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B-1,3- GLUKANAZ GENININ Agrobacterium tumefaciens SUSLARINA
TRANSFORMASYONU
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Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ismail BEZIRGANOGLU

Fungal patojenler tarimsal alanlarda ciddi bir tehlike olusturmaktadirlar.
Hastaliklarla miicadelede fungal hastaliklara kars1 direng olusturmak i¢in gen izolasyonu
ve gen aktarim teknikleri kullanilarak transgenik bitki gelistirilmektedir. Fungal hiicre
duvarinin en bol bilegeni olan B-1,3-glukanin, -1,3-glukanaz ile yogun hidrolizi, hiicre
duvarlarinin mekanik kuvvetini zayiflatarak hiicre lizizine yol agmaktadir. Bu nedenle
bitkilerde pB-1,3-glukanaz, patojenik fungus istilasina karst savunma sisteminde
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, bitki hastaliklariyla miicadelede fungal patojenlere kars1
direng olusturmak i¢in Agrobacterium tumefaciens araciligi ile gen aktarim teknigiyle
pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn plazmitleri igerisindeki Paenibacillus
sp’dan klonlanmis 1793 amino asitlik rekombinant DNA fragmanina sahip B-1,3-

glukanaz geninin aktarimini igermektedir.

2020, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: -1,3 glukanaz, Gen aktarimi, Agrobacterium tumefaciens, Koloni
PCR
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Fungal pathogens causes a serious danger in agricultural field. Most of the cultivated species show
significant data losses due to fungal attacks. These diseases reduce not only yield loss but also quality
features. Although plant diseases caused by fungal pathogens are generally tackled with the application of
chemical drugs, the fight against chemicals is not effective for every disease. Therefore, the best way to
protection against plant diseases is to develop new cultivars disease resistant. Transgenic plants are
developed by using gene isolation and gene transfer techniques to create resistance against fungal diseases.
Transgenic plants are developed by using gene isolation and gene transfer techniques to create resistance
against fungal diseases in the fight against diseases. Intense hydrolysis with B-1,3-glucan, -1,3-glucanase,
the most abundant component of the fungal cell wall, weakens the mechanical strength of the cell walls,
leading to cell lysis. For this reason, B-1,3-glucanase is used in the defense system against pathogenic
fungus infestation in plants. This research provides the transfer of the beta-1,3-glucanase gene including
1793 amino acid recombinant DNA fragments cloned from Paenibacillus sp in pKn-glucanase, pKn-sig-
glucanase, pSiCiKn plasmids, using gene technique through Agrobacterium tumefaciens.

2020, 54 pages

Keywords: B-1,3 glucanase, gene transformation, Agrobacterium tumefaciens, colony
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1. GIRIS

1. GIRIS

Gilinlimiizde, insanlarin karsilagtig1 en 6nemli problemlerden birisi niifus artigiyla
birlikte beslenme ihtiyacinin karsilanamamasidir. insan niifusu 2015 yilina kadar 7
milyara ulasmis ve 2050 sonunda 10 milyar1 asacagi tahmin edilmektedir (Low et al.
2018). Bu nedenle, niifusun artmasi, tarim alanlarinin kisitli olmasi, bu kisitli alandan
daha fazla mahsul elde edilmesi gerektigi ve bunu gerceklestirmek i¢in yeni yontemlerin
arastirtlmasi gerekli olmustur (Kumlay vd. 2003). Gelecekte diinya niifusunun artisiyla
birlikte ekilebilir arazilerin azalmasiyla gittikge artan gida ihtiyacinin karsilanmasi i¢in
biyoteknolojinin ¢ok onemli bir rol oynayacag diisiiniilmektedir (Arli S6kmen 2005;
Shamim et al. 2013).

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler dahil, verimliligi ve kaliteyi olumsuz
etkileyecek ¢ok miktarda sinirlayici faktor bulunmaktadir (Macar vd. 2017). Tarimsal
tiretimi tehdit eden en 6nemli unsurlarin basinda bitki patojenleri gelmektedir. Bitki
hastaliklarinin ¢ogunu funguslar olusturmaktadir. Bitki hastaliklarina karsi miicadele
yapilmadiginda tarimsal frlinleri ciddi verim kayiplarina maruz kalmaktadir.
Patojenlerden kaynaklanan bu kayiplara hasat sonrasi kayiplar da eklenirse verim kayip
orani yaklasik %48’e kadar ¢ikabilmektedir (Akbas, 2018). Klasik 1slah yontemlerinin
imkan verdigi Ol¢iilerde bitki 1slahinda ¢ok 6nemli ilerlemeler olmus ve iiriinlerde hem
verim hem de kalite acisindan 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Geleneksel bitki 1slah1
yontemleriyle cesitli bitki hastaliklarina kars1 dayanikli cesitler gelistirmek miimkiin
olmustur. Fakat geleneksel bitki 1slah1 yontemi ¢ok zaman almakta ve bu yontemle 1slaha
devam edildiginde de genetik kaynaklarin yok olmasina neden olunmaktadir (Kumlay vd.
2003). Bu da geleneksel bitki 1slah1 yonteminin en Onemli dezavantajlarindandir.
Melezleme yapilabilen ¢esit sayisinin azligi, yapilan melezlemelerde istenen ozelliklerle
birlikte istenmeyen karakterlerin de birlikte aktarilmasinin engellenememesi, istenmeyen
Ozelliklerin geri melezleme yontemiyle elemenin ¢ok zaman almasi geleneksel bitki
1slahinin dezavantajlarindandir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

Kimyasal ilaglar kullanilarak hastaliklara karsi etkili bir sekilde miicadele
yapildig, fakat bu yolla yararli mikroorganizmalarin da yok olmasi ve ayrica bu insan ve
cevre saglhigini da etkileyerek olumsuz etkilere yol actigr bilinmektedir. Kimyasal ilag
kullanilarak kayiplar1 engellemek i¢in diinyada yaklasik 3,5 milyon ton pestisit
kullanilmaktadir, bu da yaklasik 45 milyar ABD dolart mali tutarindadir. Artik bitki
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zararli organizmalariyla miicadelede insan sagligi ve ¢evre dostu miicadele yollar1 arzu
edilen ve kabul goren miicadele yollarinin basinda gelmektedir (Akbas, 2018).

Modern 1slah yontemleri olarak da adlandirilan biyoteknolojik yontemler veya
bitki genetik miihendisligi uygulamalar1 sayesinde, geleneksel yontemlerin getirdigi
engellemeler ortadan kaldirilabilmekte, geleneksel 1slaha gore 1slah siiresi kisaltilarak
para ve zamandan tasarruf edilmekte, melezlemede karsilasilan problemler, genetik
baglilik sorunlar1 ve gen havuzundan yararlanmadaki engellemelerin kolayca iistesinden
gelinebilmektedir (Kumlay vd. 2003). Bitki patojenlerine karsi biyoteknolojinin
kullanimiyla dayanikli bitki ¢esitleri gelistirilerek hem mahsul kayiplarinin engellenmesi
hem de g¢evrenin korunmasi hedeflenmistir (Akbas 2018). Bitki genetik miihendisligi
calismalar1 sayesinde, spesifik bir genetik bilgiyi kodlayan yabanci bir DNA pargasinin
verici organizmalardan alici bitki tiirlerine bir viriis, bakteriyel plazmit veya farkl tiirde
bir vektor araciligiyla transferi olasi olmustur (Gasser and Fraley 1989). Boylece, sadece
akraba tiirler arasinda gen alisverisi sinirlamasi ortadan kalkmis, dogal olarak miimkiin
olmayan gen aligverisleri veya gen etkilesimleri miimkiin hale gelmis, klonlanan dogal

ya da sentetik niikleik asit dizileri bitki hiicrelerine aktarilabilir duruma gelmistir.

1.1.Gen Aktarim Teknikleri

Gen aktarim teknikleri; transgenler olusturularak akraba olmayan tiirler arasinda
rekombinasyon ve genetik degisim yapabilmek i¢in biyolojik engelleri agabilen ve bu
sayede 1slah edilmis bitki ve hayvanlarin gelistirilmesinde kullanilmistir (Holst-Jensen
2009). Bu teknikler (Sekil 1.1); bitkilere, besin degerlerinin, Kkirleticilere karsi
toleransinin, patojenlere karsi direncin gelistirilmesi ya da bitki metabolizmasiyla ilgili
caligmalar1 yapmay1 amaglar, boylece gesitli genler aktarilmakta ve bitkilerde {iriin ve
kalite artigin1 saglamak i¢in geleneksel bitki 1slah metotlarina katkida bulunulmaktadir

(Rivera et al. 2012; Barampuram and Zhang 2011).
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Agrobacterium
tumefaciens Aracihigi
0 ile Bitkilere Gen
Bitkilere Gen Aktarimi Biyolistik (Partikdil
Aktarim / Tabancasi)
Teknikleri y

—_— Dogrudan Gen

Aktarim Teknikleri Mikroenjeksiyon

Kimyasal
Yontemler

Protoplastlara Gen
Aktarimi

Elektroparasyon

Sekil 1.1 Bitkilerde gen aktarim tekniginin sematik gosterimi (Bezirganoglu
2017).

Genetik miihendisligi, hastalik direncini iyilestirmek i¢in herhangi bir tiirden
herhangi bir iiriine direng proteinleri iireten genlerin dahil edilmesi avantajina sahiptir
(Van der Biezen 2001).

Rekombinant DNA teknikleri sayesinde herhangi bir kromozom tizerindeki belirli
bir genin, genin belirli bir kisminin izole edilmesi miimkiin hale gelmistir (Algur 1992).
Herhangi bir gen transfer sisteminin esasini; tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahip
olan hiicrelerin kromozomlarina istenen genleri tastyan bir DNA parc¢asinin kalici olarak
yerlestirilmesi olusturur (Ozcan ve Ozgen 1996). DNA, RNA, genom ve kromozom
lizerinde yapilan biitiin bu islemler; yani kesmeler, koparmalar, molekiiler klonlama
islemleri, tamirat ve birlestirmeler gibi manipiilasyonlar enzimler araciligiyla
gerceklestirilir (Watson et al. 1992).

