum

altinda kurutulur.

xii. Kuru pelet 1 ml TE tamponunda ¢6ziiliir. 20 pg/ml RNase eklenir ve 37 °C ’de 30
dakika bekletilir.

xiii.Stok plasmitler -20 9C’de saklanir.

2.2.4. Restirksiyon Enzim (RE) Hidrolizi

Izole edilen plazmidlerden 20 pl, 25 iinite Pst] enzimi, 3 pul enzim tamponu ve 4 pl distile su

ile karistirilarak 37 OC 16 saat bekletilir. Hidroliz islemi reaksiyon ortami 60 ©C 10 dakika
tutularak sonuglandirilir.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Hidroliz edilmis DNA pargaciklar1 1/10 hacim 50% gliserol, 75 mM EDTA 0.2% SDS,
2.07% bromfenol mavisi ve %0.07 zaylon sayanol eklenir. Elektroforez i¢in aksi
belirtilmedigi taktirde % 0.9 (w/v ) Agarose Type I (Sigma) kullamlir, jel kalinlig1 4-5 mm
olup 100-120 V sabit voltajda 1-2 saat elektroforez edilir. Elektroforezde tampon sistem

olarak TAE kullanilir. Tampon i¢ine 10 mg/ml derigimli etidiyum bromid ¢ozeltisinden 5 pl

eklenir.

2.2.6. Jellerin Goriintiilenmesi
Jeller UV 151k altinda agrandizor sistemi kullanilarak karanlik odada direkt olarak negatif

filimlerin iistiine goriintiilenir. Elde edilen negatifler tab ettirilerek jellerin fotograflar: alinir.

Daha sonra bu fotograflar taranarak bilgisayar ortaminda goriintiilenir.
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2.2.7. Triparental Mating Yontemi

Bu deneylerde E.coli transformasyon g¢aligmalarindan elde edilen ve iglerinde pDHB321.1
binary vektorlerini tasidign belirlenen HB101 suglari kullamlmugtir. Yardime:r sus olarak
pRK2013 plazmidi tasiyan HB101 hiicreleri kullanilmugtir. Alici Agrobacterium tumefaciens
hiicreleri ise LBA4404 suslaridir. Deneysel metod asagida verilmektedir.

i. Binary vektér ve yardimci plazmidi tastyan E.coli suslant 37 ©C, Agrobacterium

tumefaciens suslari ise 28 ©°C de sivi LB ortamlarinda biiyiitiiliirler.

ii. Her bakteri susundan 1 ml steril bir tiipte karistirilir. (Kontrol olarak 1 ml 4gro ve 1 ml
E.coli (pRK2013) ayr1 bir tiipte karistirilir)

iii. Tipler 3000 rpm’de sentrifiij edilir.

iv. Pelet 100 pl steril 10 mM MgSQy de ¢dziiliir ve LB-agar petrilere yayilir.Bir gece 28 9C

de bekletilir.
v. Biiyiiyen hiicreler 6ze yardimi ile petrilerden alimir ve 1 ml 10 mM MgSO, de ¢6ziiliir.
vi.Bu ¢ozeltiden 100-250 pl iginde 50 pg/ml rifampisin ve kanamisin bulunan LB-agar
petrilere yayilir ve 3-4 giin 28 OC de bekletilir.
vii.Asama "v." tekrarlamr.

viii.100-250 pl igerisinde sirasi ile 25 ve 50 pg/ml streptomisin ve kanamisin bulunan LB-

agar petrilere yayilir. Petriler 28 OC de bekletilir.
ix. Bilyiiyen bakteriler streptomisin ve kanamisin igeren sivi LB ortamlarinda biiyiitiiliirler ve

gliserol stoklar hazirlanir.
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2.3. Transformasyon Calismalar:

Bu béliimde proje esnasinda yapilan gen transferi, seleksiyon ve rejenerasyon ¢alismalarinda
kullanilan yéntemler verilmistir. Deneyler pDHB321.1 ve pGKBS5 binary vektorlerini tagiyan
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suslar ile yiiriitiilmiistiir. Bu suglar raporun bundan
sonraki boliimlerinde siras1 ile LBA:pDHB ve LB5-1:pGKS olarak verileceklerdir.

Deneylerde bitki materyali olarak 2-3 ayhk tiitiin bitkileri kullamlmustir. Gen aktarmm
“yaprak diski transformasyonu” yéntemi ile gergeklestirilmistir. Transformasyon sonrasi
transgenik materyalin seleksiyonu uygun segici ajan (kanamisin ve/veya PPT) igeren
ortamlarda yapilmigtir. Asagida agiklanan protokoller bu paragraftaki siralamaya gore

verilmektedir.

2.3.1. Kullamilan Ortamlar

Proje esnasinda kullanilan tim ortamlar Murashige Skoog tarafindan tanimlanmis MS
ortamlaridir (Murashige ve Skoog 1962). Bu ortamlar hazir halde elde edilmislerdir (Sigma
Katalog No: M9274, M0404, M5519) ve otoklavlanarak steril edilmislerdir. Ortamlarda
kullanilan PPT ve antibiyotikler 0.2 mikronluk filtreleden gegirilerek steril edildikten sonra

ortamlara eklenmiglerdir.

Deneylerde aksi belirtilmedigi taktirde Tablo 2.1°de komposizyonu ve kullanim amaglari
verilen MS ortamlan kullanilmustir.
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Tablo 2.1. Deneylerde kullanilan ortamlarin kompozisyon ve kullamim amaglart.

ORTAM ICERIK KULLANIM AMACI
MS tuzlart (Murashige ve Skoog 1962), | Agrobacterium ile muamele edilmis
MSA BS vitaminleri (Gambor ve arkadaslan | yaprak disklerinin ko-kiiltiivasyonu ve
1968), %3 sukroz, %0.7 agar, pH:5.7, | kontrol bitkiler igin callus ve goévde
Img/l Benzyl adenin (BA), 0.1 mg/l | olusumunun saglanmasi
naftalin asetik asit (NAA).
Degisik derisimlerde PPT, kanamisin, | Transform olmus yaprak disklerinin
MSB 100 pg/ml cefotaxime ve 400 pg/ml | segimi ve rejenerasyonu
carbenisilin eklenmis MSA ortami.
Hormon igermeyen MSA ortami Govde rejenerasyonunu  tamamlamig
MSC kontrol ve transgenik materyalin kok
olusumunun inditklenmesi. Transgenik
govdeler icin MSC ortamma belirli
derisimde PPT de eklenmektedir

2.3.2. Yapraklarin Yiizeysel Sterilizasyonu

Toprakta buyiitilen tiitiin bitkilerinde alinan 1-3 aylik yapraklar %1°lik sodyum hipoklorit
solusyoniunda 10 dakika bekletilirler. Bekleme esnasinda daha etkin bir sterilizasyon saglanmasi
amaciyla ‘kavanozlar 100 rpm olacak gekilde g¢alkalanabilir ve/veya hipoklorit g¢ozeltisinin
igerisine Tween80 detarjani eklenebilir. Yine ayni amagla sterilizasyona gegilmeden once
yapraklar hipoklorit ¢ozeltisine alindiktan sonra kisa sureli (10-20 saniye) vakuma tabi

tutulabilir.

Sterilizasyon sonrasi yapraklar ti¢ kez steril distile su ile ¢alkalanir ve en ¢ok iki saat igerisinde

ilgili deneyde kullanilir.
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2.3.3. Yaprak Diski Transformasyonu

Transformasyon deneylerinde Horsch ve arkadaglari (1985) tarafindan gelistirilen metod
kullamlmigtir. Metod uygulamirken bazi kiigiik modifikasyonlar yapilmustir (Oktem ve
arkadaglar1 1994). Izlenen deneysel prosediir asagida verilmektedir.

i. Agrobacterium hiicreleri 10 ml LB ortaminda 28-30 OC de biiyiitiiliirler.

1. 24 saat sonunda biiyliyen bakteriler Ay,= 0.4-0.6 olacak sekilde sivi MS ortaminda
seyreltilir ve bu bakteriler yaprak disklerinin transformasyonunda kullanilirlar.

iii. Steril yapraklar nester yardimu ile 1-2 cm’ olacak sekilde pargalara ayrilir. (Bu pargalar
raporun bundan sonraki boliimlerinde yaprak diski olarak adlandirilacaklardir)

iv. Yaprak diskleri “ii” agamasinda elde edilen Agrobacterium hiicreleri ile 10 dakika
muamele edilir.

v. Yaprak diskleri iizerinde kalan fazla siv1 filtre kagidi yardimi ile uzaklastirilir ve diskler

MSA ortamina alinirlar.
vi. 2-3 giin 25 OC de 16 saat 151k, 8 saat karanlik kosullarda bekletilirler.

vii. Diskler MSB segici ortamina alinirlar
viii. MSB ortamu her ii¢ haftada bir yenilenir.

2.3.4. Selksiyon ve Rejenerasyon Cahsmalar:

Agrobacterium ile muamele edilpip ko-kiiltiive edilen yaprak diskleri de kallus ve gévde
olusumlari i¢in MSB ortamlar1 kullamlmstir. LBA:pDHB suslar ile yapilan deneylerde
seleksiyon 10 ug/ml PPT derisiminde yapilmistir. LB5-1:pGKS5 ile yapilan deneylerde ise
MSB ortamlarina 5-10 pg/ml PPT ve 50 pg/ml kanamisin eklenmistir. Agrobacterium
hiicrelerinin eliminasyonu igin ortamlara 400 pg/ml karbenisilin ve 100 pg/ml sefotaksim
antibiyotikleri eklenmistir. Benzeri ¢aligmalarda bu antibiyotiklerin digerlerine oranla en

etkin Agrobacterium eleminasyonu yaptiklar1 ve bitkilerin rejenerasyonunu en az etkiledigi

33




gosterilmigstir (Shackelford ve Chlan 1996). Tiim deneylerde, aynisartlara maruz birakilan,

fakat Agrobacterium ile muamele edilmemis yaprak diskleri kullamlmigtir.

Kallus ve govde olusumunu takiben, olugan gévdeler kallusa baglandiklar1 bolgeden kesilerek
kok olusumunun saglanmasi igin secici MSC ortamlarina aktarilmiglardir. Bu ortamlar 100 ml
hacimli kavanozlara hazirlanimstir. Her kavanoza yaklagik 25 ml ortam ve 1-5 adet govde
aktarilmustir. Muhtemel kagaklarin engellenmesi amaciyla koék olusumu esnasinda da
seleksiyon siirdiiriilmiigtiir. Bu amagla MSC ortamlarina LBA:pDHB i¢in 10 pg/ml PPT,
LB5-1:pGK5 igin ise 4-6 pug/ml PPT ve 50 pg/ml kanamisin eklenmistir. Bu denylerde
kontrol olarak, Agrobacterium ile muamele edilmemis ve MSA ortaminda (PPT ve kanamisin

icermeyen) kallus ve govde olusturan bitkilerden alinan govdeler kullanilmagtir.

Bitkiler kék olusumlarini takiben kavanozlardan gikartilmis ve kok etrfindaki ortam miimkiin
oldugunca uzaklagtinlmigtir. Elde edilen bitkiler daha sonra topraga almmuglardir.
Dehidrasyonun engellenebilmesi amaciyla saksilarm tizerleri seffaf film ile kaplanmustir. 10

giin siiresince film listiinde delikler agilarak bitkiler biiyiidiikleri ortama adapte edilmislerdir.

2.4. Transgenik Materyalin Analizi

Caligmalar esnasinda MSC ortaminda kok olusturan ve topraga alman onciil transgenik ve
kontrol bitkilerin herbisit uygulamasina karsi tepkileri arastirilmistir. Bu amagla degisik

testler uygulanmistir ve bu yontemlerin detaylar agagida verilmektedir.

2.4.1. Yaprak Diski Analizi

Bu testin amac1 rejenere eden ve etmekte olan bitki materyalinin segici ortamdaki kallus ve
govde olugturabilme potansiyellerinin aragtirllmasidir. Bu amagla MSC ortamlarinda rejenere

eden kontol ve onciil transgenik bitkilerden hazirlanan yaprak diskleri PPT ve/veya kanamisin
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iceren MSB ortamlarma alinmislar ve gelisimleri takip edilmistir. Kontol olarak diskler MSA

ortamlarmna almmuglardir.

2.4.2. Yaprak Boyama Analizi

Bu testin amact MSC ortamlarinda kok olusturan Onciil transgenik ve kontol bitkilerin
herbisit uygulamasina gosterdigi tepkilerin analiz edilmesidir. 0.5, 2 ve 6 gram/lite’ye tekabiil
eden derisimlerde (%0.25, %1 ve %3 V/V) steril olarak hazirlanan ®BASTA ¢ozeltileri, steril
bir firca yardimiyla kavanozlarda kok olusturmus bitkilerin yapraklarina tatbik edilmistir.
Uygulama sonrast bitkiler inkiibatore alinarak herbisit muamelesine géterdikleri tepkiler

1zlenmistir.

