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ONSOZ
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0z

Bu projede bitkilerin genetik transformasyonunda kullanilan teknikler arasinda, en yaygin
olarak uygulananlan olan Agrobacterium ve direkt gen aktarim sistemlerinde kullanilabilir
nitelikli bitki transformasyon vektorlerinin konstriikksiyonu ve olusturulan vektérlerin
islerlilikleri arastirilmagtir.

Proje kapsaminda Agrobacterium sisteminde optimizasyon amagli ¢alismalarda
kullanilabilecek nitelikte ve GUS raportdr geni ve fosfinotrisin (PPT) bazl total herbisit
direnci saglayan bar veya kanamisin direnci saglayan nps-II genlerinin tagiyan farkh ikili
vektorler olugturulmustur. Buna ek olarak direkt gen aktarim sistemlerinde kullanilabilecek
ve GUS raportdor genini veya bar genini tagiyan transformasyon vektorlerinin de
konstritksiyonuna gidilmistir. Elde edilen vektorler Agrobacterium, protoplast ve partikiil
bombardimani sistemlerinde denenmislerdir. Agrobacterium ve protoplast ¢alismalar sirasi
ile tiitiin yaprak diskleri ve tiitin BYZ2 siispansiye hiicre kiiltiirlerinden elde edilen
protoplastlar lzerinde test edilmiglerdir. Partikiil bombardiman ¢alismalarinda ise olgun
bugday embriyolar: ve olgunlagmamis mercimek kotiledonlan kullaniimistir.

Agrobacterium sisteminde kullanilabilir nitelikli ikili vektroler sirast ile pGUSINT ve
pEmuPAT vektorlerinden ¢ikartilan CaMV35S-GUSINT-nos ve Emu-bar-nos kasetlerinin
pPZP211 serisi ikili vektorlere aktarilmast ile olugturulmustur. Direkt gen aktarim
sistemlerinde kullamlacak vektorler ise yine ayni kasetlerin Progema pBlueScript
vektorlerine klonlanmasiyla elde edilmistir. Olugturulan tim vektorler, restriksiyon enzim
sindirimi sonrasi agaroz jellerde test edilmis ve istenen kasetleri igerdikleri dogrulanmugtir.
Olusturulan vektorler pPZPGUSINT ve pPZPEmuPAT (Agrobacterium) ve pBSGUSINT ve
pBSEmuPAT (direkt) olarak isimlendirilmislerdir.

pPZP serisi ikili vektorlerle yiiriitiilen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen
transgenik bitkilerin genomlarinda GUS ve bar genlerini igerdikleri PCR deneyleri, aktarilan
genlerin fonksyonel olarak ifade ettikleri ise sirasi ile histokomyasal GUS ve in vivo herbisit
uygulamasi testleri ile dogrulanmistir. Buna ek olarak GUS ve bar geninin F1 generasyon
transgenik bitkilerde de ifade ettigi gosterilmistir.

pBS serisi transformasyon vektdrlerinin islerlilikler tiitin BY?2 siispansiye kiiltiirlerinden
hazirlanan protoplastlar {izerinde histokimyasal GUS analizleri ile gosterilmistir. Vektorler,
partikiil bombardimant teknigi ile transforme edilen olgun bugday embriyolann ve
olgunlagmamis mercimek kotiledonlarinda da olumlu sonug vermigstir.

Ozet olarak, proje kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda Agrobacterium ve direkt gen
transferi sistemlerinde, Ozellikle optimizasyon amagh transformasyon ¢alismalarinda
kullanilabilecek nitelikli dort adet bitki transformasyon vektoriiniin konstritksiyonu basarili
olarak gergeklestirilmis ve vektorlerin c¢aligirhiliklart ilgili sistemler {izerinde yiiriitiilen
transformasyon deneyleri ile dogrulanmigtir. Sonu¢ olarak projemiz Ongoériilen amag ve
kapsam dogrultusunda basari ile tamamlanmistir.

Anahtar  kelimeler:  vektor konstriksiyonu, Agrobacterium, protoplast, partikiil
bombardimanu, tiitiin, bugday, mercimek




ABSTRACT

In this project, the construction of plant transformation vectors, that can be used with
Agrobacterium and direct gene transfer systems, the most widely used techniques in the
genetic transformation of plants, are prepared and their functions are researched.

In the project, different binary vectors carrying GUS reporter gene and bar gene which
enables phosphinotrisin (PPT) based total herbisit resisrance or npt-II gene which gives
kanamycin resistance are produced for the optimization aimed studies in the Agrobacterium
systems. In addition to this, the construction of transformation vectors carrying GUS reporter
gene or bar gene have been completed. The vectors obtained are tested in Agrobacterium,
protoplast and particle bombardment systems. Agrobacterium and protoplast studies are
performed in order on tobacco leaf discs and protoplasts prepared from tobacco BY2 cell
suspension culture. Mature wheat embryoes and immature lentil cotyledones have been used
in particle bombardment studies.

The binary vectors usable in Agrobacterium systems are produced by the transfer of
cassettes CaMV 35S-GUSINT-35SpolyA isolated from pGUSINT and Emu-bar-Nos isolated
from pEmuPAT into pPZP211 binary vector system. The vectors to be used in direct gene
transfer are obtained by the cloning of the same cassettes into Progema pBluescript plasmid.
All of the vectors produced are tested by the agarose gel electrophoresis following restriction
enzyme digestion and confirmed to have included the desired cassettes. The newly
constructed vectors are named as pPZPGUSINT, pPZPEmuPAT (Agrobacterium),
pBSGUSINT and pBSEmuPAT (direct).

Presence of GUS and bar genes in the genome of the trangenic plants which are produced
after the transformation experiments carried out by pPZP plasmids was confirmed by means
of PCR experiments. The function of the transferred genes was shown in order by
hictochemical GUS staining and in vivo herbicide treatment. It was also shown that GUS and
bar genes have been expressed in F1 generation of transgenic plants.

The functionality of pBS series transformation vectors are shown by histochemical GUS
analysis on the protoplasts isolated from BY2 cell suspension culture. The vectors have also
produced positive results on mature wheat embryoes and immature lentil cotyledones that are
transformed by particle bombardment technique.

Briefly, as a result of the studies carried out in the project, the construction of four plant
transformation vectors that can be used in Agrobacterium and direct gene transfer, especially
for the optimization aimed studies, is succesfully realized and the vectors functionality is
confirmed by the transformation experiments carried out on related systems. Finally, our
project has been completed succesfully in the direction of predetermined objective and

context.




BOLUM I-GIRiS

Molekiiler biyoloji alaninda yasanan gelismeler sayesinde canli bir organizmadan izole
edilen genler diger bir canlt organizmaya aktarilabilmektedir. Bu ¢aligmalar sonucunda elde
edilen canlilar ise “TRANSGENIK” organizmalar olarak adlandiriimaktadur.

Bitkiler lizerinde yapilan genetik transformasyon ¢aligmalart 1980°1i yillarda baglanus ve
ginlimiizde, tahil, sebze, meyve ve baklagillerin de dahil oldugu birgok kiiltiir bitkisinde
transgenik bitkiler elde edilmigtir (Farley, 1992). Bitkiler {izerinde yapilan genetik

transformasyon g¢aligmalarinin nihai hedefleri baglica ii¢ ana baglik altinda 6zetlenebilir.

i. Diren¢ Kazandirilmig Bitkilerin Eldesi: Dogal tiirlere nazaran aktarilan yeni genler ile

herbisitlere (ot 6ldiiriiciiler), hastaliklara (bakteriyel, fungal ve viriitik), zararli boceklere
ve gevresel stres faktorlerine (tuz, soguk, kurakhk vb.) daha direngli ve/veya tolere bitki
tiirlerinin geligtirilmesi.

ii. Kalite lyilestirilmesi: Bitkilerden elde edilen iiriinlerin daha kaliteli hale getirilmesi.

Ornegin uzun raf émrii, protein, amino asit ve yag igeriinin gelistirilmesi, kuru madde
arttirnmi vb.

iii. Biomolekiil Uretimi: Bitkilerin bio-molekiil tiretiminde “Bioreaktdr” olarak kullanilmasi.

Tipta ve eczacilikta kullanilan ve tedavi edici 6zelligi bulunan antikor, enzim gibi

proteinlerin iiretimi, ag1 iiretimi, farkli polimer ve yaglarin {iretimi vb.)

Yukaridaki orneklerden de anlasilabilecegi gibi transgenik bitkiler tarimsal {iretimin ve
tiriin  kalitesinin arttirtlmasinin  yanisira  tibbi, farmosetik, endiistriyel ve g¢evresel

biyoteknoloji alanlarinda uygulama bulabilmektedir (Oktem 1997)

Degisik tir bitkilerde gen transferini gergeklestirebilmek igin ¢ok degisik teknikler
gelistirilmigtir (Potrykus, 1990). Her teknigin kendine has artilar1 ve eksileri bulunmaktadir.
Kullanilan bu teknikler i¢inde sadece bazilan birgok bitki tiiriinde basariyla
uygulanabilmigtir. Bu teknikler ve kisa agiklamalan asagidaki gibidir.

1. Direkt Gen Transferi : Ciplak DNA molekiilllerinin protoplastlara polietilen glikol

(PGA) veya elektroporasyon yoluyla aktariimasi.




1.Mikro Asilama : Ciplak DNA molekiillerinin protoplastlara veya doku hiicrelerine

mekanik olarak aktariimas:.

iti.Partikiil Bombardimani: DNA' nin hiicrelere veya bitki dokularina, DNA ile

kaplanmuis partiikiillerle bombardiman edilmesi yoluyla aktarilmas:.

iv.Agrobakterium Kullanimi: DNA' nin bitki hiicrelerine veya protoplastlara bir

toprak bakterisi olan Agrobakterimin dogal gen transfer kapasitesini kullanarak aktarilmasi.

Kullanilan farkli transformasyon yontemleri genel olarak ele alindiginda hem yayginhgi
hem de birgok bitki tiiriinde basari ile uygulanabilmelerinden dolayi, Agrobacterium ve
direk gen aktarim sistemleri en yaygin olarak kullanilan yontemler olarak one
¢tkmaktadirlar. Teknik olarak ele alindiginda bahsedilen bu yontemler bitkiye aktarilan

genleri tastyan farkh vektor sistemleri kullanmaktadirlar.

Agrobacterium tumefaciens, Gram(-) bir bakteri olup toprakta bulunmaktadir. Dogal olarak
genetik yapisinda Ti plazmid olarak bilinen megaplazmidler (yaklasik 200 kb)
bulundururlar. Bu bakteriler bitkilerin yara almis kisimlarini enfekte edip tumor olusumuna
sebep olmaktadir. Yapilarinda bulunan plazmid genel olarak iki kisuidan olugsmaktadir. T-
DNA olarak adlandinlan kisim enfeksiyon sonunda bitkinin genomuna transfer edilirken,
virlilans (vir) denilen kisim T-DNA’nin transferinde rol almaktadir. Genel olarak
Agrobacterium ile yapilan gen transferi T-DNA bélgesine yerlestirilen yabanci genin bitki
genomuna taginmasi esasina dayanan bir yontemdir. Giniimiizde bu yolla gen transferini
kolaylagtirmak amciyla her tiirli gen kombinasyonuna uygulanan binary vektorler
tretilmigtir. Bu vektorlere yerlestirilen genler daha sonra raporun ikinci bélimiinde
agiklandig sekilde de bitkiye aktarilmaktadir. Agrobacterium suslart dogal vektor sistemleri
olarak transgenik bitkilerin elde edilmesinde oldukga etkili bir yontem olarak sikga

kullaniimaktadir.

Protoplastlar ise, basit¢e hiicre duvarlart uzaklastirilmis bitki hiicreleri olarak tanimlanabilir.
Hiicre duvan bitkiye gen transferini engelleyen bir bariyer oldugu igin enzimatik yolla
uzaklagtinlmaktadir. Raporun ilerki kisimlarinda detayli sekilde agiklandign iizere,
ilgilenilen gen gliglii bir promotdr altinda amaca uygun bir plazmide yerlestirildiginde

protoplastlarin  transformasyonunda  kullanilabilmektedir. Kullanilan bu  plasmidler




Agrobacterium yonteminde kullanilan plasmidlere nazaran daha kiigiik ve sade bir yapiya

sahiptir.

Projemizde, Agrobacterium ve direkt gen transferi sitemlerinde kullanilabilecek nitelikte
bitki transformasyon vektérlerinin konstriikksiyonu ve gelistirilen vektéorlerin iglerliliginin

protoplast ve Agrobacterium sistemleri Uizeride denenmesi amaglanmugtir.

Proje kapsamu her iki transtormasyon sistemi igin, 6zellikle optimizasyon ¢alismalarinda en
yaygin kullanilan GUS raportdr ve bar segici genlerini tagiyan iki farkli vektdr sisteminin
konstiiksiyonu (toplam dort farkli vektdr) ve olusturulan vektorlerin model olarak kullamilan

tiitiinde denenmesininden olugsmaktadir.

Arastirmalarimiz  sirasinda  agagida  belirtilen  vektorler  kullanilmustir.  Vektérlerin

kullanimina iligkin izinler Ek-1"de sunulmaktadir.

pGUSINT
pEmuPAT
pBCSK +/-
pPZP211 (binary vektor)

pGUSINT ve pEmuPAT vektorlerinden izole edilen 35S promotér-GUSINT- 35S terminator
ve Emu promotor-Bar-Nos terminatoér kasetleri ayrt ayn pBSCK +/- ve pPZP211
vektorleriyle ligasyon islemine tabi tutulmus ve yeni vektor kombinasyonlan elde edilmistir.
pBSCK +/-kombinasyonlart protoplast sisteminde kullanilirken, pPZP211 kombinasyonlari

binary vektor olarak Agrobacterium yoluyla gen transferinde kullamlmustir,

Onerilen ve Gergeklestirilen Calstmanin  Amag¢/Kapsam/Yontem Bakimlarindan

Karsilagtiriimasi

Projenin nihai amaci olan vektor konstiiksiyon ¢alismalarnt gergeklestirilmistir. Elde edilen

vektorlerin galigirhliklar1 Ongoriillen kapsam dogrultusunda yiiriitiilen Agrobacterium ve

protoplast transformasyon c¢aligmalart ile dogrulanmustir. Proje teklifinde yiiriitilmesi

ongoriilen yontemlerin tamami uygulanmugtir.
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Bu galigmalara ek olarak sonuglarin daha iyi irdelenmesini olasi kilacak ve proje teklifinde

yuriitlmesi ongoriilmeyen (6rnegin transgenik bitkilerin rejenerasyonu ve F1 dél analizleri ve
protoplasta ek olarak plasmidlerin baska bir direkt gen aktannm sistemi olan partikiil
bombardiman: (biolistik) sisteminde denenmesi gibi) bazi ek ¢aligmalar da proje kapsaminda

gergeklestirilmistir.