Vektorlerin veya DNA'nin kullanildigi, klonlanmis genler veya daha az spesifik
DNA sekanslari olan tiim gen aktarma yontemleri i¢in ana gereksinim, verimli transgenik
bitkilerin hiicrelerden yenilenmesidir. Transgenik bitki {retiminde basarili
transformasyon yontemlerinin uygulanmasi en zorlu noktalardan biridir. Uygun
transformasyon tekniginin seg¢ilmesi ve gelistirilmesi gibi transgenik bitkilerin
yenilenmesi da yillar siiren teknolojik gelismelerden sonra bile hala asilmas1 gereken bir

problem olarak bilinmektedir (Altpeter et al. 2016).
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Genetik transformasyonun tekrarlanabilir olmasi, basarili olmasindan daha
onemlidir. Bu nedenle tekrarlanabilir bir metodoloji ile genetik doniisiim elde etmek i¢in
cesitli gereksinimler dikkate alinmalidir. Bunlar séyle siralanabilir;

. Etkinlik basia ¢ok sayida doniisiim saglayan diisiik maliyetli ve kolay
prosediirlerin kullanilmast,

. Tehlikeli prosediirlerden veya maddelerden kaginarak kullanici
giivenliginin korunmasi,

. Teknigin asgari manipiilasyonlar1 igeren basitlikte olmasi,

. Istenmeyen vektdr sekanslari olmaksizin istenen DNA'min stabil bir

sekilde hiicreye sokulabilmesi, boylece gen entegrasyonu veya ifadesinin saglanmasi ve

ifade edilmesi,
. Her bir hiicreye sokulan az sayida genetik kopya olmasi,
. Transgenik bitkilerin tek bir transforme edilmis hiicrelerden rejenere

edilmesi (Rivera et al. 2012).

Bitkilerde gen aktarimi; bir bitkinin tamamini olusturabilme kabiliyetinde olan
hiicrelerin kromozomlarina istenilen gen veya genleri tasiyan bir DNA parcas1 yardimiyla
yerlestirilmesi ve gen aktarimi yapilmig hiicrelerden yeni bir bitkinin elde edilmesi
yontemidir. Bitkilere gen aktarimi, dogrudan ve dolayli olmak iizere iki grup altinda
toplanabilmektedir (Ar1 2001). Bitkilerde kullanilan transformasyon teknikleri Cizelge
1.1°de karsilastirilmistir.

Cizelge 1.1 Bitkilerde en ¢ok kullanilan transformasyon teknikleri; avantajlari

ve dezavantajlar1 (Macar vd. 2017)

Teknik Metot Avantajlar Dejavantajlar

Agrobacterium  Aliciya transfer Yiiksek transformasyon  Yontemi uygulamak

aracilig ile

edilecek geni tagiyan
bir plazmiti aktarmak
icin bitki patojeni bir
bakteri kullanilir.

etkinlgine sahiptir.
Farkl: bitki tiirlerinde

uygulanabilir ve

tekrarlanabilmektedir.

zaman almaktadir.
Bitkide bilinmeyen
genetik ifadelere
sebep olabilecek
istenmeyen vektorler

de aktarilabilir.
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Elektroporasyon

Cok giiclii elektrik
akimu ile hiicre
zarmda gecici porlar
olusturularak DNA
hiicre igine

sokulmasidir.

Farkli hiicre tipleri ve
bitki protoplastlarina
uygulanabilir. Kolay,

hizl1 ve ucuzdur.

Bu protokol zahmet
gerektirir. Genellikle
protoplastlara
uygulanir.
Transformasyon

basarisi azdir.

Biyolistik DNA ile kaplanmus Yontem kolaydir. Hiicre  Pahali bir yontemdir.
yiiksek yogunluktaki ~ duvarina herhangi bir o6n DNA ve hiicreler
tastyici islem gerekmez. Farkli  hasar gorebilir.
macropartikiillerin hiicre tiplerine Transformasyon
hiicrelere dogru hizla  uygulanabilmektedir. basaris1 diisliktiir.
atilmasi ve bir Tek ateslemede birden Basarili yontem i¢in
emilim fazla hiicreye stirekli denemelerin ve
mekanizmastyla ulasabilmektedir. optimizasyonun
DNA’y1 hiicre igine saglanmasi
birakmasadir. gerekmektedir.

Vakum Agrobacterium Kolay ve hizl1 bir Agrobacterium suslari

infiltrasyon araciligiyla aktarimi yontemdir. biitlin hiicrelerde
kolaylastirmak igin, Transformasyon bagaris1  kulanilamamaktadir.
mitotik ve mayotik ne yliksektir ne de Bir genin ¢oklu
boliinmelerin gok diisiiktiir. /n vitro kopyast bitkiye
oldugu bitki kiiltiire ihtiyag yoktur. aktarililabilmektedir.
kisimlarina dogrudan
gen aktarilmasidir.

Ultrason Ses dalgalariin Yiiksek transformasyon  Hiicre zarini

hiicreler arasi ve
hiicre zarinda
gecirgenligi
degistirerek bosluklar
acarak DNA
parcalarimin hiicre
igerisine girigini

kolaylastirir.

etkinlgine sahiptir. Cok
maliyetli bir yontem
degildir. Farkli hiicre

tiplerine uygulanabilir.

parcalayarak hiicrelere

zarar verebilmektedir.
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Mikroenjeksiyon

Mikroskop altinda bir
micropipet
araciligryla DNA’ nin
dogrudan bitki

hiicresinin i¢ine

Transformasyon basarisi
oldukga yiiksektir.
Cesitli hiicrelere

uygulanabilir.

Bitki hiicrelerine
uygulamak zordur. Bu
yontem pahalir. Tek
seferde bir hiicreye

aktarim saglandigi i¢in

sokulmasidir. yavas bir yontemdir.
Silikon karbid Silikon karbid Bu yontem kolay, hizli  Transformasyon
fiberler fiberler iceren ve ucudur. Hiicre etkinligi diisliktiir.
tampon ile DNA duvarini uzaklagtirmaya  Hiicrelerde meydana
stispanse edilir ve gerek yoktur. Farkl gelen hasar ile
carpigmalar sonucu hiicre tiplerine rejenerasyon
DNA’nin igeri uygulanabilmektedir. yetenekleri olumsuz
girmesini etkilenebilmektedir.
saglanmaktadir.
Cam Hiucrelerin, DNA ile  Bu yontem ucuz ve Calkalama sirasinda
boncuklarla cam boncuklarla hizlidir. Kisa siirede meydana gelebilen
calkalama calkalanmasi sonucu  yontem DNA hasarindan
DNA’nin igeri uygulanabilmektedir. dolay1 transformasyon
girmesidir. Karmasik cihazlara, 6zel etkinligi diistiktiir.
kimyasallara ve
enzimlere gerek
duyulmadan aktarim
saglanabilmektedir.
PEG Polietilen glikol Kolaydir. Pahali Transformasyonda

hiicre zarinda
dontstimli
gecirgenlige sebep
olmasiyla DNA’nin
aktarimi

saglanmaktadir.

ekipmana ihtiyag
duyulmadigi igin
ucuzdur. Cok sayida
transforme hiicre elde
edilebilmektedir. Cesitli
bitki tiirlerine

uygulanabilmektedir.

protoplast kullanildigi
icin bu yontem
elverigsizdir. Bitki
rejenerasyon
gerceklesmemektedir.
Transformasyon

etkinligi diistiktiir.
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1.1.1.Dogrudan Gen Aktarim Teknikleri

Dogrudan gen transferi, adindan da anlasilacagi gibi, dis kaynakli bir DNA’ nin
bitki ¢cekirdegine dogrudan sokulmasini igerir. Yabanct DNA’ y1 bitki hiicresine sokmak
i¢in Once hiicrenin zar1 bozulur ve yabanct DNA’ nin girmesine izin verilir. Dogrudan
gen transferi altindaki yontemlerin ¢gogu basit ve etkilidir. Bununla birlikte, bu transgenik
bitkilerdeki gen ekspresyonu gegici veya stabil bir sekilde transforme edilebilir. (Low et
al. 2018).

Dogrudan gen transferi iki ana gruba ayrilabilir: fiziksel gen transferi ve kimyasal
gen transferi. Fiziksel gen transferi, mekanik yollarla hiicre duvarini ve hiicre zarini bozar.
Bu yontemler arasinda, partikiil bombardimani (biyolistik) ilk olarak Sanford et al. (1990)
tarafindan tanitildigi icin bitki doniisiimiinde en yaygin kullanilanidir. Altin veya tungsten
pargaciklar1 ile kapli DNA, bir gen tabancasi kullanilarak yiiksek basing altinda hedef
bitki hiicresine gonderilir. Hizl1 hareket eden pargaciklar, kaplanmig DNA ’nin kalin bitki
hiicre duvarindan niifuz etmesine izin verir ve yabanct DNA’ y1 ¢ekirdegine yonlendirir.
Kaplanan DNA daha sonra metal parcaciklardan ayrilacak ve kendini bitki hiicresinin
¢ekirdegindeki kromozomlara entegre edecektir. Bu yontemin, daha az toksiktir ve hemen
hemen tiim bitki hiicrelerine uygulanabilir (Lai et al. 2011). Bununla birlikte, bu yontemin
en biiyiik aksakliklar1 6zel aletlerin mevcudiyetinin yani sira DNA fragmanlarinin diger
organeller yerine bitki ¢ekirdegine verim etkinligindedir (Furth 1997).

Diger fiziksel gen transfer yontemleri, yabanci DNA'nin bitki hiicrelerine
transferini kolaylastirmak icin elektriksel impulslar1 kullanan elektroporasyonu igerir.
Bitki hiicreleri ilk 6nce yabanct DNA igeren bir tampon c¢ozeltisinde inkiibe edilir,
ardindan tampon igine elektriksel uyarilar uygulanir ve bu da yabanct DNA'nin girmesine
izin vermek i¢in bitkinin hiicre zarinda gecici gdzeneklerin olugmasina neden olur. Bu
yontem nispeten kolay ve zamandan tasarruf saglar, ancak sadece protoplastlar (hiicre
duvari olmayan hiicre) igin gecerlidir. Bu nedenle, bu yontem bitki transformasyonunda
yaygin olarak uygulanmaz (Low et al. 2018).