2.4.3. Herbisit Uygulamasi

Bu deneylerde toprakta gelismekte olan Onciil transgenik ve kontrol bitkilerinin herbisit
uygulamasina gosterdikleri tepkiler incelenmistir. Bitkiler topraga alindiktan yaklagik 15 giin
sonra iizerlerine laboratuvar kosullarinda %0.25 ve %1 (V/V) BASTA® herbisiti
piiskiirtiilmiistiir. Uygulama {iretici tarafindan 6nerilen 30 litre dekara (yaklasik 30 ml 1m?
alana) olacak sekilde yapilmistir. Deneylerde kontrol olarak daha 6nce agiklandigi sekilde
rejenere ettirilen kontrol bitkiler kullanilmistir. Ayrica benzer kosullarda kontrol ve onciil
transgenik bitkilere su piiskiirtiilmiistiir. Tiim bu uygulamalar sonunda, biitiin bitkiler ayni
sartlar altinda biiylimeye birakilmis ve uygulamalara gosterdikleri tepkiler izlenmistir.

2.4.4. Southern Blot Analizleri

Bu deneylerde bar geninin 6nciil transgenik bitkilerin genomundaki varligmnn teyid edilmesi
amaglanmaktadir. Bu amgla kontrol ve onciil transgenik bitkilerden hazirlanan genomik DNA
ornekleri lizerinde “Southern Blot” analizleri yapilmigtir. Deneylerde kullanilan yéntemler

asagida verilmektedir.
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2.4.4.1 Genomik DNA Izolasyonu

Bitki dokularindan genomik DNA &rnekleri Doyle ve Doyle’nin (1990) metoduna gére izole

edilmistir ve deneysel prosediir agagida verilmektedir.

il.

iil.

1v.

vi.

CTAB izolasyon tamponu (%2 (W/V) CTAB, 14 M NaCl, %0.2 (V/V) B-
merkaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl, pH: 8) 60 °C sicakliktaki su
banyosunda 1sitilir.

Bitkiden alinan yaprak dokusu (0.5-1.0 g) sivi nitrogen iginde tamamen toz haline gelene
kadar ogiitiiliir. »

Ogiitiilen dokunun iizerine dnceden 1sitilan CTAB izolasyon tamponundan 5 ml eklenir ve
bir siire ogiitiildiikten sonra pastér pipet yardimiyla 15 ml'lik cam tiiplerde toplanir.
Tiipler 60 °C deki su banyosunda 30 dakika bekletilir. Bu siire iginde tiipler belli
araliklarla yavasca karistirilir.

Daha sonra tiiplere 1:1 oraminda (5 ml) kloroform:isoamilalkol karigimi (24:1) eklenir ve
tiipler agag1 yukar gevirilerek yavagea karigtirilir.

Organik ve su fazini ayirmak igin tiipler klinik sentrifuj kullanarak 1600xg de 10 dakika

sentrifyj edilir.

vii. Sentrifuj sonunda, DNA'min bulundugu su (iist) fazi dikkatlice genis agizli pipet

kullanarak temiz bir tiip icine almir.

viii.Niikleik asitleri (DNA ve RNA) ¢oktiirmek igin tiiplere 2/3 hacim oraninda soguk

isopropanol eklenir. Bu basamakta beklenen genomik DNA molekiilii birkag dakikada
ipliksi bi¢imde tiip iginde belirecektir. Bu durumda DNA molekiilii ¢engel geklinde bir
cam cubukla toplanabilir. Eger bahsedildigi gibi ipliksi bir yap: goriilmemigse tiipler oda
sicakliginda birkag saat veya bir gece boyunca bekletilir. Bu siire sonunda DNA 500xg de
1-2 dakika sentrifuj edilerek toplanir.

DNA molekiilii ayrildiktan sonra 10-20 ml yikama tamponu (%76 etanol, 10 mm
amonium asetat) icinde 20 dakika boyunca yikanir. Daha sonra 1600xg de 10 dakika

santrifuj edilerek toplanir.
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x. Yikama tamponu dikkatlice dékiiliir ve pelet vakum altinda kurutulur. Kurutma islemi
sonunda pelet 1 ml TE tamponu iginde ¢oziiliir.

xi. RNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak igin, son derisim 10 pg/ml olacak sekilde
RNaze eklenir ve 37 ©C de 30 dakika inkiibe edilir.

xii. Daha sonra hacim su veya TE tamponu ile iki katina ¢ikarilir. Saf DNA molekiilii son

konsantrasyonu 2.5 M olacak sekilde 7.5 M amonyum asetat ve hacmin 2.5 kat1 soguk
etanol eklenerek bir gece boyunca - 20 OC de ¢oktiiriilir.
xiii.Son olarak genomik DNA 10,000xg de 10 dakika (4 ©C de) santrifuj edilir ve pelet

vakum altinda kurutulduktan sonra ¢oziilebildigi en ufak hacimde ¢oziilerek -20 OC de

saklanir.

2.4.4.2. Restriksiyon Enzim Hidrolizi

Deneylerde Pstl restriksiyon enzimi kullanilmustir. Tam bir hidroliz iglemi i¢in 6 unit
enzim/pg DNA olacak sekilde 6-8 saat 37 O©C veya 3 unit enzim/pug DNA 24 saat 37 OC
bekletilmesi gerekmektedir. Islemler igin genomik DNA 10-200 pg miktarda kullanilabilir.
Deneylerimizde 20 ve 30 ug genomik DNA kullamlmis ve RE’le 24 saat inkiibe edilmigtir.

2.4.4.3. Prob Hazirlanmasit

Southern Blot caligmalarinda kullanilmak amaci ile pDHB321.1 plazmidinde bulunan bar
geni izole edilmis ve DIG-UTP ile isaretlenmistir. Raporda bar genine tekabiil eden 560 bp
uzunlugundaki DNA pargas1 “insert”, bu parganin igaretlenmis sekli ise “prob” olarak ifade

edilmektedir. Asagida bu konuda izlenen yontemler verilmektedir.

2.4.4.3.1. Insert Eldest

pDHB321.1 vektorii Pstl ile hidroliz edildikten sonra, agaroz jellerde ayrigtinlmis ve bar

genine tekabiil eden (560 bp) pargaciklar prob hazirlanmasi amaciyla jellerden izole
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edilmislerdir. Bu islem esnasinda iki farkli yontem kullanilmustir ve prosediirleri asagida

verilmektedir.

2.4.4.3.1.1. Elektro-elusyon Yontemi

Bu deneylerde Karuppiah ve Kaufman’m (1991) metoduna gore kendi imkanlarimizla

olusturdugumuz bir aparat kullanilmustir. Deneysel prosediir agagida verilmektedir.

i. Ornek DNA 1 % LM-Agaroz jel elektroforez ile ayrilir.

ii. Izole edilmek istenen DNA'nn oldugu agarose parcast UV altinda nester ile kesilip alinur.

iii. 200p1 TBE tampon solusyonu igeren bir 1.5 ml'lik eppendorf tiipiin igerisine dibi delinmis
0.5 ml'lik bir eppendorf yerlestirilir. 0.5 ml'lik tiipiin delik olan alt kism cam elyafi ile
kapatilir ve kesilen agarose pargasi buraya yerlestirilir. Uzerine 100 pl TBE konur.

iv. Gii¢ kaynagmm pozitif ucuna baglanmus platin elektrot 1.5 ml'lik eppendorf igerisindeki
solusyona ve negatif ucuna baglannms bir baska platin elektrot ta 0.5 ml'lik eppendorfun
icerisindeki solusyona daldirlir.

v. On-onbes dakika siireyle 50 V'luk bir potasiyel uygulanir.

vi. Agorose pargasi igerisinde DNA kalip kalmadig1 UV altinda kontrol edilir.

vii. 200 ul DNA 1.5 ml eppendorf igerisine almir ve 20pl 3 M )pH 5.3) sodyum asetat, ve
500pl saf etil alkol eklenir.

viii.Bir saat -20 C° de bekletilir ve 13,000 rpm’de 15 dakika sentrifiij edilir. Pelet vakum
altinda kururulduktan sonra uygun miktarda TE igerisinde ¢oziiliir.

2.4.4.3.1.2. Dializ Yontemi

Deneylerimizde insert izolasyonu igin bir diger partik yontem olan dializ yOntemide

kullamlmistir. Bu yéntemle ilgil deneysel prosediir agagida verilmektedir.

i. Plazmid PST-I RE ile hidroliz edildikten sonra %1.5’luk agaroz jellerde , 0.5X TAE
tamponu kullanilarak ayrigtirilir.
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il.

iil.

iv.

vi.

Yiiriitme islemi sonunda, jel miimkiin oldugunca kisa bir siire UV-1s1k altinda incelenir ve
beklenilen biiyiikliikte ortaya ¢ikan bant yine UV-1g1k altinda jelden kesilerek ¢ikarilir.
Kesilen parca i¢inde 500 pl TE tamponu (pH:8) olan kiigiik bir dializ torbasma konur ve
her iki ucu sikica kapatilir.

Bir sonraki basamak kiigiik bir elektroforez islemidir. Burada dializ torbasi i¢inde 0.5X
TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilir ve yine jeldeki DNA molekiilii
torba i¢indeki tampona gegene kadar 50 Volt’lik potansiyel uygulanir (10-15 dakika).
Islemin tamamlandigin1 kontrol etmek amaciyla dializ torbas1 UV-1s1ma ¢ok kisa siireli
olmak sartiyla kontrol edilir.

Yiriitme islemi tamamlandiginda, torba tanktan ¢ikarilir ve igindeki tampon temiz bir

ependorf tiip igine alinir. Sonra DNA molekiilii 0.1 hacim sodium asetat ve 2 hacim %96

etanol eklenerek - 20 OC de bir gece bekletilir.
Bir sonraki basamakta ¢okelti maksimum hizda santrifuj edilerek toplanir, iist faz atilir ve

pelet %70 etanol ile bir kez yikanarak vakum altinda kurutulur.

vii. Elde edilen miktara gére ¢coken DNA daha 6nce steril edilmis suda (10-30 pl) ¢éziilerek -

20 °C de saklanir.

2.4.4.3.2. Insert Isaretlenmesi

[saretleme esnasinda Boehringer Mannheim Digogsigenin (DIG) kitleri kullanilmigtir. Problar

"random prime labeling”" metoduyla isaretlenmistir. Isaretleme digogsigenin-11-dUTP

kullanilarak yapilmistir. Motodun detaylari asagida verilmektedir.

i. 10ng-3 pg DNA 100 OC de 10 dakika tutularak denature edilir.

ii. Reaksiyon tiipline 0.5-150 pg/ml DNA, 2 ul 10X hexonukleotid karigimi, 2 pl 10X ANTP

iii.

iv.

isaretleme karigimi, 100 unit/ml olacak sekilde klenow enzimi ve karigimi 20 pl ye
getirecek dH20 eklenir.

Eppendorf tiip 37 OC de 60 dakika bekletilir.

2 p1200 mM pH 8.0 EDTA eklenerek reaksiyon durdurulur.
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v. DNA 0.1 hacim 4M LiCl ve 2.5-3.0 hacim soguk etanol ile ¢okeltilir. Tiip iyice
karigtirildiktan sonra -700C de 30 dakika bekletilir.

vi. 13,000 rpm’de 15 dakika sentrifiij edilir (4 °C)

vii. Supernatant uzaklastirilir ve DNA iki sefer %70’lik etanol ile yikanir.

viii. Pelet kurutulduktan sonra 50 pl TE tamponunda ¢dziiliir. Isaretli problar -20 ©C de

saklanir ve hibridizasyonda kullanilir.
2.4.4.4. Genomik DNA’larin Naylon Membranlara Aktarilmast

Calismalarda Amersham HighBond® naylon membranlar kullanilmistir. Deneysel prosediir

asagida verilmektedir.

i. Jel, elektroforez isleminden sonra, 30 dakika 0.2N NaOH, 0.6M NaCl igerisinde denature
edilir.

ii. 30 dakika 0.5 M Tris pH7.5, 1.5 M NaCl igerisinde notralize edilir.

iii. Jeller 25 mM NaPOy4 (pH 6.5) tamponu ile 1slatilmis siinger veya elektroforez aparatinin

{izerinde 2 tabaka Whatman 3MM kagidi iistiine yiiz kismu iistte olacak sekilde yerlestirilir.
Elektroforez aparati kullanildiginda jel ile transfer tamponu arasina filtre kagidindan koprii
olusturulur. Hava kabarciklar1 uzaklastirilir. Jelin {izerine dH,O ile 1slatilmus ve transfer
tamponuna sokulmus naylon membran yerlestirilir., iizerine 2 parga 1slatilmis Whatman
3MM kagidi yerlestirilir.

iv. Jelin iistiine yaklagik 10 cm kalinliginda kagit havlu veya kaba filtre kagid:1 yerlestirilir ve
iizerine agirlik konur. 6-18 saat kadar transfer islemi i¢in birakilir.

v. Membran alinir ve 2x SSC iginde 15 dakika siire ile ¢alkalayarak yikanir.

vi. 15-30 dakika havada kurutulur.

vii.Membrana aktarilan DNA’lar, 280nm UV 151k altinda 3 dakika tutularak fikse edilir .

viii.30-60 dakika daha 65 ©C’de 0.1 X SSC, 0.1 % SDS igerisinde sallanarak yikanir.

ix. Havada kurutulur 4 °C’de muhafaza edilir
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2.4.4.5. Hibridizasyon Deneyleri

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanmig olan blotlar 10ml/100 cm? olacak sekilde blot

solusyonunda 65 ©C’de iki ila alt1 saat aras1 pre-hibridize edilir. Fazla solusyon uzaklastirilir

en az 2.5 ml/100 cm? olacak sekilde hibridizasyon solusyonu ve daha dnce saptanmis olan

derisime gelecek sekilde prob eklenir. 60 ©C’de sabaha kadar hibridize edilir. Sonugta, blot
oda sicaklifinda sallanarak, asagida igerikleri verilen solusyonlarda belirtilen defalar yikanir.
3x5' 2xSSC, 0.5 % SDS
1x5' 1xSSC, 0.1 % SDS,
2x30' 0.1xSSC, 0.1 %SDS

Blot bu muamelelerden sonra gériintiileme iglemlerine tabi tutulur.