Ozet olarak projede 6ngoriilen hedeflere yine 6ngoriilen kapsam dahilinde ulasilmistir.

Il




BOLUM Il - MATERYAL VE YONTEMLER

IL.1. Bitki Transformasyon Vektorlerinin (BTV) Eldesinde Kullanilan Yéntemler

Proje kapsamindaki ¢aligmalara asagida adi1 gegen plazmidlerin biiyiik 6l¢ekli izolasyonunun

yapilmastyla baglanmistir. Plasmid haritalar1 Ek-2de verilmektedir.

- pBluescript (pBCKS +/-)
- pEmu PAT

- pPZP211

- pGUSINT

Bu amagla uygulanan yontemler sirasiyla asagida belirtilmistir.

I1.1.1. Bakteri Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi

Calismalarda  kullanilan  E.coli hiicreleri Luira Broth (sivi  LB) ortamlarinda
buyttilmislerdir. Gerektiginde ortamlar %1.5’luk agar ile katilagtinlmiglardir (LB-Agar).
Ortamlarda kullanilan antibiyotikler 0.2 mikronluk filtrelerden gegirilerek sterilize

edildikten sonra otoklavlannus ortamlara eklenmiglerdir. E.coli hiicreleri daha sonra

37°C’de 120-140 rpm’de biiytitilmiislerdir.

I1.1.2. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi ve Transformasyonu

Kompetan hiicre hazirlanmasi, (Inoue, 1990) gore yapilmistir. Y6tem asagida verilmektedir.

1. Gliserol stoktan alinan hiicreler LB-agar petrilere ¢izilir ve 37 OC de bir gece biiytitiiliir.

1. 10-12 tane 2-3 mm biiytikliikteki koloni 250 ml SOB ortamina transfer edilir.

iit. Kiiltlir A;,,=0.6 olana kadar 18 OC de biiytitiiliir.
1v. 10 dak buzda bekletilir.

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




vi. Pelet 80 ml soguk TB tamponunda ¢oziiliir.

vii. Hiicreler ayni sartlarda sentrifiij edilir.

viil.Pelet nazik bir sekilde 20 ml TB de ¢6ziiliir ve %7 dimetil siilfoksit (DMSO) derisimine
getirilir.

ix. Tupler 10 dakika buzda bekletildikten sonra 1-2 ml lik b6liimler halinde ependorf tiiplere

boliniir ve sivi azotta dondurulur.

Bu sekilde hazirlanan kompetan hiicreler daha sonra asagidaki sekilde transforme

edilmislerdir.

i.  Donmug kompetan hiicreler oda sicakliginda ¢oziiliir.

1i. 200yl hiicre siispansiyonu polipropilen tiiplere alinir.

1. 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. Tiplere 0.8 ml SOC soliisyonu eklenir ve 37 OC da hizh bir bigimde ¢alkalanir (180-200

rpm).

vii. Hiicreler 5 ml lik polipropilen veya cam tiiplere alinirlar.
viil.3 dakika 47 OC da bekletilmis yumusak agar eklenir ve segici antibiyotik igeren LB-agar

petrilere dékiiliir. 37 OC de inkiibe edilir.

I1.1.3. Biiyiik Olgekli Plazmid izolasyonu (Maksi-prep)

Izolasyon (Birnboim ve Doly, 1979) ve (Ish-Horowicz ve Burke, 1981) de anlatildig:

sekilde yapilmistir. Yontem asagida verilmektedir.

Secici LB-agar petrilerinde biiyiiyen kolonilerden alinan numuneler 200 ml se¢ici ortamda

37 OC de sallanarak sabaha kadar biiyiitilir ve plazmid DNA izole edilir. Plazmid

1zolasyonu asagidaki protokole gore yapilmistir.
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1. Kiltir 250 mI’lik sentriftj tiipiinde 4000 rpm 4 °C "de 10 dakika gevrilir.

ii. Pelet 20 ml STE tamponunda ¢oziiliir.

i1, Elde edilen ¢ozelti Sorval SS34 rotorunda 7100 rpm, 4 °C "de 5 dakika cevrilir.
1v. Pelet 4 ml Soll’de (50 mM glukoz, 10 mM Tris pH 8.0, | mM EDTA pH 8.0) ¢oziiliir.
v. Cozeltinin Gstiine 4 ml taze olarak hazirlanmis Sol2 (0.2 N NaOH, %1 SDS) eklenerek

tyice kanigtirtlir. Tiipler 5 dakika buzda tutulur.

vi. 12 ml soguk Sol3 (4 hacim 5SM potasyum asetat, | hacim 10M asetik asit) eklenir ve
tiipler basasag: ¢evrilerek karistirilir.

vii. 15 dakika buzda tutulur ve 10,000 rpm, 4 0C’de S dakika ¢evrilir,

viii. Stipernatant dort kat sargt bezinden siiziilerek temiz sentrifiiz tiiplerine alinir.

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

x. Tiipler 10,000 rpm, 4 0C de 5 dakika gevrilir.

x1. Stipernatant mimkiin oldugunca uzaklastirilir, pelet %70 etanol ile yikanir ve vakum
altinda kurutulur.

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

xiil. Stok plazmidler -20 0C’de saklanir.

[zolasyon sonrasi, plazmidler restriksiyon enzimleriyle kesilip agaroz gel elektroforez

yontemiyle kontrol edilmistir.

Calismalarimizda kullanilan dort plazmidden pEmuPAT yapisinda Emu prométér-Bar-Nos
terminator ekpresyon kasetini ve pGUSINT, 35S promotérii altinda intronlu GUS genini
tagimaktadir. Bu ekspresyon kasetleri daha sonra ayn ayrni pPZP211 ve pBCKS+/- adli

plazmidlere yerlestirilmek siiretiyle yeni plasmid kombinasyonlarina imkan vermektedirler.

11.1.4. Restiriksiyon Enzim (RE) Hidrolizi




Izole edilen plazmidlerden 20 ul, 25 tinite Pstl enzimi, 3 pl enzim tamponu ve 4 pl distile su

ile karigtirtlarak 37 O©C 16 saat bekletilir. Hidroliz islemi reaksiyon ortarm 60 ©C 10 dakika

tutularak sonuglandirilir.

I1.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Hidroliz edilmis DNA pargaciklart 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) kullanilir, jel kalinligi 4-5 mm

olup 100-120 V sabit voltajda 1-2 saat elektroforez edilir. Elektroforezde tampon sistem
olarak TAE kullamlir. Tampon i¢ine 10 mg/ml derisimli etidiyum bromid ¢ézeltisinden 5 pl

eklenir.

I1.1.6. Jellerin Goriintiillenmesi
Jeller UV 151k altinda agrandizor sistemi kullanilarak karanlik odada direkt olarak negatif
filmlerin Ustiine goriintiilenir. Elde edilen negatifler tab ettirilerek jellerin fotograflar alinir.

Daha sonra bu fotograflar taranarak bilgisayar ortaminda géoriintiilenir

Deneyler sonucunda elde edilen saf plasmidler ve restriksiyon enzimleri ile hidrolizleri

sonucu agaroz jel elektroforez profilleri Sekil 1.1"”¢ gosterilmektedir.

I1.2. Bitki Transformasyon Vektorlerinin Konstriiksiyonu

I1.2.1. pPZP211 ve GUSINT Kombinasyonu

I1.2.1.1 Fragment Izolasyonu




llgili fragmentin izolasyonu igin, yukarida biiyiik 6lgekli plazmid izolasyonu yapilan

pGUSINT HindlII restriksiyon enzimi ile kesildi Sekil 1.2. Cok miktarda fragment elde

etmek amaciyla, kesme reaksiyonunda yine yiiksek konsantrasyonda PGUSINT kullanild:.

Reaksiyon,

10 ul pGUSINT  (10.53pg/ul)

3 pl endoniikleaz enzim tamponu (10X)
14 pl steril distile su

3 ul Hind[I (10U/ul)

ile toplam 30 pl iginde ve 37 °C sicakliktaki su banyosunda gece boyunca yapildi. Daha

sonra fragmentin izolasyonu yukaridaki reaksiyonun tamami kullanilarak agaroz jel

elektroforez yardimiyla gergeklestirildi (0.5X TAE, 1% agaroz). Yiirlitme islemi sonunda,

Jel miimkiin oldugunca kisa bir siire UV-151k altinda incelenir ve beklenilen biiyiikliikte

ortaya ¢tkan bant yine UV-isik altinda jelden kesilerek ¢ikarilir. Bu islem sonunda

fragmenti iki yolla izole etmek miimkiindiir.

1.

11l.

v.

11.2.1.1.a. Dializ Yontemi

Kesilen par¢a iginde 500 pl TE tamponu (pH:8) olan kiigiik bir dializ torbasina konur ve
her iki ucu sikica kapatiir.

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

Yiiriitme islemi tamamlandiginda, torba tanktan g¢ikarilir ve i¢indeki tampon temiz bir

ependortf tlp i¢ine alinir. Sonra DNA molekiilii 0.1 hacim sodium asetat ve 2 hacim %96

etanol eklenerek - 20 9C de bir gece bekletilir.
Bir sonraki basamakta ¢okelti maksimum hizda santrifuj edilerek toplanir, st faz atilir

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




v. FElde edilen miktara gére ¢oken DNA daha Once steril edilmis suda (10-30 ul) ¢oziilerek
-20 °C de saklanir.

I1.2.1.1.b. Stvi Azot Kullanarak Fragment Izolasyonu

Bu yontemde kesilen parga bir ependorf tiip i¢ine koyularak sivi azot i¢inde tamamen
dondurulur. Dondurulan par¢a daha sonra dort kat katlanmis parafilmin igine tam kogeye
yerlestirilir ve bas ve isaret parmaklar arasinda sikilir. Bu arada digart sizan sivi micropipet
yardimiyla toplanarak temiz bir ependorf tiip icerisine alinir. Izole edilen fragment dializ

yonteminde anlatildigi gibi sodium asetat ve etanol kullanilarak ¢otiirtiliir ve 10-30 pl steril

edilmis distile su igerisinde ¢oziilerek -20 °C de saklanir

Bu konuda yiiriitiilmiis deneylerden elde edilen 6rek bir sonug Sekil 2°de gosterilmektedir.

Deneyle ilgili detaylar sekil alt yazisinda belirtilmektedir.

Yukanda izole edilen GUSINT fragmenti 3’ ve 5’ sonlarinda HindIII restriksiyon sekansi
tagimaktadir. Bu fragmentin pPZP211’in yapisinda yer almasi i¢in, bu vektdriin ¢oklu
klonlama bolgesinde bulunan ayni restriksiyon yani HindlIlI ile kesilmesi gereklidir. Fakat,
3’ ve 5’ sonlarinda birbirini tamamlayan sekanslari bulunduran linear plazmid DNAsi
ligasyon reaksiyonu sirasinda ilgili fragmentle yapismadan tekrar kapanma riskine sahiptir.
Bu nedenie defosforilasyon reaksiyonu ile linear DNAnin 5’ fosfat gruplari bacteriyal alkalin
fosfataz (BAP) veya calf intestinal alkaline fosfataz (CIP) enzimleriyle uzaklastirilir.

Boylece rekombinant plasmid elde etme sans: artirtlmis olur.

pPZP211’in Hindlll ile kesilmesi

3 ul pPZP211 (9.19 pg/ul)

3 ul endoniikleazenzim tamponu (10X)
22 ul steril distile su

2 pl HindIIT (10U/ul)




ile toplam 30 pl iginde 37 °C sicaklikta gece boyunca yapilmistir.

Kesim reaksiyonunun tamamlanmasindan sonra , ortamdaki enzim ve diger maddeler
fenol:kloroform ile temizlenip etanol yardimiyla linear plasmid DNA’s1 ¢oktiiriiliir ve DNA

peleti TE tamponu i¢inde ¢6ziiltr.

Yukaridaki reaksiyonda ;
3ul pPZP211  3x9.19ug/pl =27.57 ug/30 ul yani 0.919 pg pPZ211/ul veya
919 pg pPZP211/ml

Linear DNAnn igerdigi fosfat miktari,

pmol fosfat =_[Niikleotid ] pg/ml = 919 pg/ml = 3 pmol
315 315

0.1U fosfataz enzimi, | pmol fosfati uzaklastirabilmektedir. Boylece, bu reaksiyon i¢in 0.3

U enzim gerekmektedir. Enzim stogu 1U/pl oldugu i¢in 0.3U enzimi almak zor olacagindan,

kullanilan DNA ve enzim miktarlari uygun oranlarda artiriimigtir.

Defosforilasyon reaksiyonu

5.5 ul HindIll ile kesilmis pPZP211 (= 5000ng)

2 pl CIP tamponu (10X)

10.5 pl steril distile su

2ul CIP (1U/ul)

sirastyla kanigtinlarak 37 °C sicaklikta 30 dakika boyunca yapilir. Reaksiyon sonunda CIP
enzimi, karigimin 75 °C’de 10 dakika inkiibe edilmesi yoluyla inaktive edilir. Enzim ve
diger maddeler daha Once belirtildigi gibi fenol:kloroform kullanilarak ortamdam

uzaklastirilir.

Ligasyon Reaksiyonu




4 ul (50 ng/pl) defosforile pPZP211

I ul GUSINT fragment (= 350 ng/pl)

4 ul steril distile su

I pl ligaz tamponu (10X)

I pl ligaz

kanistirthir ve 16 °C’de gece boyunca inkiibe edilir. Reaksiyon sonunda enzim inaktivasyonu

65 °C’de 15 dakika boyunca yapilir ve ornek daha sonra kullaniimak {izere -20 °C’de

saklanir.