Kimyasal gen transferi yaklagimlari, yabanct DNA’ nin girigini saglayan hiicre
zarint bozmak i¢in kimyasalin kullanilmasin1 igerir. Bu 06zel yontem, sadece
protoplastlara uygulandiginda etkili oldugu i¢in bitki transformasyonunda tercih edilmez.
Bu yaklasimda kullanilan en onemli kimyasallardan biri, iki degerlikli bir katyon

varliginda hiicre zarinin dengesini bozmak, bdylece hiicre zarinin gegirgenligini arttirmak
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ve yabanct DNA’ nin alinmasina izin vermek i¢in kullanilan polietilen glikoldiir (PEG).
Kimyasal gen transferi i¢in kesin mekanizma tam olarak anlagilamamistir, ancak PEG’
nin ozmotik basinci arttirdig1 ve protoplastta kasilmaya neden oldugu varsayilmaistir; bu
iki degerlikli katyon DNA kompleksinin endositozunu kolaylastirir (Lazzeri et al. 1991).
Bunlarin yani sira lipozom, bitkinin protoplast hiicrelerinin doniistiiriilmesinde kullanilan
baska bir kimyasal yontemdir. Lipozomlar, yabanci genetik materyalleri protoplast i¢ine
kapstillemek ve iletmek i¢in ara¢ gorevi goriir. Lipozomlarin lipofilik 6zelligi, hiicrenin

doniistiiriilmesinde protoplasta kolay erisim saglar (Caboche 1990).

1.1.2.Dolayh Gen Aktarim Teknigi

Agrobacterium aracili transformasyon, ¢ok ¢esitli bitkilerde etkili ve etkili oldugu
icin bitki transformasyonunda kullanilan en yaygin tekniktir. Agrobacterium toprak
ekosistemine 6zgiidiir. Bitkilerde ta¢ yara veya tiiylii kok hastaligina neden olan patojenik
gram-negatif bakterilerdir. Timdr biiylimesi i¢in genetik bilgi, bu bakterilerin
genomunda bir tiimor indiikleyen plazmit (Ti plazmit) veya tiiylii kok indiikleyen plazmit
(Ri plazmit) tizerinde kodlanir. Genellikle bitki transformasyonunda yaygin olarak
kullanilan iki tip Agrobacterium tirii vardir; Agrobacterium tumefaciens ve
Agrobacterium rhizogenes. A. tumefaciens, tag tiimorii hastaligina neden olan Ti plazmiti
icerirken, A. rhizogenes tiiylii kok hastaligina neden olan Ri plazmitini igerir. Bu iki tiiriin
kesfi, Agrobacteria’ daki zararli genler uzaklastirildiginda transgenik bitkilerin gelisimi
icin etkili vektor sistemleri saglar. Bu yontem celtik, misir, arpa ve tiitlin gibi ¢ok ¢esitli

bitkileri basariyla doniistirmustiir (Low et al. 2018).

Bitkilerde dolayli gen aktarim teknigi, A. tumefaciens ve A. rhizogenes gibi
istenilen geni plazmit igerisinde bulunduran bakteriler araciligiyla hedef hiicreye
tasinmas1 yontemidir (Rakoczy-Trojanowska 2002; Patnaik and Khurana 2001).
Giinlimiizde, bitkilere gen aktariminda en yaygin olarak kullanilan A. tumefaciens
bakterisidir. Bu bakteri araciligi ile tiitiin, domates, patates ve bircok kiiltiir bitkisine
basariyla ve siirekli gen aktarimimin yapildig: bilinmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996).
Agrobacterium tiirleri {izerine yapilan ilk ¢alismalar uzun yillar 6nce bitkilerdeki tag
tiimori hastalig etkeninin arastirilmasi sirasinda baglamis ve A. tumefaciens ilk kez 1897
yilinda asma bitkisinden izole edilmistir. A. tumefaciens araciligiyla gen aktarim teknigi

bakteri kolonizasyonu, bakterilerdeki hastalik yapici sistemin aktiflesmesi, T-DNA
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aktarim kompleksinin olugmasi, T-DNA aktarimi ve T-DNA’nin bitki genomuna
birlesmesini igeren basamaklardan olusmaktadir (Sekil 1.2) (Barampuram and Zhang
2011). A. tumefaciens yaralanmis bitki hiicrelerine tutundugu zaman fenolik bilesiklerin
uyarici etkisi ile Ti plazmitinin T-DNA bolgesi sag ve sol smirlarindan kesilerek bitki
hiicrelerine gonderilmekte ve bitki kromozomlariyla birlesmektedir (Chilton et al. 1980).
Bu birlesmeden sonra, T-DNA bolgesinde bulunan tiimdr genleri aktif hale gelmekte ve
tiretmis olduklar1 oksin ve sitokininler bitki hiicrelerinin hormon dengesini bozarak hizli
ve kontrolsiiz boliinen timoér doku olugmaktadir. Yapilan arastirmalarda bu timor
olusumuna bakteriden bitki hiicrelerine gecen bazi genlerin neden oldugu ortaya
konulmustur. Bir kez tiimor olusumu basladiktan sonra, timor izole edilerek steril kiiltiir
kosullarinda  bakteri olmadan ve yardimci hormonlara ihtiyag¢ duymadan
biiytitiilebilmektedir (Zupan and Zambryski 1995). Yapilan arastirmalarda, enfeksiyon
sonucu olugsan dokunun normal bitkilerde bulunmayan bazi amino asitleri ve opinler
olarak bilinen seker tiirevlerini sentezledigi goriilmiistiir. Bu bilesikler bakteri tarafindan

karbon ve azot kaynagi olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve Ozgen 2001).

Segilen Gen
/_\ T-DNA Transferi/
Virtilans Gen \ _ p==]
KE:ETDNA T-DNA K3ynasmagi
Agrobacterium Tumefaciens
Nikleus

Sekil 1.2 Agrobacterium araciligiyla gen aktariminin sematik genel gorinimii
(Rao et al. 2009)

Bitki Hiicresi

A. tumefaciens iizerine yapilan yogun ¢alismalar sonucunda T-DNA bolgesindeki
timor olusumuna neden olan genler kesici enzimler araciligiyla ¢ikartilarak yerlerine
degisik kaynaklardan izole edilen tarimsal dneme sahip genler yerlestirildiginde ve in
vitro gelisen bitki doku ve hiicreleri bu Agrobacterium hatlartyla enfekte edildiklerinde,
istenilen Ozellikleri tasiyan genler bitki hiicrelerine aktarilmis olur. Sonucta, bu
hiicrelerden daha Once anlatilan in vitro kiltiiri yontemleriyle bazi o6zellikleri

iyilestirilmis transgenik bitkiler rejenere edilebilmektedir (Ozcan ve Ozgen 2001).
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Basit ve etkili olmasindan dolayi, A. tumefaciens araciligr ile aktarim ydntemi
sayesinde ¢ok sayida dengeli transforme bitki tiretmek miimkiin olmaktadir (Michielse et
al. 2005). Ayrica biiyiik, tek DNA pargalarmin aktarilabilmesi, diisiik kopya sayilarina
sahip basit transgenlerin sokulabilmesi, kararli birlesme ve aktarilan genlerin kusaklar
boyunca kalitim1 olmasi gibi nedenlerden Agrobacterium araciligiyla aktarimi hem diger
bakteri suslariyla gergeklestirilen dolayli yontemlere goérehem de dogrudan aktarim
yontemlerine gére daha ¢ok kullanilmaktadir (Broothaerts et al. 2005; Barampuram and
Zhang 2011). Dogrudan gen transfer metotlarina gore A. tumefaciens ile gen transfer
yonteminin daha kolay ve ekonomik olmasi ve basart sansinin daha yiiksek olmasi, bu
yontemi daha popiiler kilmistir. Agrobacterium araciligiyla gen transferinin yaptigi biiyiik
katkilara karsin, bu metodun en zayif tarafi, diinyada gida ihtiyacinin karsilayan

bugdaygillere gen transfer yeteneginin bulunmamasidir (Barampuram and Zhang 2011).

1.2. Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens toprakta yasayan gram-negatif bir bakteri olup,
bitkileri genelde kdk bogazinda olusan yaralardan enfekte etmekte ve kok bogazinda
diizensiz boliinmeler sonucu tiimoér olusumuna neden olmaktadir. Gram-negatif bitki
patojeni olan A. tumefaciens igerisinde viriilans etkisi olan bir Ti plazmiti tasimaktadir
(Sekil 1.3). Ti plazmiti yabanct DNA’y1 bitkiye transfer etmek i¢in olanak saglayan
genler icermektedir (Madigan and Martinko 2012). Agrobacterium’ un patojen suslari,
95-156 x10° dalton arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip biiyiik Ti plazmiti tasir.
Agrobacterium Ti plazmiti iizerinde bulunan vir bolgesi, bakteri tarafindan T-DNA'sin1
tiretmek ve bitki hiicresine vermek i¢in kullanilan bakteriyel viriilans (vir) proteinlerinin
cogunu kodlar. Avirulant Agrobacterium suslari, Ti plazmitinin alinmasindan sonra
patojenik hale gelir ve benzer sekilde Ti plazmitin kaybolmasi, patojenite kaybi ile
iliskilidir (Nester and Kosuge 1981). A. tumefaciens tasidigit DNA’nin bir kismini yani
transfer DNA’sin1 bitkilere aktarabilmekte ve bdylece liretilmis ¢ok sayida transgenik
bitki bulunmaktadir (Safitri et al. 2016; Harst et al. 2015; Mozsar et al. 2015; Hiei et al.
2014). T-DNA’nin ug¢larindaki gen dizilimleri transfer i¢in 6nemlidir ve transfer edilecek
yabancit DNA bu uglar arasindadir (Madigan and Martinko 2012).

10
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Agrobacterium

24 bp sag sinir

chvl

Conjugatif
transfer

Q

bolgesi

y. 4
’ ot
8 Q\\*“
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Sekil 1.3 Agrobacterium tumefaciens sematik goriiniimii (Aycan 2014)

1.2.1.Transgenik Bitkilerin Uretimi i¢in Vektorler

Vektor, ilgili geni ¢cogaltma ve ekspresyon icin hedef hiicreye tasiyan bir arag
gorevi goriir. Ortak vektor ti¢ bilesenden olusur: bir replikasyon kaynagi, coklu-klonlama
bolgesi veya rekombinasyon bolgesi ve segilebilir markor. Cogaltma orijini, bir protein
kompleksine baglanarak, vektoriin agilmasini, vektoriin replikasyonunu ve boylece
polimerazlarin yardimiyla ¢ogaltilmasi saglayan adenin-timin agisindan zengin bir
bolgedir. Multiklonlama bdlgesi, spesifik gen kisitlama enzimi ile kesilebilen ve ilgili
genin sokulmasina izin veren, kisitlama bolgesi olarak da bilinen ¢ok sayida benzersiz
dizi iceren bir bolgedir. Rekombinasyon bdlgesi, iki plazmit arasinda bolgeye 6zgi
rekombinasyonun gerg¢eklesmesine izin veren bolgedir. Bitki transformasyonunda,
yaygin olarak kullanilan vektoérler Ti plazmit bazli vektor ve bitki viral bazli vektordiir

(Low et al. 2018).