2.4.4.6. Blotun Gériintiilenmesi

Hibridizasyonu takiben membranlar Anti-DIG-alkalin fosfotaz antikorlar1 ile muamele edilir.
NBT ve X-fosfat solusyonlar1 kullamlarak kolorimetrik olarak gériintiilenir. Goriintiilleme
motodlarinin detaylar1 "Boehringer Mannheim-The DIG System User's Guide" kitap¢iginda

verilmektedir.

2.4.5. PCR Cahsmalar:

PCR deneylerinde, daha onceki boliimde agiklanan “Southern Blot” galigmalarina ek olarak
aktarilan bar geninin bitki genomundaki varhigmin aragtirilmasi amaglanmstir. Bu amgla
izole edilen ve Pst-I RE ile hidroliz edilen genomik DNA’lar iizerinde bar genine y6nelik
olarak hazirlanmis problar kullanilarak amplifikasyon caligmalan yiiriitiilmiistiir. Kullamlan
primerler, Macar Bilimler Akademisi, Biyolojik Arastirma Merkezinden elde edilmislerdir.
Caligmalarda bazi modifikasyonlar yapilarak Hamill ve arkadaglarmin (1991) metodu
uygulanmigtir. Deneylerimizde uygulanan prosediir asagida verilmektedir.
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PCR reaksiyonu toplam 50 pl hacimde yapilmgtir. Reaksiyon ortaminin igerigi ise: Sul 10X
A tamponu, 200 pM dNTP karigimi, 1’er pl bar primerleri (100 ng), 2 unite Taq polimeraz,
200 ng genomik DNA &rekleri ve %4 DMSO’dan olusmaktadir. Reaksiyon 1 dakika
denaturasyon (92 °C), 1 dakika annealing (56 °C) ve 1.5 dakika uzatma (72 °C) olmak lizere
30 dongii tekrarlanmistir. Daha sonra elde edilen omnekler agaroz jellerde ayristirilarak

goriintiilenmistir.

2.4.6. Elektoforez Cahismalar

Bu deneylerdeki amag bar geninin {iriinii olan PAT enziminin 6nciil transgenik bitkilerdeki
varhiginin aragtirilmasidir. Bu amgla dnciil transgenik bitkilerden izole edilen total proteinler
sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile ayrigtirilip,
comassie briliant mavisi ile boyama sonrasi protein profilleri analiz edilmigtir. Deneysel

yontemler asagida verilmektedir.

2.4.6.1. Total Protein Izolasyonu

Deneylerde toprakta gelismekte olan bitkilerden alinan yapraklar kullanilmugtir. Protein

izolasyonu Damerval’m (1986) yontemine gore gergeklestirilmistir.

i. Sivi nitrojen igerisindeki yapraklar bir havan yardim ile toz haline gelinceye kadar iyice
ogiitiiliir.

ii. Ogiitiilen yapraklarn iizerine 5 ml %10’luk TCA soliisyonu eklenir. (TCA: Trikloroasetik
asit, aseton, %0.07 B-Merkaptoetanol.)

iii. Protein presipitasyonu igin santrifiij tiipleri igerisine alinan 6rmeklerin -20 °C’de 1 saat
stiresince inkiibasyonu saglanir.

iv. Ekstre, 10,000 rpm’de 15 dakika santriftij edilir.

v. Supernatant dékiiliir, pellet iizerine 0.5 ml aseton-f-Merkaptoetanol ¢ozeltisi eklenir ve

karigtirilir..
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vi. Aym soliisyonun kalan 4.5 m!’si de eklenir ve santrafiij tiipleri -20 ©C’de 1 saat siiresince
inkiibasyona birakilir.

vii. Bu siire sonunda ayni sekilde santrifiij tekrar edilir.

viii.Pelletler vakum altinda kurutulur ve ileriki kullanimlar i¢in -20 ©C’de muhafaza edilir.

2.4.6.2. SDS-PAGE

Elekroforez islemi Laemmli (1975) yéntemine gére gergeklestirilmistir. Jellerin hazirlanmasi

ile ilgili detaylar ve ¢ozeltiler Ek-III’de verilmektedir.

2.4.6.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden izole edilen total protein Srnekleri jellere tatbik
edilmeden o6nce asagida verilen sekilde hazirlanmiglardir. Ornekler her elektroforez
isleminden once aym giin igerisinde taze olarak hazirlanmislardir. Hazirlanan orneklerin 1

giin dahi bekletilmesi jeldeki ¢oziimlenmeyi biiyiik 6l¢iide etkilemektedir.

i. 2 mg 6rnek tartilir ve 80 pl 6rnek tamponu eklenir.

ii. Eppendorf tiipleri igerisindeki protein drnekleri denature olmalar1 i¢in kaynayan suda 1
dakika siiresince bekletilir.

iii. Tiipler 14.000 rpm’de 30 saniye siiresince santrifiij edilir.

iv. Elde edilen siipernatanttan 30 pl jel iizerindeki kuyularma tatbik edilir.

v. 100 volt’ta elektroforez islemi gergeklestirilir.

2.4.6.2.2. Jellerin Boyanmasi

Elektroforez islemi sonras jeller commasie briliant mavisi ile boyanmistir. Boyama ve fazla
boyanin uzaklastirilmas: esnasinda kullanilan ¢6zeltiler Ek-III’de verilmektedir. Jeller 30
dakika boyama solusyonunda birakilmig ve 12 saatlik bir siiregte de fazla boya jellerden
uzaklagtirilmistir.
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BOLUM 3. SONUGLAR

3.1. Binary Vektérleri Tasiyan Agrobacterium Suglarinin Eldesi

Bolim 2:2’de de agiklandign gibi Dr. Bouchez’den elde edilen plasmidler oncelikle E.coli
hiicrelerine aktarilmaya galigimigtir. DMSO yontemi ile yapilan transformasyon deneyleri
sonugunda bir seri pozitif koloni elde edilmistir. Izole edilen bu kolonilerin dort tanesi bagimsiz
olarak incelenmistir. Koloniler segici LB ortamlarinda (25 pg/ml kanamisin-Sigma)
bityiitilmigler, plasmidler izole edildikten sonra Pstl RE’i ile hidroliz edilmislerdir. Hidroliz
edilen plasmidler daha sonra agaroz jellerde ayristirilarak goruntilenmiglerdir (Sekil 3.1.1).
Sekilden de goriilebilecegi gibi elde edilen plasmid PstI hidrolizi sonucunda beklenen

pargaciklar: vermektedir.

Bahsi gegen FE.coli suglarinin kanamisin direnci (kanr) saglayan pDHB321.1 plasmidini tagidig

belirlendikten sonra, bu suglar “triparental mating” deneylerinde kullamlmiglardir. Bu

deneylerde streptomisin direngli (strepr) A.tumefeciens LBA4404 suslart kullamlmis ve deney

sonuglarinda strep-kanr koloniler bagka bir deyisle pDHB321.1 plasmidini tastyan LBA4404
suslart elde edilmistir. Elde edilen bu A.fumefeciens suglarindan da plasmid izolasyonu ve RE
hidrolizi yapimistir ve olusan DNA pargaciklari agaroz jellerde aynstirilip gorintilenmigtir.
Deney sonuglar Sekil 3.1.2°de verilmektedir. Yapilan analizler sonucu denenen Agrobacterium
suslarinin aktarilan binary vektori tasidigt gozlenmektedir. Bu nokta daha sonra yapilan
transformasyon deneyleri ile de dogrulanmigtir. Bu sus raporda LBA:pDHB olarak
belirtilmektedir.

pGKBS plasmidi ile yapilan E.coli transformasyon deneyleri basarisizhik ile sonuglanmustir.
Deneylerin tekrarlanmast igin yeterli siire olmadigindan Dr. Bouchez ile kurulan temas sonucu
pGKBS plasmidi Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suglarnin iginde elde edilmis ve deneylerde
kullandmigtir. Bu sug raporda LB5-1:pGKS olarak gegmektedir.
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Sonug olarak deneylerimiz bar geni igeren iki farkl binary vektor tasiyan Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 suglar ile paralel olarak yiiritilmiigtiir ve elde edilen sonuglar ileriki

boliimlerde sunulmaktadir.

kbp

€115

-€— 0.56

Sekil 3.1.1. pDHB321.1 plasmidinin Pstl REle hidroliz sonucu olugan DNA par¢actklarimin agaroz jel
profilleri.

Kolon Siralamasi: 1. Pstl hidrolizli ADNA markdri., 2-5. pDHB321.1 plasmidi ile
transform edilmis E.coli suslarindan elde edilen plasmitlerin Pstl hidrolizi sonuglar, 6.

hidroliz edilmemis plasmid.
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Sekil 3.1.2. Triparental mating ve maksiprep deneyleri sonucu elde edilen plasmitlerin RE hidrolizi sonrast
agaroz jel elektroforez sonuglari.

Kolon siralamasi: 1. Pstl hidrolizli ADNA markérii, 2. Maksiprepten elde edilen pDHB321.1, 3.
Pstl ile hidroliz edilmis pDHB321.1, 4. LBA:pDHB321.1 susndan izole edilen plasmit, 5. Bu
plasmitin Pstl hidrolizi, 6. LBA4404:pGIF1 susundan elde edilen plasmitler.
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3.2. Kontrol Bitkilerle Rejenerasyon Calismalari

Calismalarimizda uygulanan deneysel kosullar altinda kontrol bitkilerden hazirlanip kiltire
alinan bir yaprak diskinden yaklastk 6 ila 8 ay sonra tum bir bitki elde edilebilmektedir.

Gozlenen bu olusumun tiimii raporda “rejenerasyon” olarak tanimlanmaktadir.

3.2.1. Kontrol Bitkilerin Normal Kosullardaki Rejenerasyonu

Transformasyon deneyleri oncesi ve esnasinda, titin bitkilerinin rejenerasyonu ile ilgili
caligmalar yuritilmastir. Bu caligmalarda, toprakta biiyiitilen bitkilerden hazirlanan yaprak

disklerinden bitki eldesi igin gerekli kiiltur sartlar optimize edilmistir.

3.2.1.1. Kallus ve Givde Olusumu

Caligmalarda 1-3 aylik tiitiin bitkilerinden alinan yapraklar kullamlmustir. Yapraklardan yiizeysel
serilizasyon sonrast hazirlanan diskler, MSA ortamlarina alinmig ve kallus ve govde olusumlari

takip edilmigtir.

Yapilan gesitli denemeler sonrast yaprak yaginin kullamlan deneysel kosullar altinda kallus ve
govde olusumunda énemli bir roli olmadigi gozlenmistir. Genelde, kultire alinan tiim diskler
bir aylik bir siire sonucunda govde gelisimi gostermektedirler. Tek bir yaprak diskinden birgok

govdecik elde edilebilmektedir. Ornek bir sonug Sekil 3.2.1 de verilmektedir.
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Sekil 3.2.1. Kontrol bitkilerden hazirlanan disklerin MSA ortamindaki 2 aylik geligimi.