Daha sonraki isleme ligasyon reaksiyonunun bakteriyal transformasyonu ile devam

edilmistir. Transformasyon sonras: elde edilen kolonilerden rastgele secilip stvi, antibiyotik

iceren LB icerisinde biyiitiilmiis ve biiyiitiilen kiiltirlerden agsagidaki yontemle kiigiik

6leekli plasmid izolasyonu yapilmistir,

ii.

iil.

.

Vi,

Vii.

I1.2.1.2. Kiiciik Olgekli Plazmid Izolasyonu (Mini-prep)

2-3 ml baktert segici LB ortaminda biiyttiiliir.

Hiicreler 5 dak 3000 rpm’de ¢evrilerek toplanir.

0.2 ml 50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 10 mM EDTA solusyonunda ¢6ziiliir.

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

Cozelti beraklagincaya kadar tlipler nazikce kanstirihr

0.2 ml 2.5 M pH:4.8 potasyum asetat ¢ozeltisi eklenir, karigtirilir ve 3 dakika -80 ©C
bekletilir.

0.6 ml fenol:kloroform:izoamil alkol (25:25:1) ¢ozeltisi eklenir, kanstirihir ve 13,000

rpm’de 2 dakika ¢evrilir.

viii. Temiz tiiplere alinan supernatantlara 0.9 ml izopropanol eklenir ve -80 9C 15 dakika

bekletilir.
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ix. 0.2 ml 0.1 M MgCl,, 100 ug/ml RNase solusyonu eklenir, 37 ©C de 15 dakika

bekletilir ve 12,000 rpm’de 5 dakika ¢evrilir.

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.

Elde edilen plasmidler daha sonra HindIIl ile kesilip ilgili fragmenti tagiyip tagimadiklar
agaroz jel electroforez yontemiyle kontrol edilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen 6rnek bir

sonug Sekil 1.3’de gosterilmektedir.

Elektroforez sonucuna bagli olarak hangi koloninin rekombinant plasmidi tagidiginin
belirlenmesinden sonra bu koloni yeni hazirlanan plasmidin biiyiik 6lgekli izolasyonu i¢in

kullanilir,

[1.2.2. pBCSK +/- ve GUSINT Kombinasyonu

pBCSK’in Hind III ile kesilmesi

2 ul pBCSK +/- (12.96 ug/ul)

3 ul endontikleaz enzim tamponu (10X)

23 pl steril distile su

2 ul Hind 1T (10U/ul)

ile toplam 30 pl i¢inde ve 37 °C’de bir gece boyunca yapilmustir. Kesim reaksiyonunun
tamamlanmasindan sonra, ortamdaki enzim ve diger maddeler fenol:kloroform ile
temizlenip etanol yardimiyla linear plazmid DNAsi ¢oktiiriiliip ve TE tamponu iginde

coziilmistiir,
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Linearize edilmis DNAnmn fosfataz reaksiyonu i¢in kullanilmadan Once son

konsantrasyonunun bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla linearize edilmis pBCSK’in

konsantrasyonu spektrofotometrik yontem kullanilarak 260 nm dalga boyunda Sl¢lilmiigtir.

A,,=0.186 [pPBCSK +/-] = A, x DNA faktorii x diliisyon faktori/1000
= 0.186 x 50 x 200 /1000

= 1.86 pg/pl

Defosforilasyon reaksiyonu

10 pg pBCSK +/- (Hind III) alabilmek i¢in; 10/1.86 =5.5 ul

5.5 pl Hind III ile kesilmis pBCSK +/- (= 10000 ng)

5 pl CIP tamponu (10X)

37.5 pl steril distile su

2 ul CIP (1U/ul)

sirastyla karistirlarak 37 °C sicaklikta 30 dakika boyunca yapildi. Reaksiyon sonunda CIP
enzimi kanigmmin 75 °C’de 10 dakika inkiibe edilmesiyle inaktive edildi. Enzim ve diger
maddeler daha énce belirtildigi sekilde fenol:kloroform kullanilarak ortamdan uzaklastirildi.
Bu islem sonunda bir miktar DNA kaybedildigi i¢in son DNA konsantrasyonunun yeniden
hesaplanmas: gerekmektedir. Yukarida belirtildigi sekilde defosforilasyon sonrasinda

pBCSK (Hind II1, -P) konsantrasyonu 1050 ng/ul olarak bulunmugtur.

Ligasyon reaksiyonu

2 ul (=200 ng) = yukanida belirtilen konsantrasyon 1/10 oraninda azaltilmistir, yanil05
ng/pl

I pul GUSINT fragmant: (350 ng/ul)

1 pl ligaz tamponu (10X)

5 ul steril distile su

I plligaz
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sirastyla karigtirtldi ve 16 °C su banyosunda gece boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon sonunda
enzim inaktivasyonu 65 °C’de 15 dakika boyunca yapihp daha sonra kullanilmak {izere - 20

°(’de saklandi.

Bir sonraki isleme ligasyon reaksiyonunun bakteriyal transformasyonu ile devam edilmistir.
Transformasyon sonrasi elde edilen koloniler rastgele seg¢ilip bu kolonilerden kiigiik Slgekli

plazmid izolasyonu yapilmistir.

Ayr ayrt kolonilerden elde edilen plazmidler daha sonra Hind III ile kesilip ilgili fragmanti
tastyip tasimadiklar agaroz jel elektroforez yontemiyle kontrol edilmistir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonug Sekil 1.4’de gosterilmektedir. Izolasyon sonunda pozitif kolonilerden
birini kullanarak rekombinant plazmidin daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere biyiik

oleekli izolasyonu ve agaroz jelde kontroli yapilmistir (Sekil 1.5).

[1.2.3, pPZP211 ve Emu-BAR-Nos Kombinasyonu

Bu bitki tansformasyon vektoriiniin eldesine ilgili fragmantin izolasyonu ile baglanmistir.
Emu-BAR-Nos fragmanti pEmuPAt adli plazmidin Hind I ve EcoRI arasindaki
restriksiyon bolgesinde bulunmaktadir. Bu fragmanti izole edebilmek i¢in, pEmuPAT Hind
III ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile daha 6nceki orneklerde gosterildigi gibi kesilmistir.
Fakat, fragmant ig¢inde fazladan bir Hind [II kesim bélgesinin bulunmas: fragmantin biitiin

olarak eldesini zorlastirmistir. Bu amagla pEmuPAT plazmidi,

3l pEmuPAT (12.95 pg/ul)

3 pl endoniikleaz enzim tamponu (10X)

22 pl steril distile su

I pl Hind I (10 U/uly

I ul EcoRI (10U/ul)

ile toplam 30 pl i¢inde 37 °C’de kesilmis ve reaksiyon boyunca 15, 30, 60, 75,ve 90 nimnct

dakikalarda 6rnek alinmistir. Alinan Grnekler daha sonra agaroz jel elektroforez yontemi ile

22




kontrol edilmistir (Sekil 1.6). Elde edilen sonugta, ilk 15 ve 30’uncu dakikalarda ilgili
fragmant (2200 bp) beklenilen bélgede goriilmiis fakat daha ilerki zamanlarda fragmant iki
pargaya béliinmiis sekilde (1375 ve 825 bp) gozlemlenmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak,

Emu-BAR-Nos fragmanti agsagida gosterildigi sekilde izole edilmistir.

25 ul pEmuPAT (12.95 ug/pl)

4 ul endoniikleaz enzim tamponu (10X)

1 ul steril distile su

5 ul Hind I

5 pul EcoRI

toplam 40 pl iginde, 37 °C’de 15 dakika boyunca inkiibe edilmigtir. Reaksiyondaki
enzimlerin inaktive edilmesi i¢in reaksiyon karigimi 75 °C’de 10 dakika tutulup daha sonra

kullaniimak fizere -20 °C’de saklanmaktadir.

Yukarida verilen reaksiyon kansimmin tamami daha sonra ilgili fragmantin izolasyonu igin
0.5X TAE tamponu icinde %! agaroz olarak hazirlanan jele yiiklendi. Yiriitme islemi
sonunda beklenilen biiyiikliikte ortaya ¢ikan bant UV-1s1k altinda jelden kesilerek ¢ikartildi.
Bu islem sonunda fragmanti [1.2.1.1°de belirtildigi gibi dializ veya sivi azot kullanilarak

izole etmek miimkiindiir (Sekil 1.7).

pPZP211’in Hind III ve EcoRI ile kesilmesi

2 ul pPZP211 (9.19 pg/ul)

3 pl endoniikleaz enzim tamponu (10X)
21 pl steril distile su

2 pl Hind III

2 ul EcoRI

toplam 30 pl reaksiyon karigimi igerisinde 37 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Ligasyon reaksiyonu




Kesim reaksiyonundan,
2 ul pPZP211 (9.19 pg/ul) 2 x 9.19 pg/ul =18.38 pg/30 pl = 0.61 pg/ul =610

ng/ul
Bu konsantrasyondan 1 pl alip toplam hacmi su ile 6 ul’ye ¢ikarirsak = 610 ng/6 ul

= 100 ng/pl

2 ul pPZP211 (Hind HI - EcoRI)

8 pl Emu-BAR-Nos fragmanti (37.5 ng/pl)

1.5 pl ligaz tamponu (10X)

2.5 ul steril distile su

1 plligaz

toplam 15 pl iginde, 16 °C su banyosunda gece boyunca (16-18 saat) inkiibe edildi.

Ligasyon reaksiyonunu daha 6nceki érneklerde bahsedildigi gibi bakteriyal transformasyon
ve kiiiik 6lgekli plazmid izolasyonu takip etmektedir. izole edilen plazmidler Hind I ve
EcoRI ile kesilip agaroz jel iizerinde tespit edildikten sonra (Sekil 1.8) pozitif oldugu
diisiiniilen bir koloniden biiyiik 6lgekli plazmid izolasyonu ve bu izolasyona ait agaroz jel

kontrolii ile islem tamamlannus olur ($ekil 1.10).

11.2.4. pBCSK +/- ve Emu-BAR-Nos Kombinasyonu

Bu bitki transformasyon vektoriiniin hazirlanmasi igin izlenen yol yukarida pPZP211-Emu-
BAR-Nos kombinasyonunda anlatildigi gibidir. Bu plazmid kombinasyonuna ait kugiik
olcekli plazmid izolasyonu sonuglar $ekil 1.9°da ve biiyiik 6lgekli plazmid izolasyonuna ait

sonuclar da Sekil 1.10°da verilmektedir.
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I1.3. Protoplast Hazirlanmasina Yéonelik Calismalar

[1.3.1. Protoplast Izolasyonu ve Transformasyonu

Protoplastlar igin kisaca hiicre duvarlari uzaklastirilmig  hiicreler diyebiliriz.  Bu
ozelliklerinden dolayi bitki hiicresinde yaptlmasi diigiiniilen manipiilasyon ve transgenik
bitki hazirlanmasina yonelik ¢alismalarda oldukga sik kullanilmaktadir. Protoplastlar farkli
kaynaklardan iiretmek miimkiindiir, 6rnegin, siispansiye hiicre kiiltirlerinden, kallus
dokularindan veya dogrudan bitkinin yapraklarindan. Protoplastlarin  hazirlanmasinda
¢ogunlukla sellulolitik ve pektinolitik enzimler kullanilmaktadir. Mesela, pektinaz enzimi
hiicre kiimelerini parcalayarak tekli hiicreler olusmasini saglarken, selliilaz enzimi hiicre

duvarim uzaklastinir.

Calismalarimizda BY2 (Bright Yellow Tobacco) suspansiye hiicre kiiltiirti kullanilmus (Sekil
2.1), protoplast izolasyonu (Nagata, T. ve Takebe, 1., 1979) ve transformasyonu (O’Neill

C.ve ark., 1993), (Negrutiu [. ve ark.,1987) da anlatildig: sekilde yapilmigtir.

Tiitiin siispansiye kiiltiirii BY-2 (Bright Yellow Tobacco) diizenli olarak 0.2 mg/L 2,4-D
iceren MS (Murashige ve Skoog) ortami ile dort giin arayla yenilenmektedir. Bu

kiiltiirlerden protoplast hazirlama yontemi asagida verilmektedir.

1. Son yenilemeyi izleyen ikinci giinde siispansiye kiiltiir ile K3 enzim soliisyonu 1 (10 ml) :
1 (10 ml) olacak sekilde steril sartlarda kanstiriimustir. Kangim daha sonra gok diigiik bir

hizda sallanirken oda sicaklifinda ve karanlik ortamda yaklasik 5-7 saat inkiibe edilmistir.

2. Belirtilen siire boyunca hiicrelerin durumu igtk mikroskopu altinda izlenerek protoplast

olusumu diizgiin, tek tek yuvarlak hiicreler olarak gozlemlenebilmektedir (Sekil 2.2).




3. Parcalanmamis dokular sirasiyla 100um ve 60 pm’lik filtrelerden gegirilerek

uzaklastirildi

4. Filtre edilen kistm daha sonra ¢ok diisiik bir hizda (100-300 g)’de 7-10 dakika sentriftj

edilerek protoplastlar ¢oktiiriilmustiir.

&, Siipernatantdaki enzim soliisyonu uzaklagtinldiktan sonra, protoplastlar yaklasik 10 ml

W35 yikama ortamt ile yikanmigtir.

6. Yikama islemi sonunda protoplastlar yine diisiik hizla yapilan sentrifiij islemi ile

¢Oktiiriilmiigtiir.

7. Yikama ve sentrifiij islemi yukarida anlatildig sekliyle tekrarlantiktan sonra toplanan

protoplastlar 5 ml W5 yikama soliisyonu igerisinde birakildi.

8. Protoplastlar ¢ok yavas hareketlerle birkag kez sallandiktan sonra bir hemosaytometre
yardimiyla mikroskop altinda sayilmustir. Protoplastlarin hiicre duvarlari olmadigi igin
olduk¢a kirtlgandir. Bu yiizden izolasyon boyunca g¢ok dikkatli ve yavas davraniimasi

gerekmektedir.