11
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1.2.1.1.Ti Plazmit

Ti plazmit, transgenik bir bitkinin {iretiminde en yaygin kullanilan vektordiir. Ti
plazmit, Ti plazmit siniflarina baglh olarak 200 ila 800 kbp arasinda degisen tahmini bir
boyuta sahiptir. Ti plazmit {i¢ ana bolgeye ayrilir: T-DNA bélgesi, viriilans bolgesi ve
opin katabolizma bolgesi. Bitki genomuna aktarilan T-DNA bolgesi yaklagik 24 kbp
biyiikliigiindedir (Barker et al. 1983). Bu bolge, genel olarak sol ve sag sinirlar olarak
bilinen her bir ugtaki tekrar dizileri ile sinirlanmistir. Sag sinir, DNA” ya neden olan
tiimor olusumunun transferi i¢in gerekli olan kritik kistmdir. Bununla birlikte, viriilans
bolgesi, T-DNA’ nin transferine yardimci olan vir genlerinin kodlanmasindan
sorumludur. T-DNA dizisi ayrica opin ve fitohormonlarin (oksin ve sitokinin)
biyosentezini de kodlar. T-DNA i¢indeki ii¢ onkogen (opin, sitokinin ve oksin biyosentez
geni), bitkide tiimor olusumunun ana nedenleridir ve bu, ta¢ tiimorii hastaligina yol acar
(Christie et al. 2014).

T-DNA diretimi ve konake¢t hiicreye tasinmasi igin gereken molekiiler
mekanizmalar, bir dizi bakteriyel kromozomal (chv) ve Ti-plazmit viriilans (vir) genleri
tarafindan kodlanan proteinleri igerir. Ek olarak, c¢esitli konakg¢i proteinlerin
Agrobacterium aracili genetik transformasyon siirecine, ¢ogunlukla siirecin sonraki
asamalarinda (yani T-DNA hiicre i¢i tasima ve entegrasyon) katildigi bildirilmistir.
Agrobacterium, konakgisint  doniistirmek  igin  mevcut  hiicresel  siiregleri
benimsediginden, bitki hiicresinin bu genel biyolojik mekanizmalarmi anlamak,
Agrobacterium’ un konak araligini genetik bir miihendislik araci olarak genisletmeye
yardimer olabilir ve ayrica transgenik bitkilerin iiretimi sirasinda transformasyon
slirecinin ve sonucunun kontroliinii kolaylastirmaktir (Tzfira and Citovsky 2002; Gelvin
2003).

A. tumefaciens ve A. rhizogenes i¢in kromozomal haritalar yaymlanmistir
(Hooykaas et al. 1982; Pischl and Farrand 1984). Hem oktopin hem de nopalin tip Ti
(Depicker et al. 1983) ve Ri (Huffman et al. 1984) plazmitlerinin genetik haritalari
yapilmistir. Oktopin ve nopalin plazmitleri arasinda A, B, C ve D olarak adlandirilan dort
ana homoloji bolgesi tanimlanmistir (Sekil 1.4). Bu bolgelere atfedilen ana islevler
sunlardir: (A) T-DNA bolgesi icindedir ve onkojenik 6zellikleri ve opin sentezini belirler.
Ayrica T-DNA fonksiyonlar1 altinda, (B) plazmit replikasyonu ve uyumsuzlugu, (C)
konjugatif fonksiyonlar ve (D) vir bolgesi tartisilmaktadir. Bu Ti plazmitinin yaklasik

12
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%14'int olusturur ve T-DNA'nin transferi ve muhtemelen entegrasyonu icin gerekli
bakteri fonksiyonlarini saglar. Nopalin ve oktopin Ti plazmitlerinde sirasiyla en az 6 ve
7-10 lokus olarak tanimlanmistir (Hagiya et al. 1985). Vir A, B, C ve D lokuslarinda
mutasyonlart olan suslar, T-DNA'y1 bitki hiicrelerine transfer etme yeteneginden
yoksundur (Gardner and Knauf 1986). Vir E, T-DNA'nin transferi i¢in gerekli degildir,
ancak T-DNA'nin entegrasyonunda rol oynadigi goriilmektedir. Vir bolgesindeki vir C
ve D genlerine karsilik gelen hdv lokusunda 13, 15, 28 ve 29 kDa'lik dort polipeptit
tanmimlanmistir (Hagiya et al. 1985).

[ NopALN 1-DNa i | \\
\
:TZ:NA [ TL ONA | [ Tmona |

P e fm—————
I OKSIN —:. SITOKININ ﬂ. r OKTOPIN
(TR SO —— 4!

S

1AM —» [AA 1AM gipikim

autt Reg™

Sekil 1.4 Ti plazmit T-DNA transkriptlerinin sematik gosterimi (Bhatia et al.
1986).

Ti plazmiti biiytiktiir ve ilgili genler ve segilebilir markerler ile daha biiyiik hale
gelir. Biiyiik boyutlu plazmitlerin kullanimi1 zahmetlidir ve dogada diisiik kopya sayisina
sahiptir. Bununla birlikte, bu dezavantaj, sonunda biiyiik boyutlu plazmitler i¢in problemi
cozen ikili vektor sistemi ile birlikte ko-biitiinlestirici bir sistemin gelistirilmesine yol

acmistir (Low et al. 2017).
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1.2.1.2. ikili vektor

Ilgilenilen genleri (goi) Agrobacterium'a sokmak igin baslangi¢ teknolojileri, bu
genleri biiyiik bir tiimor indiikleyen plazmitlerin (Ti-plazmitler) transfer DNA (T-DNA)
bolgesine sokan karmasik mikrobiyal genetik metodolojileri icermektedir. Bununla
birlikte, bilim adamlar1 sonunda T-DNA transferinin ve T-DNA islenmesi i¢in gerekli
viriilans (vir) genlerinin iki replikona boliinmesi durumunda T-DNA transferinin hala
gerceklestirilebilecegini 6grenmislerdir (Lee and Gelvin 2008). Yabanci genlerin bitkiye
aktarilmasi i¢in olusturulan ve yaygin olarak kullanilan ikili vektor sistemi, iki plazmit
iceren Ti-plazmit sistemidir (Madigan and Martinko 2012). T-DNA transferinin ve
islenmesi igin gerekli viriilans genlerinin iki replikona béliinmesi durumunda T-DNA
transferinin hala gergeklestirilebilmektedir. Ikili vektdr sistemi, yardimci vektdr ve mini
vektor olan iki plazmit igermektedir. Mini vektor, T-DNA'dan ve plazmitin Escherichia
coli ve Agrobacterium tumefaciens iginde klonlanmasina izin veren hem E. coli hem de
A. tumefaciens’ in replikasyon kaynagindan olusan daha kiigiik boyutlu bir plazmiti ifade
etmektedir. Yardimcir vektor, T-DNA bolgesi olmayan yabani tip Ti plazmiti
belirtmektedir. Yabani tip Ti plazmit, gen aktarimi ve entegrasyonu i¢in gerekli tiim
genler i¢in sablon sagladigindan yardimci bir plazmit olarak da bilinmektedir. Bu
yardimc1 ve mini vektorlerin her ikisi de Agrobacterium igine eklenir ve doniistiiriilmiis

Agrobacterium bitki transformasyonunda kullanilir (Low et al. 2018).

1.2.1.3.Ko-biitiinlestirici vektor

Ko-biitiinlestirici vektor, bir ara vektor ile silahsiz Ti plazmit arasindaki homolog
rekombinasyon yoluyla gelistirilir. Ara vektor normal olarak ilgilenilen geni barindiran
E. coli plazmitidir. Hem ara vektor hem de silahsiz Ti vektord, iki plazmitin homolog
rekombinasyonunun gergeklesmesine izin veren bazi yaygin sekanslardan olusur.
Rekombinasyon, birlestirilmis E. coli plazmiti ve silahsiz Ti plazmiti i¢eren biiyiik bir
ko-biitlinlestirici vektor ile sonuglanacaktir. Bu ko-biitiinlestirici vektdor daha sonra
transgenik bitki doniisiimii i¢in Agrobacterium’ a geri sokulacaktir. Boylece, ikili vektor

sistemi tanitildigindan beri bu vektoriin kullanimi kesilmistir (Low et al. 2017).
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1.3. Hastaliklara Kars1 Direncin Arttirilmasi

Bitkiler patojen saldirilarindan kendilerini korumak i¢in bir¢cok savunma
mekanizmasina sahiptir. Bu savunma mekanizmalar1 bazi patojenler i¢in caydirici bir rol
oynamasina karsin, diger bazi patojenler i¢in etkisiz kalabilir. Bunun sonucunda da
hastalik ortaya ¢ikar. Hastalik, duyarl bir bitki, o konakg1 bitkinin bir patojeni ile temas
ettiginde ve gevresel kosullar enfeksiyon i¢in uygun oldugunda gelisir (Hammerschmidt
2018). Herhangi bir hastaliga dayanikli transgenik bitki iiretiminde ¢esitli kaynaklardan
(bitki tohumu, bocek, bakteri veya funguslardan) izole edilerek saflastirilan proteinler
degisik patojen sporlariyla inkiibe edilirler. Daha sonra proteinler polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak klonlanir ve uygun vektorlerle bitkilere aktarilir. Neticede
transgenik bitkiler antifungal veya antibakteriyel etkiye sahip proteinleri kendi
hiicrelerinde iiretmeye baslarlar. Transgenik bitkiler hayatinin herhangi bir déoneminde,
bu proteine kars1 hassas olan bir patojen tarafindan saldirtya ugradiginda, bitkinin bu

saldiridan etkilenme olasilig1 minimuma indirilir (Kazan ve Giirel 2001).