3.2.1.2. Kok Olusumu

Caligmalarimizda, kok olusumu igin genelde MSA ortaminda 30 ila 45 gin sonucu olusan
govdeler kullanilmigtir. Olugan bu govdeler kallusa baglandiklar noktadan nester yardimi ile
ayrilarak kok olusumlan igin MSC ortamlanna alinmiglardir. Deneylerimizde MSC’ye alinan
gévdelerde %90 oraninda kok olusumu gézlenmigtir. Kok olusumu  genellikle MSC’ye
alindiktan 7 ila 10 giin sonrasi baglamaktadir ve 15 giin sonunda kokler iyice belirginlesmekte
ve bitkiler topraga transfer edilebilecek duruma gelmektedirler. Ornek bir sonug Sekil 3.2.2’de

verilmektedir
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Sekil 3.2.2. Kontrol bitkilerde MSC ortamindaki kok olusumu.

Fotograflar gévdenin MSC ortamina alindikta sonra 7 (A) ve 14 (B) giinliik gelisimlerini
gostermektedir.

3.2.1.3. Bitkilerin Topraktaki Gelisimleri

MSC ortamlarinda 15 ila 30 giin kiiltiirde tutulan bitkiler daha sonra topraga alinmiglardir.
Topraga transfer edilmeden Once koklerin etrafinda kalan agar miimkiin oldugunca
uzaklagtirilmistir. Bitkiler topraga alindiktan sonra kademeli olarak biiylimeye alindiklan
ortama adapte edilmislerdir. Bu amagcla saksilarin iistii seffaf strech filmlerle kaplanmis ve bir
hafta siire ile film istiinde delikler a¢ilmigtir. Genelde transfer sonrasi bir hafta canliligini
stirdirebilen bitkiler daha sonra gelisimlerini devam ettirebilmektedirler. Sekil 3.2.2°de
gosterilen kontol bitkinin topraga alindiktan sonraki gelisim siireci Sekil 3.2.3’de

verilmektedir.
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3.2.2. Kontrol Bitkilerin Secici Ortamlarda Gosterdikleri Gelisme

Kontrol bitkilerin herbisit aktif maddesine gosterdikleri tepkilerin incelenmesi amaci ile 6nceki
boliimlerde agiklanan benzeri deneyler PPT igeren ortamlar kullanilarak da yiritiilmistir. Bu
deneyler yapilan transformasyon ¢aligmalarinda kullamlacak segici ortamlardaki (MSB) PPT

derigiminin tayini agisindan da 6nem tagimaktadir.

3.2.2.1. Kallus ve Gévde Olusumu

Deneylerde, kontrol bitkilerden hazirlanan diskler degisik derisimlerde herbisit aktif maddesi
(Glufosinat amonyum veya PPT) igeren MSB ortamlarina alinmig ve rejenerasyonlan takip
edilmistir (Sekil 3.2.4 ve Sekil 3.2.5). Kullanilan en diisiik PPT dozunun (1 mg/litre) dahi 20

gin sonucunda kontrol bitkiler tizerinde lethal etki yarattigi gozlenmigtir.

Bazi denemelerde ozellikle geng bitkilerden (1 aylik) hazirlanan yaprak disklerinin PPT
varliginda kallus ve govde olusumu baglatabildikleri gozlenmistir (Sekil 3.3.1, “~-CONTOL”
petrileri). Ancak olusan bu kallus ve govdeler 20 giin sonunda gelisimlerini durdurmakta ve 40

glin sonunda tamamen Olmektedirler.
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Sekil 3.2.3. MSC ortaminda koklendirilen kontrol bitkinin ’}SEragdwglwinc?kiah'sanra gosterdigi

geligme.
Sekil 3.2.2 (B)’de gosterilen bitki topraga almmig ve gelismi gozlenmistir. Fotograflar
bitkinin topraga alindiktan sonraki 15 (A), 40 (B) , 75 (C) ve 125(D) giinlitk gelisimlerini
gostermektedir.
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Sekil 3.2.5. Kontrol bitkilerden hazirlanan disklerin degigik derisimlerde PPT i¢eren MSB

lLik geligimleri.

ortamlarindaki 20 giin




3.2.2.2. Kok Olugumu

PPT nin kok olusumu ilizerinde gosterecegi etkinin incelenmesi amactyla kontrol bitkiler
MSA ortaminda govde olugturduktan sonra, olusan bu govdeler PPT igeren MSC
ortamlarmda kiltire alinmuglardir (Sekil 3.2.6.). Yapilan denemeler sonucu 4 mg/litre PPT

derisiminde MSC ortamlarina aktarilan gdvdelerin kék olusturamadiklan gézlenmistir. Bu

PPT derigimi kék olugumunu engellemenin yanisira gévde gelisiminide engellemektedir.

Sekil 3.2.6. Kontrol bitkilerden elde edilen govdelerin PPT igeren MSC ortamindalki geligimleri.
Fotograflar gévdelerin 6 (A) ve 25 (B) giinliik gelisimlerini géstermektedir.
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3.3. Transformasyon Calismalari

Daha 6nceki béliimlerde de agiklandig1 gibi proje kapsaminda yapilan calismalarda iki farkl:
binary vektor kullanmilmistir. Bu vektorlerden pDHB321.1, T-DNA bélgesinde sadece bar
genini tasimaktadir. Buna karsin pGKBS vektoriiniin T-DNA bolgesinde bar geninin yanisira
kanamisin direnci saglayan npr-II genide bulunmaktadir. Bu nedenle, pDHB plazmidi ile
yapilan transformasyon galismalarmda segici ortamlara aksi belirtilmedigi taktirde sadace 10
mg/litre derisimde PPT; pGKBS5 ile yapilan deneylerde ise 6 mg/litre PPT ve 50 mg/litre

kanamisin antibiyotigi eklenmistir.

Raporun bundan sonraki kisimlarinda ve sekillerde “+ CONTROL?” olarak belirtilen diskler
higbir muameleye tabi tutulmadan MSA ortamina alinan kontrol diskleri ifade etmektedir. “-
CONTROL” olarak ifade edilen diskler ise, transformasyon deneylerinde kullanilan
disklerle Agrobacterium uygulamas disinda aymi sartlara maruz birakilan ve MSB secici
ortamlarna alman disklerdir. Agrobacterium’la muamele edilen diskler ise “LBA:pDHB”
ve/veya “LB5-1:pGKS” olarak ifade edilmektedir. Deneylerde her set i¢in yaklasik 20 adet
yaprak diski kullanilmistir ve diskler her Ui¢ haftada bir yeni ortamlara aktarilmislardir.

Her iki vektér ile yapilan deneylerin sonuglar: asagida ayr1 béliimler halinde verilmektedir.

3.3.1. pDHB321.1 Binary Vektorii ile Yapilan Deneyler

Daha 6nceki boliimlerde de agiklandig gibi bu vektor Agrobacterium tumefaciens 1LBA4404
suslarina “triparental mating” yéntemi ile mobilize edilmistir. Vektorii tasidiga belirlenen bu

Agrobacterium susu raporda ve sekillerde LBA:pDHB olarak ifade edilmektedir.

Materyal ve Metod kisminda da detali olarak agiklandig1 gibi deneylerde kullanilan sﬁslar 25
mg/litre streptomisin ve 50 mg/litre kanamisin iceren sivi LB ortamalrinda 28-30 °C de
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buiyiitilmisler ve sivi MS ortami ile Ago=0.4-0.6 olacak sekilde seyreltildikten sonra yaprak

disklerin transformasyonunda kullanilmiglardir.

3.3.1.1. Transformasyon Sonrast Kallus ve Gévde Olusumu

LBA:pDHB suglar1 ile yapilan transformasyon deneylerinde % 90 seviyelerinde
transformasyon frekans: saglanmistir. Yapilan denemelerde kullanilan tiim disklerin 10
mg/litre PPT varliginda kallus ve goévde olusturabildikleri gozlenmistir.. Kallus olusumu
segicl ortama alindiktan 7 ile 10 giin sonra baglamakta 20-25 giin sonunda ise gozle
secilebilen gévde olusumlan gézlenebilmektedir. Kullanilan tiim disklerde birden fazla gévde
olusumu gozlenmistir MSB ortamlarinda yaklagik 40 giin sonunda olugan gévdelerin %50 si
kék olusumlari igin MSC ortamlarina alinabilecek duruma gelmektedirler. Deneylerde elde

edilen 6rnek bir sonug Sekil 3.3.1 de verilmektedir.

3.3.1.2. Onciil Transgenik Givdelerde Kok Olusumu

Deneyler siiresince muhtemel kagaklarin 6nlenebilmesi amaciyla bir énceki asamada elde
edilen gévdeler yiiksek derisimde (10 mg/litre) PPT varliginda kéklendirilmislerdir. Genelde
20 1la 30 giinlik gévdelerde % 20-30 oraninda kdk olusum frekansi gdzlenmistir (Sekil
3.3.2). MSB ortamlarinda 50 giiniin tstiinde gelisim gostermis govdelerde kék olusturma
frekans1 %60-70 mertebelerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.3.3). Gévdeler PPT igeren MSC
ortamlarina alindiktan sonra ilk kok olusumlari 10 giin sonunda gézlenmistir. K&k olusturan
govdelerin % 50’den fazlasi 30 giin sonunda topraga alinabilecek duruma gelmektedirler. 60

glin sonunda ise kok olugturan tiim gévdeler topraga aktarilmslardur.
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MSB ORTAMINA ALINDIKTAN SONRA
GECEN SURE

25 GUN

40 GON

70 GUN

Sekil 3.3.1. LBA:pDHB susu ile yapilan
tansformasyon deneyinden elde edilen
ornek sonug.




3.3.1.3. Onciil Transgenik Bitkilerin Topraktaki Geligimleri

PPT igeren ortamlarda ko6k olusturabilen bitkiler daha sonra topraga alinmiglardir.
Deneylerimizde en ¢ok problemin gézlendigi agama bu olmugtur. Genellikle bitki topraga
alindiktan sonraki ilk 7 giin igerisinde 6lmedigi taktirde gelisimini devam ettirebilmistir. Baz1
denemelerde oldukg¢a saglikli gelisim gosteren bitkilerin dahi 20-30 sonra 6ldiikleri
saptanmistir. Bu asamada topraga alinan bitkilerin %60 ° a yakini gelismelerini devam
ettirebilmislerdir. LBA:pDHB ile taransformasyon sonucu elde edilen dmek bir bitkinin

topraga alindiktan sonraki geligimi Sekil 3.3.4 de gosterilmektedir.

3.3.2. pGKBS Binary Vektorii Ile Yapilan Deneyler

Daha 6nceki boliimlerde de agiklandigr gibi bu vektor Agrobacterium tumefaciens LBA4404
suslarina mobilize edilmis sekliyle Dr. Bouches’den elde edilmistir. Bu sus ile yapilan

deneylerden elde edilen sonuglar agagida verilmektedir.

3.2.2.1. Transformasyon Sonrast Kallus ve Govde Olusumu

pGKBS vektorii ile yapilan transformasyon deneylerinde pDHB321.1 vektériine nazaran daha
diigiik transformasyon frekanslar gozlenmistir. Ayrica bu vektorle transform edilen yaprak
diskleri segici ortamda daha yavasg bir gelisme gosteriglerdir. LB5-1:pGK5 ile muamele edilen
yaprak disklerinin yaklagtk %75’t PPT ve kanamisin varliginda kallus ve govde
olusturabilmislerdir. Transformasyon sonrasi belirgin gévde olusumlar 25 ila 35 giin sonunda
gozlenmistir. Yine her diskte birden fazla gévde olusumu olup ve olusan gévdeler genelde 45
ila 50 giin sonunda kék olugumlarn i¢in MSC ortamlarina alinabilecek duruma gelmektedirler
(Sekil 3.3.5). Tum deneylerde kagaklarin minimize edilmesi amaciyla segici ortamlar 4-6
mg/litre PPT ve 50 mg/litre kanamisin bulundurmaktadir. Bazi denemelerde selksiyonun

daha etkin hale getirilmesi amaciyla PPT ve/veya kanamisin derigimleri arttirilmigtir.
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KULTURDEKI GUN DENEY SETLERI ve ORTAMLAR

SURESI MSA MSB + 10 mg/litre PPT

17

40

Sekil 3.3.2. Kontrol ve LBA:pDHB ile transforme edilmiy disklerden elde edilen gévdelerin MSC ortamlarindaki kok
olusumlar

MSA ortaminda 20 giin sonunda olusan gévdelerle, LBA:pDHB ile muamele edilip PPT
iceren MSB ortamlarinda 20 giin gelisen gévdeler kdk olusumlari igin 10 mg/litre PPT
iceren (-CONTOR ve LBA:pDHB) ve PPT igermeyen (+ CONTROL) MSC ortamlara
alinmig ve geligimleri gézlenmistir.
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Sekil 3.3.3. LBA:pDHB ile muamele edilip PPT iceren MSB ortamlarinda gelisen gévdelerin segici MSC
ortamlarindaki kék olugumlar:
40 giin lik gdvdeler 10 mg/litre PPT i¢eren MSC ortamlarna alinmig ve 21 giin sonra
goriintillenmiglerdir.