Sayilan protoplast miktart x 10* x Diliisyon faktorii = 0.1ml icinde bulunan protoplast miktart

0.1 ml icinde bulunan protoplast miktar x 10 x 5= 5 ml i¢inde bulunan protoplast miktari

9. Protoplastlar yukarida anlatildig sekilde ¢oktiiriildiikten sonra 300 pl iginde 2,5 milyon

protoplast olacak sekilde MaMg transformasyon tamponu icerisinde ¢ozildu.

10. Yapilacak transformasyon sayisina gore her 10 ml’lik tiipe 300 pl bu karigimdan dagitilir
ve daha 6nce steril edilmis pBSK+GUS ve pBSK+Emu-Bar-Nos vektorlerinden ayri ayri
25-30 pl (1 pg/wl stoktan) eklendikten sonra 300 ul 40% PEG 4000 soltisyonu miimkiin
oldugunca ¢abuk fakat birkag seferde tiip egik vaziyette tutulup hafif hareketlerle sallanarak

eklendi.
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11. Bu transformasyon kangimi 15 dakika oda sicakligida bekletilirken tiipler 5’er dakika

ara ile yavasga sallanarak karigtinldi.

12. Bu siire sonunda karisim her iki dakika sonunda 1, 2, 3, 4 ml yani toplam 10 ml W5

soliisyonu eklenerek yikandi.

13. Yikanan protoplastlar tekrar sentrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve yrkama soliisyonu tamamen
uzaklastirildikan sonra hormon ve glitkoz igeren 10 ml K3 protoplast kiiltlir ortami icinde
birakildi. Protoplastlar 24 saat boyunca karanlikta inkiibe edildikten sonra normal sartlarda
25 C’de 16 saat 151k/8 saat karanlik olarak ayarlanmg inkiibatorde hiicre duvari olugumu,

normal boliinme ve diger yasamsal aktiviteler i¢in birakildilar.

Transformasyonu izleyen 3.veya 4. giin igerisinde hiicre duvari olusumu ve ilk hiicre

béliinmesi inverted mikroskop kullamlarak izlenebilmektedir (Sekil 2.3).

Soliisyonlar:

E1 enzim soliisyonu

A/2 soliisyonu (100ml)
MES 58.5 mg
NaH2PO4 10.0 mg
CaCl,.2H,0 100 mg
Mannitol 6.37 2(0.35 M)
Sorbitol 6.37g (035 M)
pH =6.5

100 ml A/2 Soliisyonu iginde asagida verilen enzimler ¢oziildi.

Cellulase R10 (Yakult Honsha co,Ltd) 2g
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Driselase (Fluka 26.5 u/mg) 05¢g

Macerozyme (R10 Yakult) 05¢g
Pectinase (Serva 0.2 u/mg) lg
Pectolyase (Sigma 3.2 u/mg) 01lg

Cozme islemi 4°C’de yapildi ve ¢oziilmeyen kisimlar sentrifuj edilerek ¢oktiiriildi. Berrak
olmas: gereken siipernatant dikkatlice temiz bir tipe toplanip pH=5.6 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra enzim schisyonu filtrasyon yéntemi ile steril edilerek en fazla 0°C’de

saklanmaktadirr.
W5 Yikama Solusyonu

150 mM NaCl

100 mM CaCl,.2H,0
5mM KCI

SmM  Gliikoz

Hepsi ¢éziiliip pH=5.6 olarak ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edilmigtir.

MaMg Transformasyon Soliisyonu (50 ml)

0.5 M Mannitol 455¢g
15 mm MgCl,.6H,0 0.152 g
0.1% MES 005¢g

[stenilen hacim icinde ¢oziiliip pH: 5.8 olacak sekilde ayarlandiktan sonra otoklav
yapilarak steril edilmistir.
PEG (PolyEthylene Glycol) 4000 (50 ml)

40% PEG 4000 20g

0.4 M Mannitol 364¢g

0.1 M Ca(NO,), 1.2g




Hepsi sitilarak ¢6ziillmiis ve pH: 8-9 olacak sekilde ayarlandiktan sonra

otoklavlanarak steril edilmistir. Bu soliisyonun pH degerinin 6-7 arasinda sabitlenmesi igin
otoklav sonrasinda bir giin siire ile bekletilmesi kaynaklarca dnerilmektedir.

K3 Protoplast Kiiltiir Solisyonu (100 ml)

Stok 1 10 ml
Stok 2 0.5 ml
Stok 3 20 ul

Stok 4 200 pl
Stok 5 200 pl

0.4 M glitkoz, 10 pl 2,4-D (1 mg/ml), 20 ul BAP (1mg/ml), 100 ul NAA (1mg/ml).

Hepsi toplam 100 ml iginde ¢oziilmiis, pH: 5.8 olacak sekilde ayarlandiktan sonra filtrasyon

yontemiyle steril edilmigtir.

I1.4. Transformantlarin Segimi ve Analizi

Protoplastlara pBSK+GUS ve pBSK+Emu-Bar-Nos vektdrlerinin kullanilmasiyla yapilan
transformasyon isleminin islerligi reporter olarak kullanilan genin Uriinli B-glucuronidase
(GUS) enziminin activitesinin Sl¢lilmesi esasina bagli olarak yapilmaktadir (Jefferson R.A.,
1987, 1989), (Jefferson R.A ve ark., 1986), (Jenes, B. ve ark., 1991).
Bitkilerde GUS enzim aktivite analizi iki farkli yontem kullanilarak yapilabilmektedir.

i. Fluorometrik enzim (GUS) aktivite ol¢iimi

i1. Transform edilen hiicrelerin Histokimyasal boyanmasi.

i1.4.1. Floremetrik GUS Analizieri

Bu analiz yénteminde, fluorometrik substrat 4-methyumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG),
GUS enziminin etkisiyle fluoresent bir bilesik olan 4-methyl umbelliferone (MU)’ya
cevrilir. Bu bilesik UV-is1g1 altinda mavi 11k yaymakta olup 1sik siddeti 455 nm’de

florometre kullanilarak olciilebilmektedir.




Bu analiz yontemi i¢in 6ncelikle transformasyon sonrast 2 ve 3 giinliik protoplast drnekleri

alinmistir. Daha sonra bu Orneklerden toplam protein izolasyonu yapilmis, elde edilen

proteinler fluorometrik GUS analizi i¢in kullaniimistir.

I1.4.1.1. Protein Ekstraksiyonu

Seliisyonlar:

GUS Ekstraksiyen Tamponu

50 mM NaH,PO,/Na,HPO, (pH:7.0)
10 mM Na,.EDTA

10 mM B-Mercaptoethanol

0.1% N-lauroylsarcosine

0.1% TritonX-100

i. Protoplast ornekleri 10 ml’lik ¢ok temiz (tercihen steril) tiipler igine alinip 7-10 dakika

100-300g’de sentrifiij edilerek ¢oktiirtildii.

ii. Toplanan protoplastlar daha dnce anlatildig: sekilde iki kez W5 soliisyonu ile yikandi.

iii. Son basamakta protoplastlar 1 ml W5 soliisyonunda birakilip ependorf tibiine
aktarildilar ve microsentrifiijiin son hizinda (13 000 rpm) 30 saniye sentrifiij edilerek

¢oktiirildiler.

iv. Yikama soliisyonu tamamen uzaklastirildiktan sonra protoplast peleti iizerine 100 pl
GUS ekstraksiyon tamponu eklenip sivi nitrojen iginde donduruldu. Dondurulan érnek daha
sonra vorteks yapilarak ¢ozdirildi. Bu iglem iki kez daha yapilip hiicrelerin tamamen

pargalanmasi saglandi.

v. Ormekler tekrar son hizda sentrifiij edildi ve st faz temiz ependorflara aktarilarak daha

sonra kullaniimak lizere 4 veya -70 °C’de sakland1.




I1.4.1.2. Toplam Protein Derisiminin Hesaplanmast

Toplam protein miktari Bradford yontemi (Bradford, 1976) kullanilarak hesaplandu.
Oncelikle 1-10, 14, 20 pg BSA (Bovine Serum Albumin) konsantrasyonlart kullanilarak bir

standard egrisi hazirlandi.

Standart Blank: 995 pl 1X Bradford soliisyonu + 5 pl distile su

Standartlar: 995 | 1X Bradford soliisyonu + 5 pl (1-10, 14, 20 ug BSA)

Bu sekilde hazirlanan standartlar 10 dakika karanlikta bekletildikten sonra absorpsiyon
degerleri 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Slgiildi.

Ornek Blank: 995 pl 1X Bradford soliisyonu + 5 ul GUS ekstraksiyon tamponu

Ornekler: 995 ul 1X Bradford soliisyonu + 5 pl protein ekstrakt

Aymi sekilde absorpsiyon degerleri 595 nm dalga boyunda élciildiikten sonra, orneklerin

pg/pl protein miktarlan asagidaki sekilde belirlendi.

2 Giin 3 Giin
Kontrol 1.8 1.4
pBSGUSINT 2.6 1.9
pBSEmuPAT 1.8 1.6

11.4.1.3. Florometrik Analiz:

Fluorometrik analiz (R.A. Jefferson, 1987) gore yapildi. Kullanan soliisyonlar ve yontem

asagida verilmektedir.

Seliisyoniar:

Fluoresence assay tamponu: 2 mM 4-methyumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG). 4.4 mg

4-MUG 5 ml ekstraksiyon tamponu iginde ¢oziiliirek 4 °C’de karanlikta saklanir.
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Stop Tampenu: 0.2 M Na,CO,

Fluoresence standard Stok: | mM 4-methyl-umbelliferone. 9.9 mg 4-MU, 0.5 ml DMSO
(DiMethylSulfOxide) icinde ¢dziilerek son hacmi 50 ml olacak sekilde ayarlanir.

Bu analiz yontemiyle, transformasyon sonunda GUS enzim aktivite dlgiimii, ortaya ¢ikan
fluoresent {irlin konsantrasyonuna bagh oldugundan ilk énce artan 4-MU konsantrasyonlar

icin dogru orantils artan floresan degerlerini gdsteren standart egrisi hazirlandi.

Standart Blank: Stop tamponu 0.2 M Na,CO,
Standartlar: Stop tamponu iginde 100, 200, 300, 400, 500 nm MU  olacak sekilde
hazirlanip fluoresence degerleri, Exitation= 365 nm, Emmision= 445 nm dalga boyunda

fluorometrede 6lciildii. Elde edilen kalibrasyon dogrusu asagida verilmektedir.

200
700
. 600 - Kons. (nM) jFluo.
2 500 7 0 8.836
§ 400 / 10 17.863
2 300 - # 100 156.267
200 // 200 293.069
100 - s 300 449.719
0 ;{ N N R R - 400 596.230
= = S s 2 2 500 740.539

Konsantrasyon {nlM)

Ormekler i¢in, ti¢ farkh zaman araliklarinda (0, 1 saat, 2 saat) GUS analizi yapildi,. Her
analiz i¢in 10 pg protein olacak sekilde her drnek i¢in 30 pg protein kullanildi. Dolayisiyla

bu miktara denk gelen protein isolatlari (bakiniz Bradford Analizi) hesaplandi.

ul protein (30 pg) | pl ekstraksiyon tamponu

Kontrol (2 giin) 17 433




pBSGUSINT (2 giin) 12 438
pBSEmuPAT (2 giin) 17 433
Kontrol (3 giin) 22 428
pBSGUSINT (3 giin) 16 434
pBSEmuPAT (3 giin) 17 431

Her 6rnek icin, 450 pl’nin 150 pl’si sifir zamani igin ayri ayn ependorflar igine alindi. Geri
kalan 300 pl, 300 pl fluoresence assay tamponu ile kargtirilip 37 °C ve karanlik ortamda 1
saat beklemeye birakildi. Bu arada 0 zaman aralifi i¢in ayrilan 150 pl, 150 pl fluoresence
assay tamponu ile karigtirilip, reaksiyon baglamadan 2.7 ml Stop tamponu ile durduruldu ve

sonuclar florometrede okundu.

1 saat sonunda 37 °C’ye birakilan 6rneklerin her birinden 300 pl ahnir alinmaz, reaksiyon
2.7 ml stop tamponu ile durduruldu. Geriye kalan kisim 2 saat ol¢limii igin tekrar 1 saat

siireyle 37 °C’ye birakildi. | saat datalari yukarida anlatiidigs sekilde florometrede olgiildii.

2. saat sonunda reaksiyonlar benzer sekilde durdurulup, datalar alindi.

Bulgular bolimiinde 0, 1 saat, 2 saat sonunda elde edilen floresans degerleri
transformasyonu izleyen ikinci (Sekil 2.4)ve tgiinci giin (Sekil 2.5) sonunda toplu olarak

gosterilmektedir.

[1.4.2. Histokimyasal GUS Analizleri

Oldukea sik kullanilan GUS enzim analizlerinden biridir. Temelde, GUS aktivitesi ile indoyl
grubu ayrilan kromogenik bir substrat olan 5-bromo-4-chloro-3-indoly-B-D-glucuronic asit
(X-Gluc)’in oksidatif dimerizasyonu sonucunda belirgin mavi bir rengin ortaya ¢tkmasina
dayanmaktadir. Boyama sonunda mavi rengin gozlemlendigi bolgeler enzim aktivitesinin
dokuya &zel lokalizasyonun oldugu boélgeler olarak agiklanabilir. Deneylerde kullanilan

soliisyonlar ve yontem asagida verilmektedir.




Soliisvonlar:

Protoplast boyama soliisyonu
0.3 % X-Gluc
30% Ficoll
5 mM K-ferrocyanide
5 mM K-ferricyanide
0.1 M Na-fosfat tamponu (pH: 7.0)
0.005% Triton X-100

Protoplast transformasyonu izleyen lgiincti giinde 100 pl iginde 10° protoplast olacak
sekilde, 500 upl protoplast soliisyonu ependorflara alindi. Uzerlerine 100 pl protoplast
boyama soliisyonundan eklenerek ¢ok hafif hareketlerle kargtinildiktan sonra 37 °Clye

ayarlanmus inkiibatorde karanlikta gece boyu bekletildi (Sekil 2.6) ve (Sekil 2.7).

I1.5. Agrobacterium Araciligy ile Transformasyon Calismalart

Hazirlanan bitki transformasyon vektorlerinden pPZPGUSINT ve pPZPEmuPAT
kombinasyonlarinin Agrobacterium suslarna transferi “tri-parental mating” yontemi
kullamlarak gerceklestirilmistir (Cindy R. ve ark., 1994). Transformasyon galigmalan ise

tiitiin yaprak diskleri tizerinde gergeklestirilmistir (Oktem ve ark. 1994).