1.4.Fungal Patojenlere Kars1 Miicadele

Fungal hastaliklar, bir¢ok tahil bitkisinde dnemli miktarda verim kaybina neden
olur. Istilact fitopatojenik mantarlarin hiicre duvarlarin1 pargalayabilen enzimlerin
iiretimi, bitkilerde savunma yanitinin 6nemli bir bilesenidir. Bu dogal konak savunma
mekanizmasi fungus direngli transgenik bitkilerde gelismistir. Bu dogal konak¢i savunma
mekanizmasi, funguslara direngli transgenik bitkilerde gelistirilmistir. Hastaliga karsi
direnci genetik olarak iyilestirmek icin bitki yetistirme teknikleri de kullanilmigtir
(Rommens and Kishore 2000). Patojen enfeksiyonuna yanit olarak bitkilerde gelisen
bircok karmasik mekanizma tanimlanmistir. Fungus istilasindan sonra bagisiklik
yanitlarinda yer alan ¢oklu genlerin rolii ve buna dahil olan c¢esitli yollar agiklanmistir
(Islam 2006). Bu savunmaya duyarli genler funguslara direngli transgenik bitkiler
tretmek icin kullanilmistir (Grover and Gowthaman 2003). Bu amagla kullanilan genler

kitinazlar, glukanazlar ve diger antifungal genlerdir.
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1.5.Fungal Patojenlerle ilgili Proteinler

Kitinaz, glukanaz, peroksidaz ve diger patojenez ile ilgili proteinler, bitkinin
patojen tarafindan saldiritya ugramasinin hemen ardindan yiiksek diizeyde ifade edilirler.
Bu genlerin iriinleri olan proteinler in vitro sartlarda test edildiklerinde, patojen
gelisimini engelleyici bir etkiye sahip olduklar1 goriiliir. Bitki hiicre duvarinin
dayanikliliginda 6nemli bir enzim olan kitinaz enzimini kodlayan genler fasulye, celtik
ve tiitlin bitkilerine aktarilmis, bunlarin Rhizoctonia solani’ye karsit dayanikliliklarinin
arttig1 gézlenmistir. Kitinaz ve glukanaz genleri birlikte aynmi bitkide ifade edildiginde,
elde edilen dayanikliligin sinerjistik etkisinden dolayr daha da arttigi gozlenmistir.
Bunlarin diginda patojenez ile ilgili (PR) protein genleri, poligalakturonazi inhibe eden
protein (PGIP) genleri ve monoklonal antikor genlerinin transgenik bitkilerde tezahiirii
saglanmistir. Ayrica, gen transfer metotlariyla patojen sinyallerinin artirilmasi ve
bitkilerde aktif oksijen tiirevlerinin tretimi yoluyla da hastaliklara dayanikliligin
artirtlmas1 miimkiin olmustur (Kazan ve Giirel 2001). Biyoteknoloji, bitki hastaliklari ile
miicadeleye yeni bir yaklasim getirmistir. Bitkiler, patojenlere karsi ¢esitli savunma
mekanizmalarina sahiptir. Bitkiler, dayaniklilik genleri (R) araciligi ile patojen saldirisini
algilaylp bir savunma olusturabilmektedir. Bunlar enfeksiyondan oOnce iirettikleri
proteinler ve organik molekiiller ile gergeklesir. Simdiye kadar ¢ok sayida R-geni
karakterize edilmistir ve bazilari bitki 1slahinda basariyla kullanilmaktadir. Boylece 1slah
programlarindan elde edilen dayanikli bitkilerin kullanimu ile pestisit gibi uygulamalara
1yi bir alternatif olusturulmustur. Patojen baglantili proteinler biyotik strese karsi biriken
farkli proteinlerden olusan bir protein grubudur. PR proteinleri salisilik asit, jasmonik
asit, systemin ve etilen gibi farkli uyaricilardan tesekkiil eder. PR proteinlerinin bazilar
antifungal aktivite gosterir. Bazi PR proteinlerine B-1,3-glukanaz, kitinaz ve fungal

membran per-metaboliz 6rnektir (Sekil 1.5) (Kazan ve Giirel 2001).
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Sekil 1.5 Fungal Hiicre Duvar1 Semasi (Selitrennikoff 2001)

En sik tarif edilen antifungal proteinler muhtemelen kitinazlar ve B-1,3-
glukanazlardir. Bu enzimler, kitin ve B-1,3-glukanin hidrolizini, bircok mantarin hiicre
duvarlarinin her iki ana bilesenini katalize eder. Bu bilesenlerin parcalanmasiyla, iki
hidrolazin mantar biiyiimesini engelledigi diisliniilmektedir. Cogu mantar enfeksiyonu
hiicreler arasindaki bosluklarda baglatilir ve daha sonra hiicrelere niifuz eder. Bu nedenle,
bitkileri bu tiir mantarlara karsi korumak icin, hiicrelerin i¢inde degil, hiicreler arasi

bosluklarda antifungal bilesiklerin bulunmasi gerekebilir (Wessels and Sietsma 1981).
1.5.1. Kitinazlar

Kitinaz genini eksprese eden transgenik bitkiler, bircok calismada fungus
hastaligina kars1 artan diren¢ gostermistir. Bunun nedeni, kitinazin asir1 ekspresyonu
yoluyla mantar hiicre duvar1 materyali olan kitinin hemen pargalanmasidir. Rhizopus
oligosporus’ tan kitinaz geni (chi) Terakawa et al. (1997) tarafindan tiitiinde ifade

edilmistir. Gri kiife direncli transgenik bir kasimpati, Takatsu et al. (1999) tarafindan,
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piringten bir kitinaz geni (RCC2) aktarilmasiyla gelistirilmistir. Kitinaz geninin tiitiin ve
pirince aktarilmasi ile fungal hastaliklara kars:1 bitkilerde direncin arttigr goriilmiistiir.
Kitinaz ve glukanaz enzim genlerinin tiitiin ve domates bitkilerine birlikte aktarilmasi
sonucu bitkilerdeki direncin daha fazla oldugu saptanmistir (Bezirganoglu 2017).

Mantara dayanikli bitkiler tiretmek i¢in ayni kitinaz geni (RCC2) ile diger gruplar
tarafindan bagka caligmalar da yapilmistir. Yamamoto et al. (2000) transgenik asma iiretti
ve Kishimoto et al. (2002) transgenik salatalik gelistirdi, bunlarin her ikisi de ayni1 kitinaz
(RCC2) genini eksprese eder. Bu gen (RCC2) ayrica Mitani et al. (2006) tarafindan {i¢
yaprakli portakaldaki fungus direncini arttirmak i¢in kullanilmistir. Bir tiitiin kitinaz geni
(chi) eklenerek funguslara karsi direngli bir yer fistig1 gelistirilmistir (Rohini and Rao
2001).

1.5.2. Glukanazlar

Kitinazin yaninda, glukanaz genine, fungus direngli bitkiler gelistirmek igin
transgenik calismalarda oncelik verilmistir. Kendini savunma sistemlerinde ¢alismasina
ek olarak, B-1,3-glukanazlar mikrosporogenez, ddllenme, tohum c¢imlenmesi, ¢icek
olusumu ve somatik embriyogenez gibi cesitli fizyolojik ve gelisimsel siireclerde yer
almigtir (Antony Ceasar and Ignacimuthu 2012). Nishizawa et al (2003), piringte hastalik
direncini arttirmak i¢in f-1,3 ve 1,4-glukanaz genini (Gns1) piringte tanitmistir.

B-1,3-1,4 glukanlar, yliksek yapili bitkilerin hiicre duvarlarinin yapisinda bulunan
hem f-1,3 hemde B-1,4 bagli D-glukoz iceren lineer polisakkarit oldugu bildirilmistir
(Beckmann et al. 2006). pB-(1,3-1,4)-glukanlar, Poaceae (bugdaygiller) familyasi
bitkilerinin hiicre duvar1 polisakkarit bilesikleri olup 6zellikle ticari 6neme sahip arpa,
piring ve bugday gibi tahillarin endosperm hiicre duvarinda bulmustur (Stone et al. 1992).
Ayrica bakteri, fungus gibi bir¢ok organizmalar B-(1,3-1,4)-glukanaz enzim kaynagi
oldugu bilinmektedir. Ancak bitki ve mikrobiyal kaynakli glukanazlar birbirinden farkli
aminoasit dizileri ve ii¢ boyutlu yapilarinda farklilik gosterir. Bitki p-(1,3-1,4)-
glukanazlar1 glikosil hidrolaz 17 familyasina ait iken, mikrobiyal kokenli -(1,3-1,4)-
glukanazlar glikosil hidrolaz 16 familyasina aittir (Henrissat 1991; Henrissat and Bairoch
1993, 1996). Bu enzimler arasinda endo f-(1,3)-(1,4)-glukanazlar (likenazlar),
endosperm hiicrelerinin nisastasina a-amilazlarin ulasimini kolaylastirdigindan dolay:

icki mayalama endiistrisinde spesifik uygulamalara sahiptirler (Beckmann et al. 2006).
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Bitki -1,3-glukanlari, en sik kitinaz izozimleri ile kombinasyon halinde mantar
patojenlerinin hiicre duvarlarim hidrolize ederek dogrudan savunmaya katilirlar. In vitro
analizler, B-1,3-glukanlarin, B-1,3 / 1,6-glukanlar1 pargalayarak dogrudan mantar
patojenlerine etki ettigini ve kitinaz, fungal hiicre duvarindaki Kitinlerin ardisik iki N-
asetil glukoz amininin C1 ve C4 arasindaki baga saldirarak etki gostermistir. Patojenik
mantarlarin hiphal hiicre duvarinin bozulmasi, sadece hiicre parcalanmasina kars1 degil
ayni zamanda mantar savunma yanitlarinin diger bilesenlerinin eylemleri i¢in de duyarh
olmasini saglar (Mohammadi and Karr 2002).