Sekil 3.3.4. LBA:pDHB ile yapilan transformasyon deneyleri sonucu elde edilen bir énciil transgenik bitkinin
topraga alindiktan sonra gosterdigi gelisme.
Sekil 3.3.3’de sagdan ikinci kavonozdaki bitki kiiltire alindiktan 21 giin sonra topraga
aktarilmigtir. Fotograflar bitkinin topraga alindiktan 10 (A) ve25 (B) giinliik geligimini
gdstermektedir.
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MSB ORTAMINA ALINDIKTAN SONRA
GECEN SURE

25 GUN

32 GUN

54 GUN

Sekil 3.3.5. LB5-1:pGKS5 sugsu ile yapilan
tansformasyon deneyinden elde edilen
ornek sonug.




Bu vektor ile yapilan denemelerde olusan ilk gévdeler kék olusumlan igin MSC ortamlarina
alindiktan sonra, kalan kallus ve govdeler alt kiiltiire alinarak transgenik materyalin
amplifikasyonuna gidilmigtir. Alt kiiltiire alinan materyalden kisa siire igerisinde birgok yeni

govde elde edilebildigi gézlenmistir (Sekil 3.3.6).

LB5-1:pGK5 susu ile yapilan deneyler sonucunda 90 giinlik bir siirecte yaklagik 75 adet

govde elde edilmis ve kdk olusumlarn 1¢in se¢ici MSC ortamlarina alinmiglardir.

Sekil 3.3.6. Altkiiltiire alinan transgenik kallustan govde olusumu
Sekil 3.3.5°de gosterilen 54 giinliik transgenik materyalden alinan kallus ve

kiigiik govdeler segici MSB ortamlarinda lat kiiltiire alinmig ve 24 giin sonra
goriintiilenmiglerdir.
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3.2.2.2. Transgenik Govdelerde Kok Olusumu

Transformasyon deneyleri sonucu elde se¢igci MSB ortamlarinda elde edilen tiim g6vdeler
kok olusumlar igin 6 mg/litre PPT ve 50 mg/litre kanamisin igeren MSC ortamlarina
almmuslardir. $ekil 3.3.7°de MSC ortamma alman govdelerin 21 giinliik gelisimini gosteren

ornek bir sonug sunulmaktadir.

KULTURDEKI GUN DENEY SETLERI ve ORTAMLAR

SURESI MSA MSB + 10 mg/litre PPT+ 50 mg/litre kanamisin

21

Sekil 3.3.7. Kontrol ve LB5-1:pGKS ile transforme edilmis disklerden elde edilen gévdelerin MSC
ortamiarmdaki kok olugumliari.
MSA ortaminda 50 giin sonunda olusan govdelerle, LBA:pDHB ile muamele edilip PPT
igeren MSB ortamlarinda 54 giin geligen govdeler kék olugumlar igin 6 mg/litre PPT ve
50 mg/litre kanamisin iceren (-CONTOR ve LBS5-1:pGKS5) ve PPT igermeyen (+
CONTROL) MSC ortamlara alinmig ve gelisimleri gozlenmistir.
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MSC’ye alinan gdvdelerin %16’s1 7-10 giin , %50’s1 10-15 giin digerleri ise 15-30 giin
sonunda kék olusumu gdstermektedirler. 30 giinlik kiltiir sonrast se¢ici MSC ortamlarina
alinan govdelerde %75 seviyesinde kok olugturma frekans: elde edilmigtir (Tablo 3.1 ve Sekil
3.3.8). Deneylerde MSC’ye alinan gdévde yasinin kéklenme iizerinde onemli bir etkisi

olmadigi gézlenmigstir. Kok olusturabilen bitkiler 30-40 giin sonra topraga alinmislardir.

Tablo 3.1. MSC segici ortanuna alinan gévdelerde kék olugturma frekanst.
LB5-1:pGKS susu ile transform edilip MSB segici ortamlarinda gelisen 21 giinlik
govdeler segici MSC ortamlarina alinip kdk olusumlart gozlenmistir. Deneyde Sekil
3.3.6°da godsterilen kiiltiirlerden alinan 50 adet gévde kullanilmustir.

Kiiltiir Siiresi Toplam Koéklenen Govde Sayisy Kék Olusturma Frekansi
(giin) (adet) (%)
7-10 8 16
10-15 25 50
15-30 38 76

Sekil 3.3.8. Altkiiltiirde gelisen 21 giinliik gévdelerin segici MSC ortamindaki kk gelismeleri
Sekil 3.3.6 da gosterilen kiiltiirden alinan gdvdeler kdk gelismleri igin 6 mg/litre PPT
ve 50 mg/litre kanamisin igeren segici MSC ortamlarina alinmis ve 30 glnliik kiiltiir
sonrasi fotograflart ¢ekilmigtir.

63




3.3.2.3. Onciil Transgenik Bitkilerin Topraktaki Gelisimleri ;

LB5-1:pGKS5 ile transforme edilip koklendirilen bitkiler, LBA:pDHB transformasyonu
sonras: elde edilen bitkiler ile mukayese edildiklerinde, topraktaki gelismilerinin daha yavas
oldugu gozlenmistir. Genelde bitkiler topraga alindiktan sonraki ilk 10-15 giin fazla bir
gelisme gostermemiglerdir. Bu siire igerisinde Slmeyen bitkiler daha sonra gelisimlerini

devam ettirebilmiglerdir. Topraga alinan bitkilerin yaklagtk %40’ indan saghikh gelisim

gosterebilen bitkiler elde edilebilmigtir. Topraga alinan bir bitkinin 25 giinlitk gelisimi Sekil

3.3.9°da verilmektedir.

Sekil 3.3.9. LB5-1:pGKS5 ile yapilan transformasyon deneyleri sonucu elde edilen dnciil bir transgenik bithinin
topraga almdiktan sonra gosterdigi gelisme.

Fotograflar bitkinin topraga alindiktan sonra 25(A) ve 90 (B) ginlik geligimini
gostermektedir.

64




3.4. Transgenik Materyalin Analizi

Deneyler esnasinda kok olusum agamasindan itibaren elde edilen 6nciil transgenik bitkiler
herbisit direngleri acisindan analiz edilmeye baglanmistir. Bu amagla degisik analiz

yontemleri kullanilmgtir.

Yapilan analizler ilk asmada kék olugumlarimi devam ettiren ve/veya tamamlayan bitkiler
iizerinde topraga transfer edilmeden 6nce yiiriitiilmiistiir. Bu deneylerin ilkinde segici MSC
ortaminda gelismekte olan bitkilerden alinan yaprak diskleri segici MSB ortamlarina alinarak
kallus ve govde olusumlar takip edilmistir ve deneyler raporda “Yaprak Diski Analizi”
olarak adlandiriimaktadir.

Raporda “Yaprak Boyama Analizi’ olarak adlandirilan deneylerde ise kok olusumlarim
tamamlamis kontrol ve 6nciil transgenik bitkilerin yapraklar steril bir firga yardim ile

degisik derisimlerde herbisit ile muamele edilmiglerdir.

Yapilan analizlerin ikinci boliimii o6nciil transgenik bitkiler topraga alindiktan sonra
yuriitiilmiigtiir. Bu deneylerde toprakta geligmekte olan kontrol ve transgenik bitkilerin iistiine
degisik derigimlerde BASTA herbisiti piiskiirtiilmiis ve bitkilerde olusan morfolojik
degisimler goriintiilenmistir. Bu deneyler raporda “Herbisit Uygulamasi” baghigi altinda

verilmektedir.

Son asamada yapilan analizler ise aktarilan bar geninin bitki genomundaki varlhigm
kanitlamak iizere yiiriitiilen “Southern Blot” anlizleri ve genin protein seviyesinde ifade
edilerek PAT enzimini sentezlediginin gOsterilmesi amaciyla yapilan elektroforez

¢aligmalaridir.

Bu deneylerden elde edilen sonuglar asagida boliimler halinde verilmektedir. Mukayese
edilebilmesi igin her iki binary vektorle yapilan c¢aligmalar sekillerde beraber olarak

verilmektedir.
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3.4.1. Yaprak Diski Analizi

Deneylerde daha 6nceki sekilllerde gosterilen ve MSC ortamlarinda kék geligimlerini devam
ettirmekte olan bitkilerden hazirlanan yaprak diskleri kullanilmistir. Kullanilacak bitkinin
bulundugu kavanozun segimi rastgele yapilmig, ancak kullamlan tiim bitkilerin aym yasta
olamsima 6zen gosterilmistir. Deneyler belirtilen bu sekli ile degisik zamanlarda elde edilen
bitkiler iizerinde iki kez tekrarlanmustir. (Sekil 3.4.1 ve Sekil 3.4.2). Sekillerden de
goriilebilecegi gibi Onciil transgenik bitkilerden hazirlanip analize alman tim diskler segici
ajanlarm  (PPT ve  kanamisin) varhginda kallus ve gévde olusumlarim
gerceklestirebilmektedir. Aym ortamlara konulan kontrol diskler de ise herhangi bir gelisme

gozlenmemektedir.

Sekil 3.4.1. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan yaprak disklerinin MSA ve MSB segigci
ortamlarinda gésterdikleri gelisme.
MSC ortamlarinda kéklenmekte olan 20 giinliik kontrol ve onciil transgenik bitkilerden
hazirlanan yaprak diskleri MSA ve PPT ve/veya kanamisin iceren secici MSB
ortamlarina alinmislardir. Fotograf disklerin bu ortamlardaki 9 giinlik gelisimlerini
gostermektedir.
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GUN DENEY SETLERI ve ORTAMLAR

15

25

Sekil 3.4.2. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan yaprak disklerinin MSB ortamlarinda
gosterdikleri geligme.
MSC ortamlarinda koklenmekte olan ve Sekil 3.3.2 ve 3.3.8 de gésterilen kavanozlardan
alian yaklasik 25 giinliik kontrol ve énciil transgenik bitkilerden hazirlanan yaprak diskleri
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PPT ve/veya kanamisin igeren segici MSB veya seg¢ici ajan icermeyen MSB ortamlarma
alinmiglardir. Ortamlarda bulunan PPT ve kanamisin derisimleri petrilerin {izerinde
belirtilmektedir.

3.4.2. Yaprak Boyama Analizi

Bu deneylerde segici MSC ortamlarinda elde edlen onciil tansgenik bitkilerin topraga
alinmadan once gosterdikleri herbisit direncinin saptanmasi amaglanmaktadir. Bu amagla kok
gelisimini tamamlamig (genelde 20-30 giinliik) bitkiler %0.25, %1 ve %3 (V/V) BASTA
herbisit prepatati ile muamele edilmiglerdir. Herbisit uygulamas: steril bir firga yardimi ile
denemeye alinan kavonuzun iginde bulunan tiim bitkilerin yapraklarina esit olacak miktarda
yapilmigtir (6rnegin her yapragin fir¢a ile iki kez boyanmasima calisilmistir). Herbisit
uygulamasi sonrasi tim kavanozlar inkiibatére alinarak normal biiyiime sartlarinda geligimleri
takip edilmistir. %0.25, %1 ve %3 “BASTAile muamele edilen bitkilerin muamele sonrasi

gosterdikleri geligim sirasi ile Sekil 3.4.3, 3.4.4 ve 3.4.5 de verilmektedir.

Deneylerde kullamlan en diigiik herbisit dozu olan %25 (V/V) ®BASTApreperat1 15 giin
sonunda kontol bitkileri tamamen 6ldiirmektedir. Herbisit uygulamasi sonrasi kontrollerde ilk
nekroz belirtileri uygulamadan 5 ila 7 giin sonra gézlenmektedir. Sararma 6ncelikle bitkinin
daha yagh olan yapraklarinda gériilmektedir. Kontol bitkiler %1’lik herbisit uygulamasindan

10 ila 13 giin sonra tamamen 6lmektedirler.

LBA:pDHB ile yapilan transformasyon deneylerinden elde edilen onciil transgenik bitkiler
herbisitin  denenen tim  derigimlerinden etkilenmemis ve gelisimlerini  devam
ettirebilmiglerdir. LB5-1:pGKS ile yapilan deneylerden elde edilen bitkiler ise LBA:pDHB
den elde edilen bitkiler ile mukayese edildiginde herbisite daha diigiik seviyede direng
gosterdikleri gézlenmektedir. Bu bitkiler %1°lik herbisit uygulamasindan etkilenmezken, %3
herbisit derigimi denenen Onciil transgenik bitkilerin yagh yapraklar iizerinde Sliimeciil etki

yapmaktadir.
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MUAMELE

DENEY SETLERI
SONRASI GOUN

15

Sekil 3.4.3. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerin % 0.25 (V/V) ®BASTA herbisit uygulamast sonrasi
gosterdikleri geligim.