[1.5.1. Triparental Mating

Bu calismada “triparental mating” yontemi ile binary vectdr olarak kullanilacak olan
pPZPGUSINT ve pPZPEmuPAT plazmidlerin Agrobacterium’a aktarilmasi ve bunun

sonucunda birer ikili sistemin olusturulmast amaglanmisgtir.
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Bakteri Suglari:

Agrobacterium: pMP90 adli, disarmed Ti plazmidi tastyan Agrobacterium, kromozomal
DNA iizerinde Rifampicin’e direng sagliyan geni ve disarmed Ti plazmidin iizerinde

Gentamycin’e direng sagliyan geni tagimaktadir.

pPZPGUSINT: Onceden E. coli igine alinmis olan pPZPGUSINT plazmidi, intron
eklenmis olan fglucuronidase (GUS) genini ve kanamycine direng saglayan npt/l genini
tagimaktadir. Ayrica, triparental mating’de bakteriyel seleksiyonu i¢in kullanilacak olan,

streptomycine direng sagliyan gen (Strp’) de bu plazmid iizerinde bulunmaktadir.

pPZPEmuPAT: Onceden E. coli igine alinmig olan pPZPEmuPAT plazmidi, bar (PPT’ye

direng sagliyan gen) geni ile Strp’ genini tagimaktadir.

pRK2013: Bu plazmidi tasiyan E.coli, triparental mating’de vektor plazmidlerinin
Agrobacterium’a aktarilmasinda yardime bakteri roliinii tstlenmekte ve iizerinde bakteriyel

seleksiyonu i¢in kullamilacak olan, kanamycine direng sagliyan Kan' genini tasimaktadir.

Kiiltdr Ortamlari:

Biitiin bakteriler direncli olduklar antibiyotikleri iceren sivi LB’de biiyiime gosterecegi

1sida, asagida gosterildigi gibi buylitiilmuistiir:

pMP90 (Agrobacterium): LB (25 g/L), pH 7.4 + Gentamycin (50 pg/ml) + Rifampicin
(20 pg/ml), 28°C.

pRK2013: LB (25 g/L), pH 7.4 + Kanamycin (50 pg/ml), 37°C.
pPZPEmuPAT: LB (25 g/L), pH 7.4 + Streptomycin (100 pg/mtl), 37°C.
pPZPGUSINT: LB (25 g/L), pH 7.4 + Streptomycin (100 pg/ml), 37°C.
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Triparental mating’den sonraki asamalarda, bakteri siispansyonlari, asagida gosterildigi gibi,

¢esitli antibiyotiksiz ve antibiyotikli kat1 LB ortamlarinda biyiitiiliir.

Antibiyotiksiz kati LB:

LB (25 g/L), pH 7.4 + Agar (1.5%), 28°C.

Antibiyotikli kati LB’ler:

- LB (25 g/L), pH 7.4 + Agar (1.5%) + Rifampicin (20 pg/ml) + Streptomycin (100 pg/ml),
28°C.

-LB (25 g/L), pH 7.4 + Agar (1.5%) + Rifampicin (20 pg/ml) + Streptomycin (100 pg/ml) +
Gentamycin (50 pg/ml), 28°C

Antibiyotikli sivi LB:
LB (25 g/L), pH 7.4 + Rifampicin (20 pg/ml) + Streptomycin (100 pg/ml) + Gentamycin
(50 pg/ml), 28°C

Triparental Mating Yontemi:

1. Mating: Asagida gésterildigi gibi, gece boyu biiyiitillen bakteri kiiltiirlerinden, mating ve

kontrol olarak 2 set olusturacak sekilde, steril tiiplere birer ml konulur.

Mating Seti Kontrol Seti
Iml pMP90 + Iml pRK2013 + Imil pPZPEmuPAT Iml pMP90 + 1ml pRK2013
Iml pMP90 + Iml pRK2013 + Iml pPZPGUSINT Iml pMP90 + Iml pRK2013

2. Mating ve Kontrol tiipleri 3000 rpm’de 5 dakika sentrifiijlenir.

3. Pelet Siispansyonu: Tiiplerdeki {ist sivi atilir ve dipteki peletler 200 pul 10 mM MgSO, de
gOziiltiiliir.

4. Bakteri ¢ozeltileri (200 pl) antibiyotiksiz katt LB ortamlarmda yayiltilir, ve petriler 28°C
‘de gece boyu bekletilir.

5. Gece boyu iiretilmis olan bakteri tabakalar steril 6ze yardimiyla katt LB yiizeyinden

kazilir ve 500 pl 10 mM MgSO, iginde ¢oziliir.
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13.

14.
15,

Her bir bakteri siispansyonundan, 200 pl alimp Rifampicin ve Streptomycin igeren LB

petrilere yayiltilir, ve petriler 28°C ‘de gece boyu bekletilir.

5. ve 6. asamalar tekrarlanir.

5. asama tekrarlanir.

Her bir bakteri siispansyonundan, 200 pl alimp Rifampicin, Gentamycin ve

Streptomycin igeren LB petrilere yayiltilir, ve petriler 28°C ‘de gece boyu bekletilir.

. 5. ve 9. asamalar tekrarlanir.
11.
12.

5. ve 9. asamalar tekrarlanir.

5. asama tekrarlanir ve bakteri siispansyonundan 6ze ile indkulum alinir ve Rifampicin
(20 pg/ml), Gentamycin (50 pg/ml) ve Streptomycin (100 pg/ml) igeren sivi LB’ lerde
gece boyu 28°C’de bekletilir.

Gece boyu biiytimiis olan bakteri kiiltiirlerinden 6rnek alinir ve Rifampicin (20 pg/ml),
Gentamycin (50 pg/ml) ve Streptomycin (100 pg/ml) iceren kat1 LB petrilere ¢izildikten
sonra gece boyu 28°C’de bekletilir.

Tek koloniler halinde tiremis olan bakteri kiiltiirleri 4°C” de muhafaza edilir.

Elde edilen tek koloniler asama 13 de belirtilen antibiyotiklerin varhiginda biiylitiilerek

gerekli analizler (plasmid izolasyonu) yiirtitiilir.

11.5.2, Pozitif Kolonilerin Analizi:

Triparental mating yontemi sonucunda elde edilen pozitif kolonilerin (antibiyotik direnci
gosteren) aktarilan BTV’leri tasidiklarnt plasmid izolasyonu ve RE sindirimi ile test

edilmistir. Bu amagla izlenen strateji sematik olarak agagida gosterilmektedir.




Antibiyotik direngli, Agrobacteri suglarinin biyiitilmesi

v

Aktartlan BTV lerin kiiglik dlgek izolasyonu

v

izole edilen plasmidlerin kompetan E.coli hiicrelerine aktariimast
|

v

Pozitif kolonilerin se¢imi

BTV’leri tastyan E.coli hiicrelerinden kiigiik 6lgek plasmid izolasyonu

v

Restriksivon enzim sindirimi

v

Sindirim firiinlerinin agoroz jellerde ayristiriimasi

v

Jellerin goriintiilenmesi

Yiiriitilen bu calismalarda Agrobacteri hiicrelerinden kiigiik Glgek plasmid izolasyonu

disindaki tiim deneysel ydntemler daha dnceki ara raporlarda verildiginden burada tekrar

edilmemektedir.

Agrobacteri hiicrelerinden yapilan plasmid izolasyonu yontemi ise asagidaki gibidir.

N

b

11.5.2.1. Agrobacterium Hiicrelerinden Kiigiik Olgek Plasmid Izolasyonu

Bakteri 28°C de geceboyu 100mg/ml Streptomycin iceren YEB ortaminda bilyttiliir.
1 dakika 12000 rpm'de santrifuj yapilir(4°C).

Pellet'e Iml yikama solusyonu (Sol 0: 0.5M NaCl, 0.1% Sarcosyl in TE)) eklenir.
Pellet iyice ¢ozilir.

1 dakika 12000 rpm'de santrifuj yapilir.(4°C)




10.
1.

13.
14.
15.
16.

Pellete 100 ul Solusyon 1 (50mM Glukoz, 25mM TrisCl (pH: 8.0), 10mMEDTA

(pH:8.0)eklenir. lyice ¢oziiliir.

200u1 Solusyon II (0.2%NaOH, 1% SDS) eklenir. Yavagca karigtirilir.

5 dakika 50-60°C sicakliktaki su banyosunda bekletilir

150ul Solusyon III (5M Potasyumasetat,Asetik asid, dH,O solusyonu) eklenir.
Kanstiritlip 10 dakika buzda bekletilir.

12000 rpm de 5 dakika santrifuj edilir.

Supernatant esit hacimde Fenol-Kloroform-Izoamilalkol ile karigtirilir. Vortekslenir.

. Ust faz yeni bir ependorf tiipiine alinir.

2 kati hacimli 96% etanol eklenir. 20 dakika -20°C de bekletilir.
Supernatant dokiiliir. 70% etanol pellete eklenir. 2 dakika 12000 rpm de gevrilir.

Supernatant atihir.Pellete 30 pl TE ve RNAse (20mg/ml) eklenir. -20°C de saklanir.

Elde edilen plazmidler RE sindirimi sonrasi agaroz jellerde aynstinilir (Sekil 3.1).

11.5.3. Yaprak Diski Transformasyonu

(Horsch, 1985) ve (Oktem, 1994) anlatildig1 sekilde yapilmustir.

Bakteri Kiltiivleri:

Triparental mating sonucunda elde edilmis olan Agrobacterium kolonileri antibiyotikli (Bk.

Triparental mating, asama 12) sivi LB’de gece boyu 28°C’de 140-160 rpm’de

bliyiitiilmustir.

Bitki Materyali:

Deneylede, steril MS ortaminda (Murashige ve Skoog, 1962) ekilmis ve biiylitiilmis olan I-

2 aylik tiitiin bitkilerin yapraklar:.
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Bitki Kiiltiir Ortamlari:Deneylerde farkli ortamlar kullanilmis olup, igerikleri asagida

verilmelktedir.

Sivi MS:  MS (M0404) (4.33 g/L) + 3% Siikroz, pH 5.7.

MSA: MS (M9274: agarh ve siikrozlu MS karigimi) (42.43 g/L), pH 5.7 + NAA
(0.1 mg/L) + BA (I mg/L).

MSB: [. pPZPEmuPAT ile transformasyona tabi tutulmus bitkiler ve onlarin
kontrol seti igin: MS (M9274) (42.43 g/L), pH 5.7 + NAA (0.1 mg/L)
+ BA (1 mg/L) + PPT (5 mg/L) + Sefotaksim (100 mg/L).

2. pPZPGUSINT ile transformasyona tabi tutulmus bitkiler ve onlarin
kontrol seti icin: MS (M9274) (42.43 g/L), pH 5.7 + NAA (0.1 mg/L)
+ BA (1 mg/L) + Kanamisin (75 mg/L) + Sefotaksim (100 mg/L).

Yaprak Diski Transformasyon Yontemi:

1. Steril kabin icinde, steril tiitiin yapraklan, yaklagik 0.5 x 0.5 cm’lik pargalara gelecek
seklinde kesilir.

2. Yaprak parcalari, gece boyu diremis olan Agrobacterium kiiltiirlerinin ODg= 0.57e
gelene kadar stvi MS soliisyonuyla seyreltilmis karigiminin icine aliir ve alti dakika
boyunca bu karigimin iginde ¢alkalanilir (100-120 rpm).

3. Kontrol set olarak, aym sayidaki yaprak pargalar sivi MS ortaminda alti dakika
calkalanilir.

4. Kontrol ve bakteri ile muamele edilen yaprak pargalari (Tr) bulunduklar: ortamlardan
alinir ve ayn steril filtre kagitlarinin {izerinde kurutulur.

5. Kontrol ve Tr yaprak pargalari ayrt MSA petrilerinin iginde yapragin tersi iiste gelecek
sekilde konulduktan sonra, 25°C’de 3 giin bekletilir.

6. MSA ortamindaki yaprak pargalari, MSB ortamlarma aktarihr ve 25°C’de gelismeye
birakilir. Ormeklerin ortamlan ikiser hafta araliklarla degistirilmelidir (Tablo 3.1 ve

Sekiller 3.2-3.3)
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[1.5.4. Regenerasyon Caliymalar:

MSB ortaminda beklenen kallus ve ilk yaprak olusumu sonrasinda yaprakciklar kalluslara
baglandiklari bolgelerden kesilip alinarak daha rahat gelisebilecekleri ve iglerinde kok
olusumunu saglayan MSC ortami (hormon icermeyen MSB ortami) bulunan kavanozlara

aktarildilar (Sekil 3.4). (Kontrol bitkileri i¢in MSA kullanmlmaktadir).

Kok uzunlugu 5-6 cm uzunluga ulastiginda,. bitkiler kavanozlardan alinip topraga transfer
edildiler. Bitkilerin toprakta inkiibasyonu swrasinda dehidrasyonu engellemek amaciyla
saksilar streg film ile kaplanip bitkiler ortama uyum sagladiklarinda streg film tizerinde ufak
delikler acildi. Bu sekilde bitki yaklagik 2 hafta bliylime odasinda tutulduktan sonra sera

ortaminda biiyimeye birakildilar (Sekil 3.5).

Benzer methodlar kullanilarak pPZP211+GUSINT vektoriiniin Agrobacterium aracthgiyla
titiin  bitkisine aktarilmasi  gergeklestirilmistir.  Diger vektorden farkli  olarak,
pPZP211+GUSINT kombinasyonunda bar geni gibi segici bir markériin - olmamas:
nedeniyle transgenik bitkilerin analizi ana vektor pPZP211’in iginde bulunan Kanamisine
karsi yapilmustir. Bu sebeple bitkiler transformasyon sonrastnda kanamisin igeren ortamlarda

bitytitiilmislerdir.

11.5.5. Transgenik Bitkilerin Analizleri

Deneylerden elde edilen transgenik bitkiler farklt yontemlerle analiz edilmislerdir. Bu

yontemler ve uygulanislart asagida verilmektedir.