Mantar hiicre duvarlarini hidrolize etme potansiyeli géz oniine alindiginda, $-1,3
glukanaz bir¢ok uygulama yoniinde yararlidir. Temel arastirmalarla ilgili olarak, B-1,3-
glukanaz, maya protoplastlarini elde etmek ve mantar hiicresi duvari yapisinin mimari
ozelliklerini tanimlamak icin bir reaktif olarak kullanilmistir. Endiistriyel uygulamalarda,
B-1,3-glukanaz, maya ekstrakti iiretme iglemlerinde, potansiyel bir immiinoaktivator olan
¢Oziiniir B-1,3-glukan islemlerinde ve sarap ekstraktinin netlestirilmesinde kullanilabilir.
Tarimsal uygulamalarla ilgili olarak, bitkileri ¢ok sayida yayinda gosterildigi gibi mantar
istilasindan korumakta bir biyo-kontrol maddesi olarak gérev yapabilir (Cheng et al.
2009).

Kitinaz ve glukanaz genleri, maksimum mantar direnci elde etmek i¢in birkag
transgenik projede birlikte eksprese edildi. Bu genlerin kombine ekspresyonu, tek basina
her iki genin ekspresyonundan daha yiiksek seviyede direng gostermistir. Sonug olarak,
kitinaz ve glukanaz gibi antifungal genlerin, transgenik bitki bitkilerinde fungal
hastaliklarin etkin kontrolii i¢in potansiyel aday genler olduklar1 kanitlanmistir. Bu
genler, gelecekte daha fazla mantar direngli mahsul bitkileri gelistirmek icin
kullanilmalidir. Bu, ekin bitkilerini mantar hastaliklarindan koruyarak tarimsal {iretimi

arttirmaya biiyiik dl¢lide yardimer olacaktir.

1.5.3. Diger Antifungal Proteinler

Kitinaz ve B-1,3-glukanaz disinda, genler baska antimikrobiyal proteinler veya
peptitler de transgenik bitkilerde hastalik direnci kazandirmada etkili olmustur.
Fitoaleksinler, bitkiler tarafindan g¢esitli biyolojik olmayan streslere veya
mikroorganizmalarla karsilastiklarinda sentezlenen antimikrobiyal Ozellikteki diistik

molekiil agirligina sahip bilesikler olarak bildirilmistir. Bakteri ve fungal patojenlere
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kars1 direncli bitki gesitlerinin gelistirilmesinde kullanilmistirlar. Yani hidrojen peroksit
iceren aktif oksijen tiirleri patojen enfeksiyonunda bitki savunmasinda 6nemli bir etkendir
(Hain et al. 1993). Fitoaleksinler hem fungal hem de bakteriyel patojenlere karsi, 6zellikle
verticullum hastaligina kars1 savunma saglamistir. (Wu et al. 1995). Ayrica transgenik
bitkilerde savunmayla ilgili genlerin asir1 ifadesi birgok patojene karsi direnci arttirmistir.
Antimikrobiyal proteinlerle ilgili lipid transferaz protein homolojisi, transgenik
sardunyada ifade edildiginde Botrytic cinerea’nin gelisimini azalttig1 gosterilmistir (Bi et
al. 1999). Antimikrobiyal peptitler kii¢iik molekiilleri iiretmek igin sentezi saglanip
fungusa kars1 direng arttirmak igin kullanilmistirlar. Transgenik bitkilerde tionin,
defensinin agir1 ifadesi Alternaria, Fusarium ve Plasmodiophara igeren birkag patojenin
gelismesini azalttigi gosterilmistir ve tarla sartlarinda patateste verticullum hastaligina
kars1 direng saglanmistir (Bezirganoglu 2017). Ribozom inaktif proteinleri, bitki
enzimleri olup azot glukozidaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Ribozom inaktif
proteinleri, yabanci ribozom veya birkag spesifik proteini inaktive ettigi gosterilmistir.
Bu yiizden protein sentezini durdurup, fungus gibi 6karyotlarin yabanci ribozomlarin

inaktif ettigi bildirilmistir (Logemann et al. 1992).
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Krishnamurthy et al. (2000), nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinin g¢esitli hatlarina
Agrobacterium tumefaciens’in “p35S GUS-INT” plazmitini barindiran C58C1/GV2260
susu ve pIBGUS plazmitini barindiran EHA101 susu ile B-glukuronidaz genini
aktarmiglardir.

Unver vd (2000) yaptig1 ¢alismada in vitro sartlarda yetistirilen Samsun tiitiin
¢esidinin yaprak diski eksplantlarina onkogenik olmayan Agrobacterium tumefaciens
GV2260 p35S GUS-INT araciligiyla farkli sicaklik derecelerinde (18, 20, 22, 24 ve 28°C)
gen aktarimi yapmistir ve gen aktarim c¢alismalarda 22°C sicakligin en etkin oldugunu
bildirilmistir.

Ming-Mei Chang et al. (2002) ayr1 Agrobacterium tumefaciens (LBA4404)
klonlarinda iki bagimsiz plazmitte (pChit ve pGlu) ¢ogalan bir bezelye kitinaz ve 3-1,3-
glukanaz genlerini, ayni anda, in vitro yetistirilen patateslerin (Solanum tuberosum L. cv
Russet Burbank) internot eksplantlarina transformasyonunu gergeklestirmislerdir.
Transgenik patatesten, es mRNA'lar1 liretmek i¢in intronsuz kitinaz ve intron iceren
bezelye B-1,3-glukanaz genlerini eksprese edebildigini gostermis; NPT II genini, tek
secim markorii olarak kullanarak, patateslerde etkili bir ko-transformasyon siklig1 elde
etmenin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.

Kim et al. (2002), Bacillus circulans’dan, endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz1 kodlayan
geni Escherichia coli’de klonlamiglardir. Klonlanan enzim, likenan ve arpa B-glukanini
hidrolize ederken karboksimetil selilloz (CMC), laminarin ve ksilan lizerinde aktif
olmadigini belirtmislerdir. Endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi amino asit dizisinin, endo-
B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi tireten Bacillus N-137 ve Brevibacillus brevis ile sirasiyla
%68 ve 51 oraninda homoloji gosterdigini bildirmislerdir.

Zeng Yu et al. (2003) yeni bir tam uzunlukta -1,3-glukanaz ¢cDNA’sini1, Tibet
hulless arpa ve DNA Walking ile elde edilen komple geninin dizisinden gRT-PCR ve
RACE teknikleri ile elde edilmigtir. BLAST programi ile sekans hizalamasi, cDNA'nin
arpa [-1,3-glukanaz II ile yiiksek benzerlige sahip oldugunu gostermistir. Gen,
fonksiyonel olarak Escherichia coli iginde eksprese edilmis ve rekombinant protein, 3-
1,3-glukanin bir karakteristik bir aksiyon paterni (-1,3-glukan endohidrolazla (EC
3.2.1.39) hidrolizini katalize ettigi bildirilmistir. Southern blot analizi, genin kii¢iik bir
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gen ailesinin bir iiyesi oldugunu gostermistir. qRT-PCR ve Northern blot analizi, bunun
yapisal olarak arpa siirgiinlerini ifade ettigi bildirilmistir.

Zhang et al. (2005), karanfilde (Dianthus caryophyllus ve D. chinensis) gen
aktarimi yapilmis hiicreleri segebilmek amaciyla uygun seleksiyon ortamini belirlemek
amaciyla kanamisin, mannose ve PPT (fosfonitrisin)’nin farkli dozlarin1 Agrobacterium
ile muamele edilmis ve edilmemis materyalde denemislerdir. Sonuglar bakteriyel
enfeksiyonun gercekten yaprak eksplantlarinin segici ajanlara toleransini arttirdigini ve
bu artisin genotip-bagimli oldugunu gostermistir. Genel olarak, bakteriyel enfeksiyon
olmadan, filiz olusumu i¢in en yiliksek konsantrasyonlar, genotipe bagli olarak kanamisin
icin 25-50 mg/L, mannoz igin 3-4 g/l ve PPT i¢in 0 mg/L olmustur. Bakteriyel
enfeksiyondan sonra, siirgiin olusumu ¢eside baglh olarak ya 100 mg/L kanamisin, 46
g/L mannoz ya dal-2 mg/L PPT’de bildirilmistir.

Moravc¢ikova et al. (2004), salatalik sinif III kitinaz ve Nicotianaplumbaginifolia
smif I glukanaz kodlayan genler, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla Slovak patates
(Solanum tuberosum L.) 116/86 iireme hattina birlikte aktarimini saglamistir. Her iKi
transgen i¢in entegre kopyalarin sayisi ve RNA ekspresyon seviyesi belirlenerek, sokulan
transgenlerin ekspresyonunda diisiik varyasyon ve anlamli korelasyon oldugunu
gostermistir. Transgen ekspresyonunun transformantlarin mantar duyarliligina etkisi in
vitro olarak degerlendirmistir. Hifal deneyleri sonucunda, transformantlar ile
dontistiirilmemis patates eksplantlar1 karsilastirildiginda Rhizoctonia solani  'nin
biiylimesini inhibe etme kabiliyetinde belirgin bir farklilik olmadigini ortaya koymustur.

Moravc¢ikova et al. (2007), aynmi genleri farkli bir plazmit pJLO6 kullanarak
birlikte eksprese etmislerdir. Transgenik mikrotiiplerden izole edilen ham protein
ekstraktlar ile yapilan deneyler, Rhizoctonia solani hyphae’nin biiyiime inhibisyonunu
gostermistir.

Sridevi et al. (2008), Agrobacterium tumefaciens araciligiyla musir
ubikuitin promotorii altinda geltik kitinaz (chil1) genini ve ayn1 T-DNA’da CaMV 35S
promotorii altinda tiitiin B-1,3-glukanaz geni barindiran ikili vektdr pNSP3 kullanilarak
kilif (zarf) yanikligina direngli transgenik geltik hatlar1 gelistirmislerdir. Bu iki geni ifade
eden transgenik bitkiler, kontrole kiyasla kilif yanikligina kars1 olduk¢a direngli oldugunu
bildirmislerdir.