MSC ortamlarinda kok gelsisimlerinin 15’inci giinlindeki kontrol ve oOnciil transgenik

bitkilerin yapraklari % 0.25 (V/V) ®BASTA preperati ile muamele edilip gelisimleri
gézlenmistir.
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MUAMELE

DENEY SETLERI
SONRASI GUN

16

Sekil 3.4.4. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerin % 1 (V/V) ®BASTA herbisit wygulamasi sonrasi
gosterdikleri gelisim.

MSC ortamlarinda kék gelsisimlerinin 25’inci glintindeki kontrol ve dnciil transgenik

bitkilerin yapraklart % 1 (V/V) ®BASTA preperati ile muamele edilip gelisimleri
gozlenmistir.
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MUAMELE DENEY SETLERI
SONRASI GUN

16

Sekil 3.4.5. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerin % 3 (V/V) ®BASTA herbisit uygulamast sonrast
gosterdikleri geligim.
MSC ortamlarinda kék gelsisimlerinin 25’inci giiniindeki kontrol ve &6ncill transgenik
bitkilerin yapraklann % 3 (V/V) ®BASTA preperati ile muamele edilip gelisimleri
gézlenmigtir.
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3.4.3. Onciil Transgenik Bitkilerin Herbisit Uygulamasina Gosterdikleri
Tepkiler

Bu deneylerde yaprak disklerinden rejenere eden ve toprakta gelismini siirdiirmekte olan
kontrol ve onciil transgenik bitkiler kullanilmigtir. Bitkiler % 0.25 ve %1 (V/V) olmak iizere
iki degisik dozda BASTA preperatlar1 ile muamele edilmislerdir. Kontrol olarak su
piiskiirtiilen bitkiler kullanilmistir. Herbisit muamelesi esnasinda tiim bitkilere esit miktarda

herbisit piiskiirtiilmesine azami dikkat edilmistir.

3.4.3.1. % 0.25 (V/V) BASTA Uygulamast

Kontrol bitkiler % 0.25 (V/V) BASTA uygulamasinda 30 giin sonra tamamen 6lmektedirler.
Yapraklarda ilk sararmalar 10 giin sonunda belirgin hale gelmekte ve herbisitin etkisi 20 giin
civarmda belirginlesmektedir. Su ile mumele edilen kontrol bitkiler ise gelisimlerini normal

olarak devam ettirmektedirler. Ornek deney sonuglar Sekil 3.4.6. ve 3.4.8 de verilmektedir.

Onciil transgenik bitkilerin aym1 dozdaki herbisit uygulanmasmndan etkilenmedikleri ve
gelisimlerini devam ettirebildikleri gézlenmistir (Sekil 3.4.7). Su ile muamele edilen kontrol

bitkilerle mukayese edildiginde transgenik bitkilerinin daha yavag gelistigi goriilmektedir.
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MUAMELE
SONRASI GUN

DENEY SETLERI

L gy BRI3E

18

Sekil 3.4.6. Suve % 0.25 (V/V) ®BASTA ile muamele edilen kontrol bitkilerin gosterdikleri gelisme

Rejenerasyon sonrasi topraga alman 1 ayhik kontrol tiitiin bitkileri %0.25 (V/V) ®BASTA
veya su ile muamele edildikten sonra gelismleri takip edilmistir.
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MUAMELE
SONRASI GUN

DENEY SETLERI

18

Sekil 3.4.7. Onciil transgenik titiin bitkilerinin %0.25 (V/V) ®BASTA muamelesine gosterdikleri tephi.
LBA:pDHB ve LB5-1:pGKS ile transformasyonu sonucu elde edilen dnciil transgenik
bitkiler topraga alindiktan 40 giin (pDHB) ve 17 gilin (pGKS5) sonra belirtilen dozda
herbisit ile muamele sonrasi gelisimleri takip edilmistir. Bitkiler Sekil 3.4.6 da
gosterilen bitkiler ile ayni glinde muamele edilmiglerdir.
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MUAMELE DENEY SETLERI
SONRASI GUN

23

30

Sekil 3.4.8. Suve % 0.25 (V/V) ®BASTA ile muamele edilen kontrol bitkilerin gosterdikleri gelisme

Sekil 3.4.6 da gosterilen bitkilerin uzun dénemdeki gelismeleri gérilmektedir.
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3.4.3.2. % 1 (V/V) BASTA Uygulamast

Uretici firma tarafindan dnerilen uygulama dozu olan %1 (V/V) BASTA uygulamas: kontrol
bitkiler iizerindeki 6liimciil etkisini 9 giin igerisinde gostermektedir ($ekil 3.4.9). Herbisit
muamelesi sonrasi yapraklardaki ilk sararmalar 2 giin igerisinde gézlenebilmektedir. Herbisit
ile ayn1 doz ve sartlarda muamele edilen transgenik bitkiler ise muamele sonras1 gelismelerini
devam ettirebilmektedirler (Sekil 3.4.10). Ancak yaprak boyama analizlerinde de gdzlendigi
gibi LB5-1:pGK5 transformasyonundan elde edilen bitkilerin herbisit direnci LBA:pDHB
transformasyonu sonrasi elde edilen bitkilerden daha diigiiktiir. Ozellikle yasli yapraklar bu
dozdaki herbisit muamelesi sonrasi Olmekte fakat bitki daha sonra gelisimini devam

ettirebilmektedir.

3.4.3.3. Herbisit Uygulamasinin Transgenik Bitkilerin Gelisimi Uzerine Etkileri

Herbisit uygulamasi sonrasi transgenik bitkilerin gosterdigi gelismenin saptanabilmesi
amaciyla, deneylerden elde edilen transgenik bitkiler su ve herbisit ile muamele edildikten
sonra gosterdikleri gelisim takip edilmigtir. Sekil 3.4.11 de goriilecegi gibi herbisit ile
muamele edilen bitkiler su ile muamele edilmis transgenik bitkilerle mukayese edildiginde
uygulama sonrast 15 ila 20 giin siireyle daha yavag bir gelisme gostermektedirler. Bu bitkiler

daha sonra normal bir gelisme siirecine girmektedirler.
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MUAMELE DENEY SETLERI
SONRASI GUN

Sekil 3.4.9. Suve % 1 (V/V) ®BASTA ile muamele edilen kontrol bitkilerin gosterdikleri gelisme

Rejenerasyon sonrasi topraga alinan yaklagik 1 ayhk kontrol tiitin bitkileri % 1 (V/V)
®BASTA veya su ile muamele edilmis ve gelisimleri takip edilmistir.
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Sekil 3.4.12.Toprakta gelisimlerini siirdiirmekte olan transgenik hatlar.

Toprakta gelisimlerini siirdiirmekte olan farkli transgenik hatlar. Fotograflar bitkilerin topraktaki
yaklagik 100 giinlitk geligimlerini gostermektedir.
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3.4.4. Southern Blot Analizleri

Yapilan bu deneylerin amaci daha 6nceki boliimlerde analiz edilen bitkilerin genomlarinda
bar genini tasidiklarinin dogrulanmasidir. Bu amagla bahsi gecen bitkilerden genomik DNA
ornekleri izole edilmis, Pst-I restriksiyon enzimleri ile hidroliz edilmis, agaroz jellerde
aynistirilarak naylon membranlara aktarilmigtir. Bu g¢aligmalara paralel olarak deneylerde
pDHB321.1 plazmidi Pst-I RE hidroliz edilmis, agaroz jellerde ayristirilmig ve bar genine
tekabiil eden 560 bazlik parga (prob) bu jellerden izole edilerek , “Random Prime Labeling”
esasina gére DIG-UTP ile isaretlenmistir. Isaretlenen prob hibridizasyon deneylerinde
kullanilmadan 6nce “Dot Blot” teknigi kullanilarak hangi derisimde sinyal alinabilecegi
saptanmistir. Son olarak ta, genomik DNA’larm aktarildigi naylon membran elde edilen prob
ile hibridize edilerek bar geninin transgenik bitkilerin genomundaki varlign gézlenmistir.

Asagidaki boliimlerde bu konuda yapilan deneylerden elde edilen sonuglar sunulmaktadir.

3.4.4.1. Insert Izolasyonu Isaretlenmesi ve Derisim Tayini

Daha onceki bolimlerde de agiklandigi gibi pDHB321.1 plazmidi biiyiik Olgekte
saflagtirilmistir. Bu plazmidler daha sonra Pst-I RE ile hidroliz edilmis ve agaroz jellerde
aynigtirldiktan sonra bar genine tekabiil eden 560 baz uzunlugundaki pargacik (insert)
jellerden izole edilmistir. Isaretleme islemine gecilmeden 6nce elde edilen insert almnan 6rnek
tekrar agaroz jelerde ayristirilarak izolasyon deneylerinin bagarili olup olmadifi test

edilmigtir.

Bu deneyler sonucu insertin izole edildigi dogrulandiktan sonra elde edilen insert “Random

Prime Labeling” esasma gére isaretlenmistir.

Isaretleme sonras: hibridizasyon deneyine gegilmeden 6nce elde isaretlemenin basarist ve
eger basarili olunduysa hangi prob derisiminde kullanilan goriintiileme tekniginde sinyal

alinabilecegi tayin edilmistir. Bu amgal isaretli prob 1/20 ile 1/ 20,000 arasmndaki oranlarda
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seyreltilmis, naylon memraniara uygulanms ve deneylerde kullanilacak NBT-X-fosfat

yontemiyle goriintiilenmistir. Deney sonucu Sekil 3.4.13’de verilmektedir.

Sekil 3.4.13. Isaretlenen insertiin degisik derigimlerde NBT-X-F osfat yontemi ile goriintiilenmesi.

Sekil 3.4.12 de gosterilen insert “random prime labeling” esastyla DIG-UTP ile
isaretlenmis ve 1/20 den 1/20000 oraminda seyreltildikten sonra 1 pl naylon
membranlar uygulanmis, UV 51k altinda (312 nm) fikse edildikten sonra NBT-
X-Fosfat yontemi ile goriintillenmis ve membranin fotografi alnmgtir. C: Kitte
bulunan igaretli émek, P: Isaretli insert. Fotografta A-F bélimleri degisik
derisimleri ve seyreltileri gostermektedir. Bu derigimler kontrol i¢in A dan F ye:
1000, 100, 10, 1, 0.1 ve 0.01 pg/ul derisimde isaretli kontol DNA'y1
gostermektedir. Ayni béliimlere kontrol ile ayn: derecede seyreltilmig igaretli
prob eklenmistir.
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3.4.4.2. Hibridizasyon Deneyleri

Ormek DNA’larin aktarildign naylon membran, bar probu ile hibridize edilmis ve
gorintillenmistir. Elde edilen sonug Sekil 3.4.13°de verilmektedir. Sekilden de goriilebilecegi
gibi transgenik bitkilerden hazirlanan DNA  6meklerinden bazilart  hibridizasyon
gostermektedir. Kontol numunelerde herhangi bir hibridizasyon gozlenmemistir. Bu sonug

bar geninin 6nciil transgenik bitkilerin genomunda bulundugunu dogrulamaktadir.

Sekil 3.4.14. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan DNA Grneklerinin bar probu ile hibridizasyonu

Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan DNA 6mekleri Pst-I RE ile
hidrolize edildikten sonra agaroz jellerde aynstinlmis, naylon membranlara
aktariimis ve bar probuyla hibridize edildikten sonra NBT-X-Fosfat yontemi ile
goriintillenmis ve fotografi alinmistir. Kolon siralamasi: 1. LBA:pDHB ile
transform edilen bitkiden izole edilen DNA 6regi (30 pg), 2 ve 3. LB5-1:pGKS5 ile
ile transform edilen bitkiden izole edilen DNA 6rnegi (30 pg), 4. Kontol bitkiden
izole edilen DNA 6rnegi (50 pg), 5. pDHB321.1 plasmidinin Pst-I RE hidrolizli
ormegi (10 pg). Ok 560 bp pozisyonunu gdstermektedir.
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3.4.5. PCR Calismalari

Bu deneylerdeki amag “Southern Blot” deneylerindeki amacin aynidir. Yani bar geninin
onciil transgenik bitkilerin genomlarmdaki varligmin dogrulanmasidir. Ancak deneylerde

kullanilan yontem degisiktir.

PCR deneylerinde bar geni igin hazirlanmig iki primer kullamlmigtir. Bu primerler transgenik
bitkilerden izole edilen ve Pst-I ile hidroliz edilen DNA orneklerinin amplifikasyonunda
kullanilmustir. Kullanilan primerler bar genine 6zgiin olduklarindan PCR reaksiyonu sonrasi
bar geninin biyiikliginde (560 bp) elde edilecek DNA parcaciklart bu genin bitki
genomundaki varligini dogrulayacaktir.