I1.5.5.1. PCR (Polymerase Chain Reaction ) Analizleri

PCR analizleri Agrobacterium metoduyla titln bitkisine aktarilan genlerin transgenik
oldugu diisiiniilen bitkilerin genomuna transfer edilip edilmedigini anlamak amaciyla
yapilmistir. Bu nedenle ilk olarak, transgenik oldugu yukarida anlatildig sekilde yapilan

analizler sonucu positif olan bitkilerin yapraklarindan genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
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Daha sonra bu DNA’lar kullanilarak PCR analizleri bar ve gus genlerinin taninmasi

amaciyla dizayn edilen primerler kullanilarak gerceklestirilmistir.

[1.5.5.1.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonunda Doyle & Doyle (1990) metodu kullanilmugtir.

i. 0.5 to 1.0 g taze yaprak dokusu daha dnce sogutulmus porselen havan icerisinde sivi
azot kullamilarak ¢ok ince toz haline gelene kadar 6giitiiliir.

ii. Ogitiilen doku daha énce 65 C’ye sitilmg 6-7 ml CTAB izolasyon tamponu (2%
(w/v) CTAB, 1.4M NaCl, 0.2% (v/v) 2-merkaptoetanol, 20mM EDTA, 100 mm Tris-HCl
pH 8.0) ierisinde 65 C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilir.

iti. Soliisyon daha sonra sogutulup birkez kloroform:izoamilalkol (24:1 (v/v) ile yavasga
karistirilip ekstrakt edilir.

iv. Inkiibasyon isleminden sonra soliisyon 15 dakika 9000 rpm’de sentrifiy edilir.

v.  Berrak olan Gist faz temiz bir tiip igine genis agizhi pipet yardimiyla (genomik
DNA’nin kirtlmasin: 6nlemek amaciyla) toplanir ve iizerine 2/3 oraninda soguk izopropanol
eklenip dikkatlice karistirilir.

vi. Bu sirada genomik DNA belirgin bir sekilde ipliksi bir yapi halinde gézlemlenebilir.
Cam ¢engeller kullanarak toplanan DNA ependorf tiipler icerisine alinarak yikama tamponu
(76% etanol (v/v), 10 mM amonyumasetat) ile yikanir.

vii. 20 dakikalik yikama islemi sonunda genomik DNA daha beyaz olarak elde edilir.
Maksimum hizda yapilan mikrofij sonrasinda DNA  ¢oktiiriilur yikama tamponu
uzaklastirilarak DNA son konsantrasyonu 10 pg/ml RNase iceren TE tamponu igerisinde
cozilir.

viii. 37 C’de 30 dakika yapilan inkiibasyon sonrasinda soltisyon 2 hacim TE tamponuyla
seyreltilip son konsantrasyonu 2.5M olacak sekilde eklenen amonyumasetat ve 2.5 hacim
soguk etanol kullanilarak tekrar ¢oktuiriiliir.

ix. Maksimum hizda yapilan mikrofijj ile toplanan pelet oda isisinda kurutulup uygun
miktarda TE tamponu igerisinde ¢oziilir. DNA  konsantrasyonu spektrofotometre

kullanilarak 260 nm’de tayin edilebilir.
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[1.5.5.1.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR reaksiyonu her iki gen igin, gus ve bar, ayri ayri asagida belirtildigi sekilde yapilmistir.

[1.5.5.1.2.a. bar PCR
Genomik DNA 1 ul (1/100 diliisyon)
Primer (ileri) (20 pM) Iul
Primer (geri) (20 pM) tul
10X PCR tamponu 3l
MgCl, (25 mM) 1.5 pl
dNTP (10 mM) I ul
Taq polymeraz 0.3 pul
dH,O (steril) 21.2 ul
Toplam: 30 pl

Yukarida verilen kartsim, bar geni igerdigi diisiiniilen genomik DNA, kontrol bitkisinden
izole edilen genomik DNA (- kontrol) ve iginde bar geni tagiyan pPZP211+Emu-Bar-Nos

plazmidi (+ kontrol) igin ayri tiiplerde asagida verilen aymi reaksiyon kosullarinda

yapilmistir.

94°C 4 dak.

94 °C I dak.

55°C 45 saniye] 30X
72°C 30 saniye

72 °C 5 dak.

Burada 94 °C’de DNA sarmali birbirinden ayrilirken, 55°C’de dizayn edilen primerler i¢in
yapisma 1sist olarak saptanmustir. 72°C Taq polymeraz igin optimum is1 olarak

bilinmektedir. Bu sicakliklarda ve belirtilen zaman araliklarinda reaksiyon 30 kez

tekrarlanmistir.
Primer (ileri) 5° AAGCACGGTCAACTTCCGTA ¥

43




Primer (geri) 5 GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC 3’

PCR reaksiyonu daha sonra agaroz jel iizerinde yiiriitilmistiir (Sekil 3.6)

[1.5.5.1.2.b gus PCR

Genomik DNA I ul (1/10 ve 1/100 diliisyon)
Primer (ileri) (100 pM) 0.5
Primer (geri) (100 pM) 0.5 ul

10X PCR tamponu 3l
MgCl; (25 mM) L5l
dNTP (10 mM) I ul
Taq polymeraz 0.3 ul
dH,0 (steril) 222wl

Toplam: 30 pl

Benzer sekilde yukaridaki reaksiyon gus geni ierdigi distiniilen genomik DNA 1710 ve

1/100 diliisyonlarinda, kontrol bitkisinden izole edilen genomik DNA (-kontrol) ve

transformasyon sirasinda kullamlan pPZP211-GUSINT plazmidi (+ kontrol) i¢in aym

reaksiyon kosullarinda yapilmistir.

94~
94 °
60 °
72°
72°

OGNS G EN®]

5 dak.

1 dak.

I dak. ] 30X
30 saniye

5 dak.

Reaksiyon kosullart yukarida belirtildigi gibi ayarlanmistir. 60 *C primerlerin DNA’ya

yapisma 1sist olarak saptanmig ve reaksiyon 30 kez olacak sekilde set edilmistir.

PCR reaksiyonun agaroz gel lizerinde goriintiilenmesi Sekil 3.7°da gOsterilmigtir
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I1.5.5.2. Yaprak Boyama (Spreyleme) Analizi

Bu analizin amaci trangenik oldugu diisiiniilen bitkilerin herbisit uygulamasina gdsterdikleri
reaksiyonun incelenmesidir. Bu nedenle transgenik ve kontrol bitkilerinin yapraklari 0.25%
BASTA soliisyonu kullanilarak boyanmustir. Benzer analiz aym herbisitle spreyleme
yontemiyle de yapilabilmektedir.

Bu analizlere yénelik sonuglar II1. boliimde bulgular kisminda sunulmaktadir (Sekil 3.8,

3.9).

I1.5.5.3. Histokimyasal GUS Analizi (pPZP211+GUSINT)

Transformasyon sonras: elde edilen bitkilerin tohumlart 1 hafta boyunca MS ortaminda
bityiitiiliip histokimyasal GUS boyama soliisyonu igerisinde 37 *C’de karalikta gece boyu
inkube edilmistir. Mavi renk olusumunun daha rahat gézlemlenmesi amaciyla 96% etanol ile

klorofiller uzaklastinlmistir. (Sekil 3.10)

pZPEmuPat plasmidi ile yiriitlen transformasyon deneyleri sonrast geligtirilen transgenik
bitkilerden elde edilen tohumlar ise lethal dozde segici ajan varhiginda yapilan ¢imlendirme
deneyleri ile analiz edilmiglerdir. Tohumlar yiizeysel sterilizasyon sonrasi 10 mg/L PPT
iceren MS ortamlarinda ¢imlenmeye almmugtir. Deneylerde bar geni aktarilmamug titiin

tohumlar kontrol olarak kullanilmistir. (Sekil 3.11)

[1.6. Partikiil Bombardimam Cahismalan

Bu ¢alismalarda direk gen aktarim sisteminde kullanilabilecek nitelikte olan pBSGUSINT
plasmidinin farkh bitki dokularindaki uygulanabilirliligi arastrniimistir. Deneylerde olgun

bugday embriyolari ve olgunlagmamis mercimek kotiledonlari kullanimigtir.

I1.6.1. Tungsten Partikiillerinin DNA ile Kaplanmas:
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Deneylerde mikrotasiyici olarak 2 mikronluk tungsten partikiilleri kullamlmustir. Partikiiller

%70 etanol ile steril edilmis ve 60 mg/ml olacak sekilde su igerisinde ¢dziilmiistir. Bu
¢ozeltiden 20 pl, 5 pl pBSGUSINT (5 pg/ul) ve 25 pl 1 M kalsyum nitrat solusyonu ile
karistirtlmis ve 10 dakika buzda bekletilmistir. Partikiillerin ¢6kmesini takiben 36 pl
siipernatant  uzaklastinilmig, kalan kisim ise iki kez 5 pl seklinde dokularin

bombardimaninda kullanilmistir.

11.6.2. Dokularin Bombardimam

{zole edilen hedef dokular, GENEBOOSTER partikiil bombardimani cihazi ile vurulmustur.
Makrotasiyicilar nitrojen gaz basinct ile hizlandirilmistir. Deneylerde farkli bombardiman
parametreleri (gaz basinci, hazne vakumu gibi) kullamlmistir. Bombardiman sonrasi dokular
48 saat karanhkta bekletildikten sonra histokimyasal GUS analizine tabi tutulmuslardir.

Deney sonuglar sekil 3.12 ve 3.13 de gosterilmektedir.
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BOLUM III - BULGULAR VE ACIKLAMALAR

I11.1. Bitki Transformasyon Vectorlerinin Konstriiksiyonuna ait Bulgular

42800

Sekil 1.1 Sekil 1.2

Sekil 1.1: Maxi-prep sonrasi izole edilen plasmidlerin restriksiyon enzimleriyle kesilerek kontrol edilmesi
Burada “M” A-faja ait DNA markorii (Pst [ ile kesilmis), 1’de EcoRlI ile kesilmis, 2’de Hind Il ve EcoRI ile
kesilmis pEmuPAT gosterilmistir. 3. sirada 3000 bp olgiisindeki band Hind 11 kesilmis pBSCK +/-“i ve 4.
stradaki 9000 bp civarinda belirtilen band ise Pstl ile kesilmis p PZP21 1’1 ifade etmektedir.

Sekil 1.2: pGUSINT in HindIII ile kesilmesi sonucu elde edilen agaroz jel elctroforez sonucu.

Burada “M” A-faja ait DNA markori (Pst | ile kesilmig). 1’de Hindlll ile kesilmis pGUSINT plazmidi ve 2.
sirada kesilmemis pGUSINT gosterilmistir.
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Sekil 1.3: Mini-prep sonrasi pPZP211-GUSINT kombinasyonunun Hind I ile kesilmesinden elde edilen
agaroz jel elektroforez sonucu.

Burada ‘M’ (. ~-DNA Pst | markérii), 1-3’e kadar olan siralarda, 9000 bp 6lgiisiindeki dand pPZP21 I'i ve
alttaki 2800 bp bilyiikligiindeki band ise GUSINT fragmantini ifade etmektedir.

115019

5077 -9

2900 -
~2800

Sekil 1.4: pBCSK + GUSINT kombinasyonunun kiigik &lgekli plasmid izolasyonu sonras: HindIlI restriksiyon
enzimi ile kesilmesinden elde edilen agaroz gel elektroforez sonuglary.

M- A-faj Pstl markérii, (3) pBCSK (2.9 kb) ve GUSINT fragmanti (~2.8 kb), (4) pBSCK Hindlll restriksiyon
enzimi ile kesilmis (2.9 kb).
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Sekil 1.5: pBCSK + GUSINT kombinasyonunun biiyiik olgekli izolasyon sonrasi kontrolii.

(M) A-faj Pstl markérii, (1) pBCSK HindlIII ile, (2) pBCSK +GUSINT kombinasyonu HindIl] ile kesilmis.

MI M2 1 2 3 4 5 6

23130 =

2322
2027

564

Sekil 1.6: pEmuPAT, EcoRI ve HindlII ile kesilmis farkli zaman arahklarimda 6rek almmustir.

(M1) A-faj HindIIl markérii, (M2) A-faj Pstl markérii, (1) 15 dak., (2) 30 dak., (3) 60 dak., (4) 75 dak., (5) 90 dak.,
(6) 120 dak.
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23130 -
9610 -

6557
4301

Sekil 1.7: Emu-BAR-Nos fragmantinin izolasyon sonrast kontroli
(M) A-faj Hind III markérii, (1) ve (2) Emu-Bar-Nos fragmanti (~ 2200 bp)

564 -

Sekil 1.8: pPZP211+Emu-BAR-Nos kombinasyonunun kiigiik dlgekli plasmid izolasyonu sonras: Hind 111 ve
EcoRI restriksiyon enzimlern: ile kesilmesinden elde edilen agaroz gel elektroforez sonuglari.
(M) A-faj Hind 11T markérii, omekler (1-10).
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23130

4361

2322

t ~2900
2027 ~2200

41375

564 7 <4 825

23130

4361

2322
2027

< ~2900

564

M 9 1011 12

Sekil 1.9: pBCSK+Emu-BAR-Nos kombinasyonunun kiigiik 6lgekl plasmid izolasyonu sonrasi Hind UI ve
EcoRlI restriksiyon enzimleri ile kesilmesinden elde edilen agaroz gel elektroforez sonuglart.
(M) A-faj HindIH markori, positif sonug veren drnekler isaretlenmigtir (*).

23130

4361

2322
2027

. & 9014

E | <€ 2900
7 4..~2200

< 1375

. 4 825
564

Sekil 1.10: pBCSK+Emu-BAR-Nos ve pPZP211+Emu-BAR-Nos kombinasyonlarmnm biiyiik 6lgekli izolasyon
sonrast Hind 111 ve EcoRlI restriksiyon enzimleriyle kesilip kontrol amaglt yapilan agaroz jel elektroforez
sonuclar. (M) A-faj Hindl1I markord, (1,3) pBCSK+Emu-BAR-Nos ve (2,4) pPZP211+Emu-BAR-Nos

51



Agaroz jel elektroforez sonuglarindan da anlasilacagi iizere, Bitki Transformasyon
Vektorlerinin (BTV) hazirlanmasi planlandigi sekilde bagarili olmustur. Bundan sonraki
asamalarda bu vektorlerin islerligi, uygun transformasyon teknikleriyle bitki genomuna

aktarilmas: ve trangenik oldugu diisiiniilen bitkilerin analizi ySniinden arastirilmistir.