Yueh-Mei Cheng et al. (2009) calismasinda 1793 amino asitlik bir proteini

kodlayan bir -1,3-glukanaz geni, bir Paenibacillus sp susundan klonlamistir.
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Yadav (2010), ilk kez susam (Sesamum indicum) bitkisinin kotiledon eksplantini
Agrobacterium tumefaciens araciligiryla pPCAMBIA2301 ikili vektoriinii kullanarak bir
neomisin fosfotransferaz geni (nptll) ve kesintiye ugramis bir B-glukuronidaz (GUS) geni
(uidA) aktarimi yapmustir. Se¢im ortaminda (25.0 uM benziladenin (BA), 25 mg/L
kanamisin ve 400 mg/L sefotaksim igeren MS) Agrobacterium tumefaciens ile enfekte
olmus eksplantlardan geri kazanilan yesil filizler, 2.0 uM indol-3-biitirik asit (IBA) ve
5.0 mg/L kanamisin i¢ceren MS ortamda koklendirmis. Koklii siirgiinler topraga aktarilip
tohum i¢in biiylitmiistiir. Varsayilan To bitkilerinde transgenlerin varligi, entegrasyonu ve
ekspresyonu, sirasiyla polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Southern blot hibridizasyonu
ve GUS histokimyasal analizi ile dogrulanmistir. To ve T1 bitkilerinin vejetatif ve lireme
kisimlarinda GUS aktivitesi tespit edilmistir. T1 bitkilerinin qRT-PCR analizi, uidA
geninin transkriptlerinin varligin1 dogrulanmistir. Analizler sonucu dontisim sikligi
%1,01 olarak bulunmustur.

Girhepuje et al. (2011), c¢esitli kitinazlarin, in vitro kosullarda fungus
patojenlerinin biiylimesini inhibe ettigi gostermistir. 33-kDa Kitinaz proteinini kodlayan
bir bugday kitinaz geni olan chil94, misir ubikuitin 1 promotoriiniin kontrolii altinda
domates bitkilerinde asir1 eksprese edildigini gozlemlemistir. Transgenin domates
bitkilerine entegrasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve Southern blot analizi ile
teyit etmistir. T1 ve T2 nesillerindeki transgenin kalitimi, molekiiler analiz ve higromisin
duyarhilik testi ile gosterilmistir. To'daki transgenik c¢izgiler arasinda genis kitinaz
aktivitesi gozlendi ve T1 ve T2 nesillerinde benzer bir aralik korundugunu bildirmistir. En
onemlisi, yiiksek kitinaz aktivitesine sahip transgenik domates hatlarinin, mantar patojeni
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici’ ye karsi oldukga direngli oldugu bulunmustur. Bu
nedenle sonuglar, domates bitkilerindeki bugday endokitinaz chil94'in ekspresyonunun,
mantar patojeni Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici’ nin neden oldugu Fusarium
solgunluk hastaligina kars1 direng verdigini géstermistir.

Satabdi Ghosh et al. (2016) ¢eltik oksalat oksidaz 4 genini (Osoxo04) asir1 ifade
eden transgenik patates cesitlerinin gelisimini rapor etmistir. Osoxo4'lin asiri
ekspresyonu, agronomik performans ¢aligmalariyla transgenik patates bitkilerinin
morfolojisi ve verimi lizerinde herhangi bir etki géstermedigini bulmuglardir. Bu nedenle,
Osox04’ iin kurucu ifadesi, patateslerde geg¢ kiif direncinin miithendisligi i¢in etkin bir
stratejiyi temsil ettigini bildirmislerdir.

Khan et al. (2016), saflastirilmis rekombinant kitinaz proteini, kalitatif bir in vitro

antifungal analizde Alternaria solani dahil fitopatojenik mantarlarin biiyiimesini dnemli
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Olglide inhibe ettini gostermislerdir. Ayrica, endo-kitinaz genini asir1 eksprese eden
transgenik patatesler Agrobacterium aracili transformasyon yontemi kullanilarak basarili
bir sekilde gelistirmislerdir. Transgenik patates bitkilerinden elde edilen ham protein
Ozleri, kantitatif in vitro analizde A. solani’ nin %39,5 ila 60,5 arasinda hifal biiytimesini
inhibe ettigini bulmuslardir. In vitro deneylerde, transgenik patates bitkilerinin A. solani
enfeksiyonuna karsi yesil ve saglikli kalarak giiglii bir direng sagladiklar1 gosterilmis,
transgenik olmayan kontrol bitkileri sararmaya basladigin1 ve enfeksiyondan 3 hafta

sonra 0ldiiglinii gézlemlemislerdir.
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3.1.Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calisma boyuncu kullanilan cihazlar ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Sarf Malzemeler

CiHAZ MARKA

Buzdolabi Argelik

Calkalamal inkiibator Zhicheng-Zhwy-2102¢

Derin Dondurucu (-20) Argelik

Derin Dondurucu (-80) Harris, ingiltere

Elektroforez tanki Biorad-yatay

Gii¢ kaynag Biorad, PowerPac

Hassas Terazi Shimadzu

Masaiistii Ph Metre WTW inilab pH 7110

Elektroporasyon Cihazi Gene Pulser Xcell Electroporation Systems

Mikrodalga Firin Vestel

Nanodrop Spektrofotometre Thermo Scientific Multiskan Go

Otoklav JSR, Jsac-60

PCR Cihaz1 Sensoquest

Saf Su Cihaz GFL

Santrifiij Hettich Micro 22 R

Masa santrifiijii Hettich EBA 21

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Steril Kabin Esco NordicSafe™ Class II Biological Safety
Cabinet

Terazi Desis, NHB

Manyetik Karistirici Chiltern HS31

Ultra Saf Su Cihazn Millipore, Q-3w
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3.1.2. Gen Transferinde Kullanilan Plazmit ve Bakteri Suslari

Meng et al. (2009) daha once Paenibacillus sp’dan kiiltiir ortaminda saflastirilan
B -1,3-glukanaz igeren pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn plazmitleri bu
calismada kullanilmustir.

Calismada kullanilan Agrobacterium tumefaciens suslart Ondokuz Mayis
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii’nden temin edilen AGL1

(NCBI:txid227409) ve GV3101 (BacDive 1D:24823) suslar1 kullanilmistir.

3.1.3. Transformasyonda Kullanilan Bitki Materyali

Transformasyonun optimizasyonu saglamak i¢in 3 farkli Kavun (Kirkagag, Kis ve
Ananas) ¢esidi ¢alisma materyali olarak kullanilmigtir. Tohumlar ticari olarak satin

almmustir (Yaprak Qualty Seeds).

3.1.4. Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon Y ontemleri

Besiyerlerinin ve kullanilacak malzemelerin sterilizasyonu yapilirken otoklavda
1,5 atm basingta 121°C ‘de 20 dakika tutularak steril edilmistir. %96’ lik etanol iginden
730 ml meziirle 6l¢giilerek alindi ve hacmi 1000 ml ‘ye tamamlanarak hazirlanan %70°’lik
EtOH ¢alisma yiizeylerinin dezenfeksiyonu i¢in kullanilmigtir.

Steril kabinin i¢i kullanmadan 10-15 dakika dnce %70’ lik EtOH ile silinerek UV
lambas1 agilmistir. Bench ve diger yiizeyler kullanmadan 6nce %70’ lik alkolle

dezenfekte edilmistir.

3.1.5 . Kiiltiir Ortamlarimin ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Luria Bertani (LB) Broth: 1000 ml’ lik erlen igerisine 25 gr toz LB besiyeri
tartilarak konulmustur. Uzerine bir miktar steril distile su konularak, pH’ 1 ayarlanarak
tizerine distile su ile 1000 mI’ye tamamlanmuistir. Erlen i¢ine manyetik balik atilip ve

manyetik karigtiricida ¢oziinene kadar karistirilmistir (Bertani, 1951).
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Luria Bertani (LB) Agar: 1000 ml’lik erlen igine 25 gr toz LB besiyeri tartilarak
konulmustur. Uzerine bir miktar steril distile su konularak, pH’1 ayarlanmistir. Daha
sonra 15 gr agar tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Otoklavla steril
edildikten sonra steril petriler icine her birine yaklasik 20-25 ml olacak sekilde dokiiliip
ve katilagsmaya birakilmistir (Bertani, 1951).

Karbolit baskihi Siiper Optimal Broth (SOC) Besiyeri: 100ml’lik erlen
icerisine %2 (w/v) tripton, %0,5 (w/v) yeast extract, 10mM NaCl, 10mM MgCl,, 2,5mM
KCI, 20mM glukoz eklenerek hazirlanmistir (Hanahan 1983).

Murashige ve Skoog ortami (MS): 1000ml’lik erlen igerisine 10 ml demir selat,
1ml mikroelemetler, 50ml makroelementler &lgiilerek konulmustur. Uzerine 20 gr
sakkaroz tartilarak konulmus ve ¢oziinmesi saglanmistir. pH 5,6-5,8’e ayarlanmustir.
Daha sonra 7 gr Agar tartilarak distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanmistir. Otoklavla steril
edildikten sonra steril petriler i¢ine her birine yaklasik 20-25 ml olacak sekilde dokiiliip
ve katilasmaya birakilmistir (Murashige and Skoog 1962).

Makro Bitki Besin Elementleri: 1000ml’lik erlen igerisine 1650mg NHsNO3,
1900mg KNO3z, 332,2 mg CaCl,, 180,4 mg MgSO4, 170mg KH2POj4 tartilarak tizeri

distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir (Bolat ve Kara 2017).

Mikro Bitki Besin Elementleri: 1000ml’lik erlen igerisine 37,25 mg Na;EDTA,
27,8 mg Fez(S04).7H20, 15,1 mg MnSOs4 0,83mg KI, 6,2 mg H3BOsz, 8,6mg
ZnS04.7H,0, 0,25 mg NazM004.2H-0, 0,25mg CuS0O4.5H.0, 0,25 mg CoCl2.6.H20

tartilarak tizeri distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir (Bolat ve Kara 2017).

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: 1 g etidyum bromiir (10 mg/ml), 100 ml dH20
icerisinde ¢ozdiirlilerek hazirlanmis ve hazirlanan karisim karanlikta oda sicakliginda

muhafaza edilmistir (Garfinkel and Nester 1980)

1X TAE tamponu (Tris-Asetat tamponu): 100 ml 10X TAE tamponu 900 ml
steril dH20 ile 1000 m1’ye tamamlanarak hazirlanmistir (Brody and Kern 2004)
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%30’luk Gliserol: 70 ml dH20 {izerine 30 ml gliserol ilave edilerek hazirlanan
karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir (Gokdemir 2017).

%70’lik Etil alkol (EtOH): 70 ml saf etil alkol dH20 ile 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmistir (Bezirganoglu vb 2013).

%1 NaClO: 10ml ticari ¢amasir suyu (NaClO) iizerine 9ml distile su ilave
edilerek hazirlanmigtir (Bezirganoglu vb 2013).