Bu deneylerden elde edilen 6rnek bir sonug Sekil 3.4.15 de gdsterilmektedir ve goriilecegi
gibi 6nciil transgenik bitkilerden hazirlanan tiim DNA 6rnekleri 580 bp civarinda bant
vermektedir. Bu sonug, “Southern Blot” deneylerinden elde edilen sonuglar ile paralellik
gdstermekte ve bar geninin nciil transgenik bitkilerin genomlarmdaki varhigim birkez daha

dogrulamaktadir.

3.4.6. Elektroforez Calismalan

Bu caligmalardaki amag “Southern” ve PCR deneyleri ile onciil transgenik bitkilerin
genomlarindaki varliginin dogrulandigi bar geninin bu bitkilerde fonksiyonel olarak ifade
edilip edilemediginin protein seviyesinde gosterilmesidir. $ekil 3.4.16 den gdriilebilecegi gibi
onciil transgenik bitkiler 21 kilodalton agirhigindaki PAT enzimini sentezleyebilirken kontol
bitkilerde bu protein gozlenemektedir (A oku). Buna ek olarak LBA:pGKBS5 ile transform
edilen bitkiler PAT enziminin yamsira kanamisin direnci saglayan neomisin fosfotransferaz-1I
(NPT-II) enzimini de sentezlemektedirler (B oku). Bu protein beklendigi gibi hem kontrol
hem de LBA:pDHB ile transforme edilen bitkilerde gbzlenmemektedir.
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1 2 34 5 6 7 8 9 10

Sekil 3.4.15. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan DNA Grneklerinin bar primeri ile
amplifikasyonu.

Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan 100 ng genomik DNA 6mekleri
bar genine o6zgiin primerler kullanilarak PCR reaksionuyla amplifiye edilmis ve
agaroz jellerde ayngtinlmistir. Kolon swralamasi: 1 ve 10. 123 bp markdr, 2-5.
LBA:pDHB ile transform edilen bitkilerden hazirlanan DNA Ornekleri, 6-8. LB5-
1:pGKS5 ile transform edilen bitkilerden hazirlanan DNA 6rnekleri, 9. Kontrol
bitkilerden hazirlanan DNA 6mekleri. Ok 560 bp pozisyonundaki amplifikasyonu
gostermektedir.
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Sekil 3.4.16. Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden hazirlanan protein Grneklerinin SDS-PAGE
profilleri.

Onciil transgenik ve kontrol bitkilerden izole edilen total ¢dzelebilir protein
omekleri poliakrilamit jellerde ayristirilmus ve Commasi Briliant Mavisi ile
boyandiktan sonra fotograflari alinmustir. Jellere materyal metod kisminda
hazirlanig detaylar1 verilen drneklerden 20 pl yiiklenmistir (yaklagik olarak 200
ug protein). Kolon siralamasi. 1 ve 5. Sigma molekiiler agarhk markérleri
(Yukanidan agagi; BSA: 66 kD, Yumurta albiimini: 45 kD, Glyseraldehyde 3-
fosfat dehidrogenaz: 36 kD, karbonik anhidraz: 29 kD, tripsin inhibitérii: 20.1
kD, o-laktalbumin: 14.2 kD.), 2 ve 6. LBA:pDHB ile transform edilmis
bitkilerin protein &rnekleri, 3 ve 7. Kontrol bitkilerin protein érnekleri, 4 ve 8.
LB5-1:pGKS5 ile transform edilmig bitkilerin protein &rnekleri. A ve B oklar
sirast ile NPT-II ve PAT enzimlerinin bantlarin gostermektedir.
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BOLUM 4. TARTISMA ve ONERILER

Kasim 1994 tarihinden buyana yiiriittiiglimiiz aragtirmalar sonucu, aktif maddesi glufosinat
amonyum ve/veya bialaphos olan total herbisitlere direngli transgenik bitkiler gelistirilmistir.
Elde edilen transgenik hatlardan LB5-1:pGKS ile transform edilen bitkiler PPT nin yanisira

kanamisin antibiyotiginede direng gdstermektedir.

Bu béliimde elde edilen deneysel sonuglar tartisiimakta ve gelecekte yapilabilecek galigmalar

ozetlenmektedir.

4.1. Transformasyon Seleksiyon ve Rejenerasyon Calismalart

Deneyler sonucunda oldukga yiiksek sayilabilecek transformasyon frekanslar: elde edilmigtir.
Ortalama deZerlerle Agrobacterium ile muamele edilen yaprak disklerinin %80°1 segici
ajanlarin (PPT ve/veya Kkanamisin) varhginda kallus ve goévde olusturabilmislerdir.
Seleksiyon esnasinda kagaklarin minimize edilebilmesi amaciyla yiiksek dozda (10 pg/ml)
PPT kullanilmistir. Literatiirde, benzeri ¢aligmalarda 1-3 pg/ml PPT nin transforme olmus
hiicrelerin seleksiyonu i¢in yeterli oldugu gésterilmistir (De Block ve arkadaslari 1987).
Monokot bitkilerle yapilan aragtirmalarda ise 5-10 pg/ml PPT kullamlabilmektedir (Wilmink
ve Dons 1993).

Calismalarda, transformasyonu takiben 30 ila 45 giinliik bir siiregte rejenere eden birgok
govde elde edilmigtir. Ornegin, on yaprak diski ile baglanan bir deneyde 45 giinliikk bir
stiregte, 20 ila 30 adet govde elde edilebilmektedir. Buna ek olarak, bu kiiltiirde olusan
gbvdeler kok olugumlari igin uygun ortamlara aktarildiktan sonra, geriye kalan kallus ve
kiigiik go6vdecikler alt kiiltiire alinmak suretiyle elde edilen govde miktarida
arttirilabilmektedir. Bu sayede, 10-20 yaprak diski ile baglanan bir transformasyon deneyinin
sonucunda, 2 ila 3 aylik bir siirecte 100’den fazla govde gelistirilebilmektedir.
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Aragtirmalarimizda  elde ettigimiz gévdelerin ortalama olarak %70’1 segici ajanlarn
varhgida kok olusturabilmislerdir. K8klenme frekanst %50 ile %80 arasinda farkhiliklar
gosterebilmektedir. Hi¢ bir deneyde %50’nin altinda bir koklenme oraniyla

kargilasilmamigtir.

Genelde koklenmeyi takiben 30 ila 40 giin sonra bitkiler topraga alinmislardir. Projede
yiiriitiilen tiim deneyler esnasinda en ¢ok problemle kargilagilan boliim bu olmustur. Topraga
alinan bitkilerin gelistirilebilmesi i¢in yeterli altyap: olanaklarma sahip olmadigimizdan,

topraga aldigimiz bitkilerin % 60’a yakin bir boliimii kaybedilmistir.

Ozet olarak, elimizdeki mevcut altyapi ve protokoller kullanilarak, ortalama degerlerle, 10
yaprak diski ile baglanan bir transformasyon deneyinde alt kiiltiire gidilmeksizin, 70 ila 90
giinliik bir ¢alisma siireci sonunda 5 ila 8 adet toprakta geligmekte olan transgenik bitki elde

edilebilmektedir ve bu say1 altyapi olanaklarinin elverdigi Slglide arttirilabilmektedir.

4.2. Transgenik Materyalin Analizi

Proje esnasinda gelistirilen transgenik bitkiler degisik asamalarda ve farkli teknikler
kullanilarak herbisit direncleri agisindan analiz edilmiglerdir. Tiim deneylerde, Agrobacterium
muamelesi diginda transgenik bitkilerle aymi sartlara maruz birakilan kontrol bitkiler
kullamilmigtir. Analizler esnasinda kullanilan kontrol ve transgenik bitkilerin ayni1 gelisim

asamalarinda olmalarina 6zen gosterilmistir.

Yapilan analizler baglica iki farkhi yonteme dayandinlmigtir. Bu yontemlerden ilkinde, elde
edilen bitkiler herbisit ile direkt olarak muamele edilip gosterdikleri diren¢ saptanmustir.
Ikinci tip analiz yonteminde ise bitkilerin molekiiler seviyede incelenmesine gidilmis ve

aktarilan genlerin bitki hiicrelerindeki varlig ve ifadesi analiz edilmigtir
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4.2.1. Bitkilerin Herbisit Muamelesine Gosterdikleri Tepkiler

Bu analizler elde edilen bitkiler topraga alinmadan ve alindiktan sonra ytritilmiistir.
Deneylerde bitkiler degisik dozda hazirlanan ®BASTA herbisiti ile muamele edilip
gosterdikleri morfolojik tepkiler izlenmistir. Caligmalarda  {i¢ degisik herbisit dozu
kullanilmistir. Bu dozlar, 0.5, 2 ve 6 gr litrede saf glufosinat amonyum’a tekabiil eden

%0.25, %1 ve %3 (V/V) ®BASTA preperatlaridir.

BASTA herbisiti i¢in iretici firma tarafindan 6nerilen kullanim dozu, genis yaprakl otlar igin
dekara 300 cc, ok yillik otlar igin ise dekara 750 cc dir. Onerilen kullanim sekli ise, belirtilen

miktarin 20-50 litre suda ¢oziilerek iyi bir kaplama saglayabilecek sekilde atilmasidir.

Deneylerde herbisit uygulamalarmm bu 6neriler dogrultusunda gergeklestirilmesine
calistlmigtir ve kullanilan %1 (V/V) ®BASTA preperat1 300 cc’lik (30 litre de ¢oziildigi
varsayilirsa) herbisit dozuna esdeger gelmektedir. Muameleler esnasinda en gok O6zen
gosterilen nokta kontrol ve transgenik bitkilerin aym miktarda herbisit ile muamele edilmesi
olmustur. Bu nokta kontrol ve transgenik bitkilerde gbzlenen morfolojik tepkilerin esit
herbisit doz ve miktarindan kaynaklandiginin rasyonel olarak degerlendirilebilmesi agisindan

Onem tagimaktadir.

4.2.1.1. Bitkiler Topraga Alinmadan Onceki Analizler

ilk asama analizler kok gelisimini siirdiirmekte olan bitki materyali {izerinde ytiriitilmustir.
Bu amagla bitkiler topraga transfer edilmeden once kavonazlarn iginde, steril bir firga

yardimi ile belirtilen dozdaki herbisit ile muamele edilmislerdir.
Kontrol bitkiler kullanilan en diisiik herbisit dozunu (% 0.25 V/V) dahi tolere

edememektedirler. Uygulamadan 15 ila 20 giin sonra bitkilerin yapraklan tamamen

sararmakta ve bitki dlmektedir.
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Kontrol bitkilerle mukayese edildiginde deneyler sonucu elde edilen 6ncil transgenik
bitkilerin %0.25 ve %1 (V/V) ®BASTA uygulamalarindan etkilenmedikleri ve normal
gelisimlerini devam ettirebildikleri gozlenmistir. Daha yiiksek herbisit derisimlerinde 6nciil
transgenik bitkiler kontrole nazaran daha direngli hale gelmekteler ancak geligimleri

yavaglamaktadir.

Bitkiler topraga alimnmadan &énce, bir diger analiz yontemi olarak, transgenik ve kontrol
bitkilerden hazirlanan yaprak disklerinin Slimciil dozda PPT ve/veya kanamisin igeren
ortamlardaki kallus ve gévde olusturabilme potansiyelleri kullamlmistir. Bu deneylerde
herhangi bir seleksiyon yapilmadiginda hem transgenik hemde kontrol bitkilerden hazirlanan
disklerin gelisim gosterebildikleri gdézlenmistir. Ancak ortamlara segici ajanlar eklendiginde
kontrol bitkilerdeki gelisme tamamen dururken transgenik bitkilerden hazirlanmis diskler
ayni geligmeyi gosterebilmektedirler. Bu deneylerden elde edilen sonuglar transformasyon
sonrasi elde edilen transgenik bitkilerin herbisite direng gosterdigini dogrulamaktadir.
Yapilan bu analizlerle dogrulanan bir diger nokta da deneylerde seleksiyon amagh kullanilan

PPT ve/veya kanamisin derigimlerinin kagaklan engelleyebildigidir.

4.2.1.2. Bitkiler Topraga Alindiktan Sonraki Analizler

Benzeri analizler, bitkiler topraga transfer edildikten sonra da yiiritiilmiistiir. Bu deneylerde
% 0.25 ve % 1°lik herbisit dozlar1 kullamlmis ve bitkilere 30 litre dekara tekabil eden 30 ml
herbisit preperat: 1 m’ alanda piskiirtiilmiistiir.

Kontrol bitkilerde herbisit muamelesi sonras1 doza dayal bir tepki gézlenmistir. % 0.25’lik
doz 20 ila 25 giin sonunda lethal etki gosterirken, %1°lik doz 9 ila 12 giin sonucunda etkisini
gostermektedir. Transgenik bitkiler ise her iki dozdan da etkilenmiyerek gelisimlerini

siirdiirebilmektedirler.