I11:2. Protoplast izolasyonu ve Transformasyonuna ait Bulgular

Projede kullanilan protoplastlar, tiitiin BY? siispansiye hiicre kiiltiirlerinden hazirlanmugtir.
Kiiltiirlerin protoplast hazirlanmadan 6nceki gelismleri Sekil 2.1°de, hazirlana protoplastlar

ise Sekil 2.2’ de gosterilmektedir.

Sekil 2.1. Tiitiin BY2 siispansiye hiicre killtiirit.(60X)

A B

Sekil 2.2. BY2 siispansiye hilcre kiiltiirlerinden hazirlanan protoplastlar. A:100X, B:200X.
Fotograflar OLYMPUS-T70 Inverted florasan mikroskopta alinmigtir.
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Hazirlanan protoplastlar uygun kosullarda gelisimlerini devam ettirebilmekte ve
boliinebilmektedirler (Sekil 2.3)

A ' B

Sekil 2.3. Tiitiin BY?2 siispansiye hiicrelerinden hazirlanan protoplastiar. Hazirlanmay: takiben ti¢lincii giin.
(A-100X, B-150X)

I111.2.1. Fluorometrik GUS Anlizleri

Protoplastlar kullanilarak yapilan transformasyon galismalari sonrasi deneylerin basarisi
florometrik GUS analizleri ile saptanmistir. Deney sonuglart Sekil 2.4 ve 2.5’de
gosterilmektedir.

2. Giin GUS Analizi

200
180 |~
160 |

120 : o IStop

i
e _— 8 Kontrol {
| | || | oous I

Fluoresence

0 1 saat 2 saat

Uygulamalar

Sekil 2.4. . BY2 protoplastiarinda transformasyondan iki giin sonraki florometrik GUS aktiviteleri
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3. Giin GUS Analizi

l 28 : S & Stop
¢ 100 e ‘ O GUS
g 80 . . % E . .
= 60 o | — EMU

0 1 saat 2 saat

Uygulamalar

Sekil 2.5. BY2 protoplastlarinda transformasyondan ii¢ giin sonraki florometrik GUS aktiviteleri

Yukaridaki grafiklerden de anlasilacagi gibi, sadece pBSGUSINT vektoriiyle
transform edilen protoplastlarda GUS enzim aktivitesine rastlanirken; pBSEmuPAT ve
kontrol (DNA eklenmeyen) numunelerinden hemen hemen ayn: ve GUS’a gére ¢ok diisiik
floresan degerleri elde edilmistir. Ayrica kontrol &rneginin yanisira stop tamponunun da
benzer islemlere tabi tutularak floresan Ol¢limlerinin alinmasi, elde edilen deZerlerinin

dogrudan 6rneklerden geldigi yolunda da bir fikir vermektedir.

Sonuglar proje kapsaminda konstriiksiyonu gerceklestirilen pPBSGUSINT vektoriiniin

protoplast sistemindeki islerliginin dogrulamaktadir.
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I11.2.2. Histokimyasal GUS Analizleri

Protoplastlarla yapilan transformasyon deneyleri nin sonuglar floresan lciimlere ek olarak

histoikimyasal GUS analizleri ile de dogrulanmustir. Deneylerden elde edilen sonuglar Sekil

2.6 ve 2.7’ de verilmektedir.

A

sform edilen ve histokimyasal GUS analizine tabi tutulan

Sekil 2.6. pBSGUSINT palsmidi ile tran
liciincii giinde histokimyasal GUS analizine tabii

protoplastlar. Protoplastlar transformasyon sonrasi
tutulmuslardir.(A-100X, B-150X)

A B

Sekil 2.7. Transform edilmeyen ve histokimyasal GUS aktvite tayini yapilan protoplastlar.
(A-100X, B-150X). kullanilan protoplaslar plasmid eklenmesi disinda transform edilen protoplaslarla ayni

sartlara maruz birakilmiglardir
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len transformasyon deneylerinden de basarili sonuglar elde

pBSEmuPat plasmidi ile ytritl
otoplastlar 4 ve 10 mg/L PPT varliginda

edilmistir. Bu plasmid ile transforme edilen pr
gelisimlerinin sirdiirebilmektedirler. (Sekil 2.8)

Sekil 2.8. BY?2 kiiltiirlerinden hazirlanan protoplastiarin pBSEmuPAT plasmidi ile transformasyonu sonrasi
PPT igeren killtiir ortamlarinda gelisimi.
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11.3. Agrobacterium Aracihgi ile Transformasyon Cahsmalar:

[IL3.1. Pozitif Kolonilerin Analizi (Triparental Mating)

Mating setindeki bakteri kiiltiirleri uygulanan antibiyotik seleksiyonlarina karst direngli olup
iireme gosterirken, kontrol setteki bakteri kiiltiirlerinin ayni antibiyotikli ortamlarda

iireyemedikleri gézlenmistir.

Secilen pozitif kolnilerde yiiriitiilen plasmid izolasyonu ve RE sindirimi sonuglari ise, her iki
BTV’nin Agrobacterium hiicrelerine basarih olarak aktarildigim dogrulamaktadir (Sekil

3.1).

11501 — 9014
5077

<4— 2800
2443 < 2200
1700 < 1375
1159

4 825

805

bekil 3.1 : Agrobakterium sistemine aktarylan pZP21 1+Emu-Bar-Nos ve pZP21 1+GUSINT vektorlerinin mini-
prep plazmid izolasyonu sonrasynda kontroliinii gdsteren agaroz jel elektroforez sonuglary. M- A
Pst] Markérii, 1. Kesilmemis pPZPEmuPAT, 2. HindlIl ve EcoRl ile kesilmis pPZPEmuPAT, 3.
Kesilmemis pPZPGUSINT, 4. Hindlll ile kesilmis pPZPGUSINT, 5. pZP211
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I11.3.2. Yaprak Diski Transformasyonu

Deneyler proje kapsaminda konstriiksiyonlar gerceklestirilen pPZPGUSINT  ve
pPZPEmuPAT plasmidleri ile ytritimistir. Yiiriitiilen transformasyon deneylerinden elde
edilen ilk bulgular Tablo 3.1 ve Sekil 3.2 ve 3.3 gosterilmektedir. Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde,  yapilan transfromasyon caligmalarinda  bagant  saglandig

gozlenmektedir.

Tablo 1. Transformasyon deneylerinin ikinci hafta sonuglari,

Yaprak pargalarinin MSB ortamina aktarildiktan sonraki gérinumi
Bitki Ornegi [.hafta 2.hafta
Tr- pPZPEmuPAT Yesil ve kabarmig Yesil , kabarmig ve callus baglangici
Kontrol-pPZPEmuPAT Sararmanin baslangici Sararnmus
Tr- pPZPGUSINT Yesil ve kabarmis Yesil , kabarmis ve callus baglangici
Kontrol- pZPGUSINT Sararmanin basglangici Sararmig
+ Kontrol (MSA) Yesil , kabarmig ve callus Kallus geligmesi
baglangici
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Sekil 3.2. pPZPEmuPAT ile yiriitiilen transformasyon galigmasi.

Sekil 3.3. pPZPGUSINT ile yiiriitiilen transformasyon calismast.
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I11.3.3. Regenerasyon Cahsmalari

Yapilan transformasyon caligmalart sonrasi segici ortamda olusan govdecikler kék olusumu
igin MSC ortamlarina almmistir. Deneylerden elde edilen omek sonuglar 3.4°de

verilmektedir.

Sekil 3.4. onciil transgenik bitkilerin secici ortamda kok olugumu ve geligmleri.
A: PZIPGUSINT; B: pZIPEmuPAT plasmidi ile gerceklestirilen deneylerden kaynaklanan bitkicikler. Fotograf
transformasyon islenini izleyen 100.giinde alinmugtir.

Kiiltiir ortamlarinda gelistirilen Onciil transgenik bitkilere, daha sonra topraga alinarak
tohum eldesine gidilmistir. Her iki plasmid kullanilarak yapilan deneyler sonucunda
gelistirilen onciil (Fo) transgenik bitkilerden bitkilerden F1 dolleri elde edilmistir.

Deneylerin bu agamasindan elde edilen sonuclar 3.5 ve 3.6’da verilmektedir.
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Sekil 3.5. pPZPGUSINT plasmidi ile ytirtitilen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen dncill

transgenik bitkiler.

A: Topraga alindiktan iki ay sonra; B: Cigeklenme agamast, topraga alindiktan yaklagik 4 ay sonra

Sekil 3.5. pPZPGUSINT plasmidi ile ytiriitiilen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen dnciil

transgenik bitkiler.

A: Topraga alindiktan 2.5 ay sonra; B: Cigeklenme asamasi, topraga alindiktan yaklagik 4 ay sonra
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[11.3.4. Transgenik Bitkilerin Analizi

Deneylerde elde edilen transgenik bitkilerin analizleri farkli yontemlerle gergeklestirilmistir.
ilk asamada aktarilan genlerin bitki genomundaki varliklart GUS ve bar genlerine dzgiin

primerler kullanilarak PCR yontemi ile test edilmistir.

Daha sonraki agamalarda ise aktarilan genlerin fonksyonel olarak ifade edilip
edilmediklerinin test edilmesi amac ile bitkiler aktarilan direng karakteri (herbisit direnci)

yonii ile analize alinmiglardir.
Son agamada ise onctl transgenik bitkilerden elde edilen F1 tohumlarinda aktarilan genlerin

varhgi histokimyasal GUS ve ¢imlenme deneyleri ile izlenmistir. Deneylerden elde edilen

sonuglar asagida sunulmaktadir.

111.3.4.1. PCR Analizleri

23130
9416

337

564

Sekil 3.6 Kontrol ve pPZP211+Emu-Bar-Nos vektoriiyle transform edilen bitkilerin yapraklarindan izole
edilen genomik DNA kullanilarak yapilan PCR analizini gosteren agaroz jel elektroforez sonucu.
M. A-Hind 1 markorii, 1. Kontrol bitkisi (- Kontrol), 2. pPZPEmu-Bar-Nos transgenik bitkisi, 3.
pPZPEmuPAT (+Kontrob)




Sekil 3.7 Kontrol ve pPZPGUSINT vektorityle transform edilen bitkilerin yapraklarindan izole edilen genomik
DNA kullanilarak yapilan PCR analizini gosteren agaroz jel elekiroforez sonucu
M. h-Hind 11T markori, 1. Kontrol bitkisi (- Kontrol), 2. pPZPGUSINT transgenik bitkisi (1/10

diliisyon), 3. 1/100 dilusyon, 4. pPZPGUSINT (+Kontrol)

PCR analizleri sonunda her iki genin (bar ve gus) bitki genomuna aktarilmasi isleminin
basarili oldugu gozlemlenmistir. Agaroz jel elektroforez sonuglarinda kontrol bitkilerinde

ilgili bandlara rastlanmazken, transgenik bitkilerde ilgili bandin beklenen bity tikliikte

belirdigi gozlemlenmistir.
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[11.3.4.2. Yaprak Boyama Analizi

pZPEmuPAT plasmidi ile yiiriitillen deneyler sonucunda elde edilen transgenik bitkiler
aktarilan herbisit direnci karakterini kazanip kazanmadiklan yoniinden analize alinmiglardir.
Bu amacla kontrol ve transgenik bitkilere total bir herbisit olan BASTA (glufosinat
amonyum) muamelesi yapilmugtir (Sekil 3.8). Sonuglar aktarilan bar geninin elde edilen

transgeniklerde fonksyonel olarak ifade ettigini dogrulamaktadir.

B

Sekil 3.8. Transgenik (soldaki bitki) ve kontrol (sagdaki) bitkilerin herbisiti muamelesi sonrasi gelisimleri.
Fotografta gosterilen yapraklara 0.25% (v/v) BASTA muamelesi yapilmistir. Muamele sonrastA: Birinci; B:
Onbesinci giin.

Sekil 3.9. Bir onceki sekilde gosterilen bitkilerin biitiin goriintimd.
BASTA muamelesinden 15 giin sonra
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II1.3.4.3. Transgenik F1 Dollerin Analizi

Proje kapsaminda bulunmamasina ragmen, her iki plasmid ile yapilan transformasyon
deneyleri sonucunda gelistirilen transgenik bitkilerden F1 déllert elde edilmis ve elde edilen

tohumlarda aktarilan genlerin varlig1 analiz edilmistir.

pPZPGUSINT plasmidi ile yiiriitiilen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen F1
tohumlar, ¢imlendirilmis ve bitkiciklerde histokimyasal GUS analizleri yapilmustir. Ornek

sonuglar Sekil 3.10’da verilmektedir.

Sekil 3.10. pPZPGUSINT plasmidi ile yitriitiilen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen F1
tohumlarda histokimyasal GUS analizi.
Deneylerde Sekil 3.5.B’de gdsterilen transgenik bitkiden elde edilen F1 tohumlar kullanilmigtir.

Sonuglar deneylerden elde edilen F1 dollerde GUS geninin fonksyonel olarak ifade

edildigini dogrulamaktadir.
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pPZPEmuPAT blasmidi ile yiiriitilen deneyler sonucunda gelistirilen transgenik bitkilerden
elde edilen F1 tohumlarin analizi ise, sliimeiil dozda (10 mg/L) herbisit aktif maddesi (PPT)

iceren ortamlarda cimlendirilerek yapilmistir. Sonuglar Sekil 3.11°de gosterilmektedir.

Sekil 3.11. pPZPEmuPAT plasmidi ile ytritiilen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen F1
tohumlarin 10 mg/L PPT igeren ortamlarda ¢imlenme potansiyelleri.

Otliimeiil dozda PPT igeren petrilerin yarisina transgenik diger yarisina ise kontrol (gen aktartimamis)

bitkilerden elde edilen tohumlar konulmustur. Bu sayede transgenik ve kontrol tohumlarin tepkileri ayn: anda

gozlenebilmistir. Merkezdeki petride segici olmayan ortamda ¢imlendirilen kontrol tohumlar gosterilmektedir.

Deney sonucunda aktarilan herbisit direnci karakterinin F1 dollerine de tasindigi

dogrulanmustir.

II1.4. Partikiil Bombardiman1 Cahsmalari
Proje kapsaminda snerilmememesine ragmen, direk gen transferi sistemi i¢in gelistirilen
pBSGUSINT plasmidi yaygin olarak kullanilan bir diger direk gen aktanm yontemi olan

partikiil bombardimani sisteminde de denenmistir.

Bu deneylerde bitki materyali olarak olgunlasmamis bugday embriyolar: ve mercimekten

izole edilen olgunlasmamis kotiledon dokular kullanilmistir.
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Partikiil bombardimani caligmalari GENEBOOSTER  partikill bombardiman sistemi
kullamlarak yuritilmis ve deneylerde mikro tasiyicl olarak tungsten parcaciklari

kullaniimgtir.

Deney sonuglari, bombardiman edilen dokularda yapilan histokimyasal GUS aktivite tayini

caligmalari ile izlenmistir. Sonuglar Sekil 3.12 ve 3.13°de verilmektedir.

A R B

Sekit 3.12. Olgunlagmami§ bugday embriyolarinda pBSGUSINT plasmidi ile yliriitiilen partikil bombardimani

gahigmalari.
A: Plasmid kapl tungsten ile yurulan embriyolar; B: Ciplak tungsten ile vurulan embriyolar.
GUS aktivitesi bombardimandan 48 saat sonra yapilmustir.

Sekil 3.13. Olgunlagmamig mercimek kotiledonlarinda pBSGUSINT plasmidi ile yuritilen partikiil
bombardimani galigmalart.

Sonuglar pBSGUSINT plasmidinin tiitin protoplast sisteminin yamsira diger direk gen
aktarim sistemlerinde ve bitki tiirlerinde de ¢aligtigini gostermesi acisindan onemlidir.
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SONUC

Projemiz dngoriilen amag ve kapsam dahilinde bagari ile sonuglanmgtir.

Yiiriitilen ¢aligmalar sonucunda Agrobacterium ve direk gen aktarim sistemlerinde
kullanilabilecek nitelikte toplam dort farkh vektor konstritksiyonu gergeklestirilmistir.

Plasmid haritalar Ek-2’de verilmektedir.

Agrobacterium sistemi igin gelistirilen vektorlerden pPZPGUSINT, segici gen olarak
kanamisin antibiyotigine direng saglayan npt-II genini, isaret gen olarak ise wid-a (GUS)
genini tagimaktadir. Vektor ozellikle farkli bitkilerde yiiriitiilecek optimizasyon amagli
transformasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecek niteliktedir. Agrobacterium sistemi igin
geligtirilen diger vektor olan pPZPEmuPAT, segici gen olarak npt-1I geninin yanisira,
fosfinotrisin (glufosinat amonyum) bazli total herbisitlere diren¢ saglayan bar genini

tastmaktadir.

Direk gen aktarim sistemlerinde kullanilabilecek vektorler olan pBSGUSINT ve
pBSEmuPAT, yaygin olarak kullantlan bir klonlama vektérii olan “blue script” plasmidine
sirasi ile uid-a ve bar genlerinin ilgili promotdr ve terminator sekanslarinin konrolu altinda
transferi ile gergeklestirilmistir. Bu vektorlerlede optimizasyon amgali yiiriitiilecek

transformasyon ¢alismalarinda kullanilabilecek niteliktedir.

Konstriiksiyonu  gergeklestirilen  tim vektorler ilgili transformasyon yontemlerinde
denenmislerdir. Agrobacterium’a dayal transformasyon yontemi tiitiin yaprak disklerinde
denenmis ve her iki vektor kullanilarak yiriitlen deneylerde transgenik bitkiler elde
edilmistir. Bir diger énemli husus aktarilan genlerin bir sonraki generasyonda da ifade
edilebildiginin  gosterilmesidir.  Sonugta vektorlerin  bahsi  gegen transformasyon

yontemlerinde uygulanabilirligi dogrulanmaktadir.

Direk gen aktarim sistemi igin gelistirlen vektorlerin denenmesi ise Oncelikle tiitlin
protoplast sisteminde denemis ve vektorlerin bu sistemde ¢alistigt dogrulanmustir. Proje
kapsaminda bulunmamasina ragmen vektorlerin calisabilirligi, yaygmn olarak olarak
kullamlan bir diger direk gen transferi yontemi olan partikiil bombardimam (biolistik)

sisteminde de farkli bitkiler kullanilarak denenmistir.
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Bu cahigmalarda iki onemli sonuca varimistir. Bunlardan birincisi, vektorlerin protoplast
sistemi diginda diger gen aktanm sistemlerinde de basarili olarak kullanilabilecegi, ikinci
olarak ise, vektorlerin farkli bitkilerde yiiriitiilecek gen transferi ¢aligmalarinda da

kullamlabilecegidir.

Sonu¢ olarak projemizde snerilen farkli sistemlerde kullanilabilecek nitelikli  bitki
transformasyon  vektorlerinin konstiiksisyonu Ve denenmesi  baganlt  olarak

gerqeklestirﬂmistir.
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Arastirmada kullanilan plasmidlerle ilgili kullanim izinleri
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THE STATE UNIVERSITY OF NEW JERSEY

Prof. Pal Maliga
Waksman Institute » P.O. Box 759 « Piscataway ¢ Neow Jersey 08855-0759
Phone: (908)445-5329 » Fax: (908)445-5735 « E-mail: maliga@mbcl.rutgers.edu

March 12, 1996

Dr. Huseyin Avni Oktem
Department of Biology

Middle East Technical University
06531 Ankara

Turkey

Dear Dr. Oktem:

Enclosed are the requested samples of the pPZP Agrobacterium binary plasmids described in the paper
“The small, versatile pPZP family of Agrobacterium binary vectors for plant transformation” by Peter
Hajdukiewicz, Zora Svab and Pal Maliga in Plant Molecular Biology (25:989-994, 1994). By accepting
these plasmids you agree that your laboratory will abide by the NIH and other Federal, State and
Institutional guidelines for Recombinant DNA Research.

The tubes contain ~ 1 jig vacuum-dried miniprep DNA of the following plasmid:
pPZP100; pPZP101; pPZP102; pPZP111; pPZP112; pPZP121; pPZP122
pPZP200; pPZP201; pPZP202; pPZP211; pPZP212; pPZP221; pPZP222

The pPZP plasmids are made available to you free of charge. However, we suggest that your
Institution makes a $ 100 voluntary contribution in the form of an unrestricted gift as a way to
compensate for the preparation of the plasmids and mailing. The suggested donation to companies is $
1,000. Please, make the check payable to Rutgers University.

Note, that the promoter of the selectable marker contains the 355 enhancer. John Tonkyn in Dan
Klessig's laboratory found that the expression of test promoters which are cloned divergently is
influenced by this enhancer. Therefore, if tissue specific expression of the passenger gene is important
for you, clone the test gene in tandem with the marker gene. Note also, that we have in part used
published information when assembling the sequence files. We have been told that the 355 promoter
region contains 2 unpredicted Xhol sites.

A step-by-step protocol on the use of these vectors is described by Svab Z, Hajdukiewicz P,
Maliga P (1995) Generation of transgenic tobacco plants by cocultivation of leaf disks with pPZP
Agrobactrium binary vectors. In “Methods in Plant Molecular Biology - A Laboratory Manual", P.
Maliga, D. Klessig, A. Cashmore, W. Gruissem and J. Varner, eds. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York, pp. 55-77

Sincerely yours,

S/ A

Professor of Genetics
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CANBERRA ACT 260t
Auslralia
Cnr Clunies Ross Street and Barry Drive
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13 May 1996

Ref: MM99

Dr Huseyin Auni Oktem
Department of Biological Sciences
Middle East Technical University
06531 Ankara

TURKEY

Dear Dr Oktem

Please find enclosed copy of a Biological Material Transfer Agreement which we request you to
sign. On receipt of the signed Agreement we will send you the plasmid pEmu PAT you have

requested.
Yours sincerely

P J Walsh
Business Manager

Per: // // /MI

Enc

Australian S cience, Australia’'s Future



Institut
flir Genbiologische
Forschung
At GO Berlin GmbH

Dr. Houseyin Avni Oktem
Dept. of Biology

Middle East Technical University Teletar 1030; 830007 36
06531 Ankara Telelon (030) 830007 O
Tirkel Qurchwani (030; 830007 60
Rearbeder Wi/kr
Berhn. den 24.08.1994

Dear Dr. Oktem,

with respect to your recent letter we send you enclosed the 355-GUS-INT gene with following
restriction sites in the surroundings:

HindIll - sphl - Pstl - Hincll - 35S - Xbal - BamHI - Smal - GUS- gene -
promoter
Ssu - Kpnl - 355-3*-end - sphl - Pstl - HindHL

Good luck!

Yours sincerely,

A

pProf. Dr. L. Willmitzer

CGi pfE 21001 uSH b e Dt 136629511
Cyraenums Prot O Siock  Geschaltstunics ol O Axel Brenmcke und Prof Or Lothar Yalimitzer
g Cormerzbank AG Bernn Konto N 108 703000 Banklenzani 10040000
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EK-2 Proje kapsaminda konstriiksiyonu gercgeklestirilen vektorlerin
haritalar.
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veya bar genini tagtyan transformasyon vektorlerinin de konstritksiyonuna gidilmigtir. Elde edilen vektorler Agrobacterium,
protoplast ve partikiil bombardimani sistemlerinde denenmislerdir. Agrobacterium ve protoplast galigmalart sirasi ile titiin
yaprak diskleri ve tiitin BY?2 siispansiye hilcre kiiltirterinden elde edilen protoplastlar tizerinde test edilmislerdir. Partikiil
bombardiman ¢ahgmalarinda ise olgun bugday embriyolart ve olgunlagmamig mercimek kotiledonlar kullaniimistir.

Agrobacterium sisteminde kullanilabilir nitelikli ikili vektoler sirast ile pPGUSINT ve pEmuPAT vektorlerinden gikartilan
CaMV35S-GUSINT-nos ve Emu-bar-nos kasetlerinin pPZP211 serisi ikili vektorlere aktariimast ile olusturulmugtur. Direkt
gen aktarim sistemlerinde kullamlacak vektorler ise yine aymi kasetlerin Progema pBlueScript vektorlerine klonlanmasiyla elde
edilmistir. Olusturulan tiim vektorler, restriksiyon enzim sindirimi sonrasi agaroz jellerde test edilmis ve istenen kasetleri
igerdikleri dogrulanmigtir. Olusturulan vektdrler pPZPGUSINT ve pPZPEmuPAT (Agrobacterium) ve pBSGUSINT ve
pBSEmuPAT (direkt) olarak isimlendirilmislerdir.

pPZP serisi ikili vektorlerle yiriitillen transformasyon deneyleri sonucunda elde edilen transgenik bitkilerin genomlarinda
GUS ve bar genlerini icerdikleri PCR deneyleri, aktarilan genlerin fonksyonel olarak ifade ettikleri ise sirast ile histokomyasal
GUS ve in vivo herbisit uygulamast testleri ile dogrulanmigtir. Buna ek olarak GUS ve bar geninin F1 generasyon transgenik
bitkilerde de ifade ettigi gdsterilmistir.
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histokimyasal GUS analizleri ile gosterilmistir. Vektorler, partikiil bombardiman teknigi ile transforme edilen olgun bugday
embriyolart ve olgunlagmamig mercimek kotiledonlarmda da olumlu sonug vermistir.
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szellikle optimizasyon amagclt transformasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecek nitelikli dort adet bitki transformasyon
vektoriniin konstrilksiyonu basarih olarak geregklestirilmis ve vektorlerin ¢ahgrhliklan ilgili sistemler iizerinde ylriitilen
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8- Ozet (Abstract)

In this project, the construction of plant transformation vectors, that can be used with Agrobacterium and direct gene transfer systems, the
most widely used techniques in the genetic transformation of plants, are prepared and their functions are researched.

In the project, different binary vectors carrying GUS reporter gene and bar gene which enables phosphinotrisin (PPT) based total herbisit
resisrance or npt-11 gene which gives kanamycin resistance are produced for the optimization aimed studies in the Agrobacterium systems.
In addition to this, the construction of transformation vectors carrying GUS reporter gene or bar gene have been completed. The vectors
obtained are tested in Agrobacterium, protoplast and particle bombardment systems. Agrobacterium and protoplast studies are performed
in order on tobacco leaf discs and protoplasts prepared from tobacco BY2 cell suspension culture. Mature wheat embryoes and immature
lentil cotyledones have been used in particle bombardment studies.

The binary vectors usable in Agrobacterium systems are produced by the transfer of  cassetles CaMV 355-GUSINT-35SpolyA isolated
from pGUSINT and Emu-bar-Nos isolated from pEmuPAT into pPZP211 binary vector system. The vectors to be used in direct gene
transfer are obtained by the cloning of the same cassettes into Progema pBluescript plasmid. All of the vectors produced are tested by the
agarose gel electrophoresis following restriction enzyme digestion and confirmed to have included the desired cassettes. The newly
constructed vectors are named as pPZPGUSINT, pPZPEmuPAT (Agrobacterium), pBSGUSINT and pBSEmuPAT (direct).

Presence of GUS and bar genes in the genome of the trangenic plants which are produced after the transformation experiments carried out
by pPZP plasmids was confirmed by means of PCR experiments. The function of the transferred genes was shown in order by
hictochemical GUS staining and in vivo herbicide treatment. It was also shown that GUS and bar genes have been expressed in FI
generation of transgenic plants.

The functionality of pBS series transformation vectors are shown by histochemical GUS analysis on the protoplasts isolated from BY2 cell
suspension culture. The vectors have also produced positive results on mature wheat embryoes and immature lentil cotyledones that are
transformed by particle bombardment technique.

Briefly, as a result of the studies carried out in the project, the construction of four plant transformation vectors that can be used in
Agrobacterium and direct gene transfer, especially for the optimization aimed studies, is succesfully realized and the vectors functionality is
confirmed by the transformation experiments carried out on related systems. Finally, our project has been completed succesfully in the
direction of predetermined objective and context.
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