Bu deneylerde ayrica birbirini takip eden herbisit uygulamalarmin transgenik bitkiler

{izerindeki etkilerinin takibide miimkiin olmustur. Bu amagla % 0.25’lik herbisit
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uygulamasmdan 20 giin sonra aym bitkiler %1’lik preperatla muamele edilmislerdir. Daha
once de vurgulandig gibi transgenik bitkiler bu muamelelerden etkilenmemektedirler. Paralel
deneylerde su piiskiirtilen kontrol ve transgenik bitkiler normal bir geligmi profili

gostermislerdir.

Bu asmada herbisit muamelesinin transgenik bitkilerin gelisimi tizerine etkileri de
arastirilmistir. Bu amgla su ve herbisit ile muamele edilen transgenik bitkilerin muamele
sonras1 gosterdikleri gelisme takip edilmistir. Herbisit ile muamele edilen transgenik
bitkilerin, su ile muamele edilen transgenik bitkilere oranla 30 giinliik bir siire¢te daha yavas

gelistigi gdzlenmistir. Ancak daha sonra bitkiler normal gelisimlerini stirdiirmektedirler.

4.2.2. Bitkilerin Molekiiler Seviyedeki Analizleri

Bu calismalarda bitkilere aktarilan genler ve bu genlerin iiriinii olan proteinlerin bitkilerdeki
varliklan aragtirilmustir. Bu amagla herbisit direnci saglayan bar geninin bitki genomlarindaki
varligmm analizi amaciyla “Southern Blot” ve PCR deneyleri yiiriitiilmiistiir. Bu ¢aligmalara
paralel olarak bar geninin iiriinii olan PAT enziminin bitkilerdeki varhigi da elektroforez

calismalan ile teyid edilmeye ¢alisilmugtir.

4.2.2.1. Southern Blot ve PCR Analizleri

“Southern Blot” ¢alismalar iki kez tekrarlanmigtir. 20 pg genomik DNA ile yiiriitiilen ilk
denemede (sonug gosterilmemektedir) blotlarda zayif bir sinyal gézlenmis bunun iizerine
deney DNA miktar1 30 pg’a ¢ikartilarak tekrarlanmigtir (raporda sunulan sonug). Ayrica
deneylerde kontrolda olusabilecek ozgiin olmayan hibridizasyonlarin gézlenebilmesi

amaciyla kontrol numuneler igin daha yiiksek DNA derigimleri (50 pg) kullanilmstir.

Yapilan bu deneyde de, denenen bitkilerden sadece bir tanesinde bar genine tekabiil eden
belirgin bir sinyal, bir digerinde ise zay1f bir sinyal gézlenebilmistir. Bu deneylerde kullamlan

bitkiler daha 6nce herbisit muamelesine maruz birakilan ve direng gosteren bitkiler
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oldupundan, deney sonuglari jellere yiiklenen DNA miktarimn yetersiz kalmas: seklinde
aciklanabilmektedir. Nitekim PCR galigmalarmda aym1 DNA numuneleri (200 ng) ve bar

genine 6zgiin primerler kullamlarak amplifikasyon saglanabilmistir.

Bu noktada, bar geninin bitki genomundaki varlig1 diger deneysel yontemlerle de (PCR ve
elektroforez ¢alismalar1) dogrulandigindan ve proje kapsaminda yeterli siire olmadigindan

“Southern Blot” deneylerinin tekrarina gidilmemistir.

4.2.2.2. Elektroforez Calismalart

Yapilan elektroforez ¢aligmalarinda aktarilan genlerin (bar ve npt-II) ilgili transgenik
bitkilerde sentezlendigi gozlenmistir. LBA:pDHB ile transform edilen bitkiler 21 kD
apirhgmdaki PAT enzimini sentezleyebilmektedirler. LB5-1:pGKS5 ile transforme edilen
bitkiler ise beklendigi gibi PAT enziminin yamsira yaklagik 32 kD agirhigindaki (Fuchs ve
arkadaslar1 1993) NPT-II enzimini de sentezleyebilmektedirler.

Elde edilen bu sonuclar aktarilan genlerin bitki genomuna integre oldugunu ve fonksyonel

olarak ifade edildigini gostermektedir.

Ozet olarak, yapilan analizler bir biitiin olarak ele alindifinda transformasyon deneyleri
sonucu elde edielen bitkilerin bar genini tasidiklari, ifade edebildikleri ve bu sayede de

herbisit direnci gosterebildikleri saptanmugtir.

4.3. Ileriye Doniik Aragtirma Onerileri

flk etapta yapilmasi gereken caligma elde edilen transgenik hatlardan F1 generasyonunun
eldesidir. Elde edilecek bu tohumlarda aktarilan genlerin agilimlarmn ¢alisilmasi
gerekmektedir. ‘
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Ayrica, ilk analizler sonucu herbisite direng gosterdigi saptanan F1 hatlar1 gelistirilmeli ve
elde edilecek bitkilerin herbisite gosterdikleri direng seviyeleri saptanmalidir. Yiksek direng
gosteren bitkilerden ise F2 generasyon bitkiler elde edilerek arazi denemelerine tabi

tutulmalidir.

Halen konu ile ilgili olarak yiiksek lisans grencimiz Yalim Soyer “Genetic Manipulation of
Tobacco Plants Against Herbicide Resistance” bashkli tez galismalarmi yiiritmektedir. Bu
calismalarda, zamanm elverdigi siire igerisinde bu 6grencinin F1 hatlarinin eldesi ve analizi
¢aligmalarini yiiriitmesi planlamaktadlr. Bu agmadan sonra yapilmasi 6ngoériilen galismalarin
yiiriitiilebilmesi iginde eldeki mevcut altyapr olanaklarimn elverdigi Olglide gayret
sarfedilecektir. Ayrica laboratuvarlarimzda halen domates, patates ve mercimek bitkileri
{izerinde benzeri tranasformasyon g¢aligmalan yiiriitilmekte ve bu yonde bir doktora ve iki

yiiksek lisans 6grencisi tez ¢aligmalarim stirdiirmektedirler.

4.4. Sonug¢

Raporun hazirlandigi Kasim-Aralik 1996 tarihi itibariyla halen alti adet yaklasik dort aylik
transgenik hat laboratuvar kosullarinda gelisimlerini devam ettirmektedirler. Ayrica
olugturdugumuz alt kiiltiirlerde gelisen birgok gévde kok olusumlari igin ilgili ortamlara
alinma agamasindadirlar. Buna ek olarak yaklagik 20 ila 30 adet bitki 6nciil transgenik bitki
ise kok geligimlerini tamamlamms ve/veya siirdiirmektedirler. Bu bitkiler topraga alinma

agamasina gelmislerdir.

Sonug olarak, proje kapsaminda yiriittiigiimiiz aragtirmalar sonucu, projede Onerdigimiz

“Herbisit Diren¢ili Transgenik Tiitiin Bitkilerin Gelistirilmesi~ ger¢eklestirilmistir.
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EKLER

EK.1: pDHB321.1 ve pGKBS5 plasmidleri igin alinan kullanim izini

AGREEMENT

Laboratoire de Biologie Cellulaire
INRA-Centre de Versailles
F-78026 Versailles Cédex

France

'PQ\UES e
;PDHQB‘L\.q (v 55 “ﬂ

I agree to the following conditions under which a sample of :

NG R LER)

N

will be supplied to me by
Laboratoire de Biologie Cellulaire.

I state that that the above mentioned material(s) will exclusively and restrictedly be used in my
laboratory under suitable contdinment conditions, and will not be used on human subjects.

I state that no patent will be taken or commercial use made of the above mentioned material(s), as
well as of any strain or plasmid constructed using sequences derived from the above material(s),
without explicite permission of the I. N. R. A. This agreement does not constitute such permission.

1 confirm that the material(s) will not be supplied to other laboratories within or outside of my
institution.

Additional conditions :

Requestor : DR. Huseriv Awr duiem
Function : ASS0C. PRYA,

Address: BloLoer DEPT. , MET U,

OIS AnkArA
N

Signature : WUM

Date :

Proposed use(s) of the material(s) provided :

H{imboc‘;ﬁdum mediodedd. M?éwvu%‘or\ shudiey in 7"0)9«(50,

In addition, we would appreciate being informed of any use of the supplied material for purposes
other that those described above.
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EK 2: Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin igerikleri

SOB: Bacto tyrypton %2, maya eksteresi %0.5, NaCl 10 mM2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSO,.

SOC: 20 mM gulukoz eklenmis SOB ¢ozeltisi.

STE: 0.1 M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA (pH 8.0)

SSC: 175.3 g NaCl, 88.2 g sodyum citrat (pH 7.0)

TAE: 0.1 M Tris, 125mM sodium asetat, 10mMEDTA (pH: 8.1)

TB: 10 mM HEPES, 55 mM MgCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM Kcl (pH 6.7)

TBE: 0.09 M Tris-Borate, | mM EDTA (pH 8)

TE: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH:7.4 or 8)

EK 3: SDS-PAGE Deneylerinde Kullanilan Gézeltilerin ig:erikleri

A. Stacking Jel Cozeltisi (%4): 1 ml igin:
Akrilamid 130 pl (%30 Akrilamit ve % 2.67 N-N methilen bis-Akrilamit)
dH,O 0.6 ml
Stacking buffer 0.25 ml (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8)
SDS (%10) 10 ul
APS (%10) S5ul
TEMED 1l

B. Seperating Jel Cozeltisi: 10 ml igin:
Akrilamid 4 ml (%30 Akrilamit ve % 2.67 N-N methilen bis-Akrilamit)
dH,H0 3.34 ml

Seperating buffer 2.5 ml
(1.5 M Tris-HCI; pH 8.8)

SDS (%10) 0.1 ml
APS (%10) 50 pl
TEMED 5 ul
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C. SDS Ornek Tamponu: 8 ml igin:

dH,O 3.8 ml
0.5 M Tris-HCl 1.0ml pH6.8
Gliserol 0.8 ml
SDS (%10) 1.6 ml

B-Merkaptoetanol 0.4 ml
Bromfenol mavisi 0.4 ml
(%0.05 w/v suda)

D. Elektroforez tamponu:
25 mM Tris pH 8.3
192 mM glisin
%1 SDS

E. Jel Boyama Cozeltisi: (1 litre igin)
Coomassie mavisi R250 2.5 ¢

%95 Etanol 500 ml

Glasial Asetik Asit 100 ml

H,0 400 ml
F. Destaining Cozeltisi: (1 litre igin)

%95 Etanol 240 ml

Glasial Asetik Asit 100 ml

H,O 660 ml
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Z (Abstract)

srojede aktif maddesi glufosinat amonyum veya phosphinotricin (PPT) olan herbisitlere direng gdsteren
sgenik tiitiin (Nicotiana tabacum, Samsun) bitkilerinin gelistirilmesi yoniinde aragtirmalar yiiriitiilmiistiir. |
imagla, glufosinat amonyumu asetilasyon yoluyla detoksifiye edebilen bir enzim olan phosphinotrisin N- ||
1 transferaz’in (PAT) sentezinden sorumlu olan bar geni tiitiin bitkilerine aktarilmistir. Arastirmalarda T-
\ bolgelerinde CaMV35S promotdr ve ocs terminatér bélgelerinin kontorolu altindaki bar genini tasiyan
[B321.1 ve pGKBS binary vektorleri kullanilmistir. Saf durumda elde edilen bu vektérler 6nce DMSO
emi ile hazirlanan kompetan E.Coli HB101 suslarma, daha sonrada “triparental mating” y6ntemi ile
©bacterium  tumefaciens 1LBA4404 suslarina mobilize edilmislerdir. Gen transferi “yaprak diski
sformasyonu” yontemi ile gergeklestirilmigtir. Her iki vektdr ile yapilan transformasyon deneylerinin
icunda, kontol bitkiler i¢in lethal olan 10 mg/l PPT derisiminde kallus, govde ve kok olusmlari gozlenmistir.
olusturan onciil transgenik bitkiler kiiltiir kosullarinda 0.5, 2 ve 6 gr/l glufosinat amonyum iceren %0.25,
ve %3 (V/V) ®BASTA herbisit uygulamalarna direng gostermigtir. Elde edilen 6nciil transgenik bitkiler
aga alindiktan sonra uygulanan %0.25 ve %1 (V/V) ®BASTA herbisiti uygulamalarindan da
enmemektedir. Ayni sartlarda gelistirilen ve % 0.25 ve %1 (V/V) ®BASTA ile muamele edilen kontrol
lerin, muameleden 15 ila 20 giin sonra 6ldiikleri gozlenmistir. Toprakta gelismekte olan transgenik bitkiler
inde yapilan Southern Blot ve PCR analizleri bar geninin bitki genomuna integre oldugunu
ulamaktadir. Protein seviyesinde yapilan c¢aligmalarda da transgenik bitkilerin konrol bitkilerde
enmeyen 21 kD agirhigindaki PAT enzimini sentezledikleri gézlenmistir.
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