3.2. Yontem

3.2.1. Elektrokompatent Hiicre Hazirlanmasi

Stokta bulunan rifamisin ve karbenisilin iceren LBA besiyerinde biiyiitiilmiis
olan, igerisinde plazmit bulunmayan A. tumefaciens’in AGL1 ve GV3101 suslarindan tek
koloni almarak LB besiyerine ekilmistir. Bir gece boyunca 28° C’de 200-220 rpm’de
cogaltilmigtir. LB besiyerinde gelisen bakteri kiiltiiriinden spektrofotometre kiivetine
konulmus, ODeoo= 0,5-0,8 oluncaya kadar biiyiitiilmiistiir. Daha sonra erlen icerisinde
biiyiitiilmiis olan bakteriler steril 50 ml ’lik falkonlara esit miktarlarda konulmustur ve
buz tizerine alinmistir. 4°C *de 4000 rpm ’de 10 dakika tutularak santrifiij yapilmistir.
Tiipiin lizerindeki siipernatant kismu atilarak dipte kalan pellet lizerine 2 ml soguk steril
distile su eklenmistir. Pellet pipet yardimiyla siispanse edilmistir. Daha sonra her bir
falkon 50 ml olacak sekilde {izerine soguk steril distile su eklenmistir. Tekrar 4°C ’de
4000 rpm ’de 10 dakika tutularak santrifiij yapilmistir. Tiipiin {izerindeki siipernatant
kismu atilarak dipte kalan pellet lizerine 10 ml soguk steril distile su eklenmistir. Pellet
pipet yardimiyla siispanse edilmis ve 4°C *de 4000 rpm ’de 10 dakika tutularak santrifiij
yapilmistir. Tiipiin lizerindeki siipernatant kismi atilarak pellet iizerine 1 ml %10’luk
steril gliserol eklenerek, ¢ozdiiriilmiistiir. -20°C’de sogutulan buz {izerindeki 0.5’lik
tiiplere 100 pl olacak sekilde boliistiiriilmiis ve ardinda siv1 azotta dondurularak -80°C’de

muhafaza edilmistir (Gokdemir 2017).
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3.2.2. Elektroporasyon

Liyofilize olarak saklanan plazmitlerin izerine 30 pl steril su eklenerek,
¢Ozdiirtilmiistiir. Elektroporasyonda kullanilacak kiivetler Onceden buz {izerine
yerlestirilip sogutulmustur. Kompetent A. tumefaciens, -80°C’den buz igerisine
almmistir. 50 ul kompetent A. tumefaciens iizerine pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase,
pSiCiKn plazmitlerinin her birinden ayr1 ayr1 3 pl eklenmistir. Stispanse edildikten sonra
buz iizerinde bekletilmistir. Karigimin tamami alinarak elektroporasyon kiivetlerine
aktarilmistir. Elektroporasyon cihazinda elektrik verilmistir (25/2400 pF/V kapasitans,
200 Q yiikleme rezistans). Elektrik soku uygulanan kiivetinin i¢erisine 1 ml SOC besiyeri
eklenmistir. Elektroporasyon kiivetindeki tiim sivi 1.5 —2 ml’lik tiiplere aktarilmistir. S1vi
konulan tiipler 28°C’ de 200 rpm’de 2,5-3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra tiipler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Tiipiin lizerindeki siipernatant
kismu atilarak, pellet iizerine 70 pl LB Broth besiyeri konulmustur. Tiip igerisindeki tiim
stvi antibiyotik (rifamisin, kanamisin, karbenisilin veya sefotaksim) igeren LB Agar
besiyerine yayma plaka yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler inkiibator igerisinde 28°C’

de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Gokdemir 2017).

3.2.3.Plazmit izolasyonu

EcoSpin plazmit izolasyon kit (EcoTech Biotechnology, Tiirkiye) kullanilarak
yapilmustir. Oncelikle 7 ml LB icerisine 10 mg/ml rifamisin, 50 mg/ml karbenisilin, 50
mg/ml kanamisin ve gen aktarimi yapilan bakterilerden tek koloni bir falkon igerisine

konulmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1: Plazmit izolasyonunda bakterilerin biiylimesi i¢in falkonlara hazirlanan

LB besiyeri

Bakteriler 16 saat boyunca 37°C’de 200-250 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra oda sicakliginda 6000 rpm’de 2 dakika mikrosantrifiij yapilmustir.
Bu asama iki kez tekrarlandiktan sonra siipernatant uzaklastirilmistir. Kit igerisinden
¢ikan resilispansiyon tamponundan 250 pl pellet lizerine eklenerek higbir hiicre topagi
kalmayacak sekilde yeniden siispanse edilmistir. Siispanse edilen karigtma 1 pl kit
icerisinden c¢ikan RNase A eklenmis karistirilmistir. Uzerine 250 pl liziz tamponu
eklenmis ve ve 6-7 kez tiip ter yliz edilerek karistirilmistir. Daha sonra 3 dakika boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda 350 ul baglama tamponu eklemis ve 6-7
kez tiip ter yiiz edilerek karistirilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij
yaptlmistir. Bir toplama tiipiine EcoSpin kolonu konulmus ve siipernatant kolona
aktarilmistir. Bir masa iistii mikrosantrifiijjde maksimum hizda oda sicakliginda 30 saniye
santrifiij yapilmistir. Toplama tiipiindeki siv1 atilarak, kolona 400 pl yikama tamponu 1
eklenmistir. Mikrosantrifiijde maksimum hizda oda sicakliginda 30 saniye santrifiij
yapilmistir. Toplama tiipiindeki sivi uzaklastirilarak, kolona 400 pl yikama tamponu 2
eklenmistir. Toplama tiipli yenisiyle degistirilerek kolon lizerine konulmustur. Daha
sonra kolonun ortasindan 30 pul eliisyon tamponu ilave edilmis ve 1 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Mikrosantrifiijde maksimum hizda oda sicakliginda 30 saniye
santrifiij yapilmigtir. Tekrar sonra kolonun ortasindan 20 pl eliisyon tamponu ilave
edilmis ve 1 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Mikrosantrifiijde maksimum hizda
oda sicakliginda 30 saniye santrifiij yapilmistir. Kolon atilms, tiip ig¢erisinde kalan sivi

eppendorflara aktarilmistir. Eppendorflar muhafaza edilmesi i¢in -20° C’ye konulmustur.
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3.2.4. Koloni PCR

Gen aktarim ¢alismalarinda kullanilan pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase,
pSiCiKn plazmitlerinin varligini teyit edebilmek icin Iki giin boyunca biiyiitiilmiis olan
bakterilerden pozitif koloniler segilmistir. Koloni PCR yapilarak PCR islemi i¢in -1,3
glukanaz genine 6zgii primerler kullanilmigtir (Meng et al. 2009). Kullanilan primer dizisi
Cizelge 3.2 gibidir;

Cizelge 3.2 B-1,3 glukanaz i¢in kullanilan primerler

B-1,3 glukanaz F 5' CTCCGGATCCCCGAGAGGCCA 3

B-1,3 glukanaz R 5'CAGTTAAGCTTCTGGTGCAGCACGC 3

Cizelge 3.3’de verilen maddeler PCR tiiplerine koyularak se¢ilmis kolonilerden

alinan bakteriler eklenmis ve Cizelge 3.4’de verilen kosullara gére PCR yapilmistir.

Cizelge 3.3 Koloni PCR igin kullanilan maddeler ve miktarlari (Chang et al. 2002)

Taq buffer 2ul
dNTP 1,6ul
Primer F 0,3ul
Primer R 0,3ul
Taq DNa Polimeraz 0,1 pnl
dH20 15,7ul

Cizelge 3.4 Koloni PCR sartlar1 (Girhepuje and Shinde 2011)

94°C 2 dakika -
94°C 40 saniye 35
55°C 40 saniye 35
72°C 1 dakika 35
72°C 5 dakika -
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Her plazmit i¢in ayr1 PCR karigimina tek koloni konulmustur. Pozitif kontrol
olarak koloni yerine 2 pl plazmit, negatif kontrol igin ise koloni yerine 2 pl dH20

konulmustur.
3.2.5. Agaroz Jel Elektoforezi

Elde edilen PCR iiriinlerin iizerine 2,5 pl yiikleme boyasi eklenmis ve %1 lik
agaroz jel (0,6 gr agaroz ve 60 ml 1x TAE soliisyonu) hazirlanmis ve 2 ul EtBr soliisyonu
eklenerek 90 volt 45 dakika eletroforez cihazinda kosturulmustur. Kosturma islemi

sonrasinda UV 1sik altina jel goriintiileme sisteminde sonuglar degerlendirilmistir.
3.2.6. Bitki Transformasyon Calismalar:

Tohum kabuklar1 ¢ikarilaraktan sonra tohumlar 3 dakika %1 NaClO yiizey
sterilizasyonu yapilarak 3 kez, otoklav edilmis su ile durulanmistir. Steril tohumlar %0,8
agar ortaminda 2 giin boyunca oda sicakliginda karanliga maruz birakilmistir. Kotiledon
eksplantlar sekiz pargaya ayrilarak transformasyon i¢in kullanilmistir (Bezirganoglu vb.
2013). Bitki doku kiiltiirii igin MS (Murashige and Skoog, 1962) ortami igerisinde bitki
bliylime diizenleyicisi olarak 40 mg/ml BAP ve 40 mg/ml NAA igeren ortam
kullanilmistir. Transformasyon optimizasyonu i¢in 30 mg/ml karbenisilin veya
sefotaksim, 100 mg/ml kanamisin ve 10 mg/ml rifamisin eklenmistir ve kavun bitkisine

gen aktarim metodu asagidaki Sekil 3.3 de gosterilmistir.

g : O
5 dakika

= m» = =

§

Sterilizasyon 1 dakika/3 tekrar Water agar(%00.8)/2. giin Eksplant kesimi

= = -/
el

Siirgiin olusumu Kanamisinli ortam ile segilim

Transgenik hat secimi Agrobacterium enfeksiyonu

Sekil 3.3: Bitki materyaline gen aktarim metodu
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Paenibacillus sp’dan klonlanmis 1793 amino asitlik rekombinant DNA
fragmanima sahip B-1,3-glukanaz geni; pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn
plazmitleri kullanilarak elektroporasyon ile kompetant Agrobacterium tumefaciens’in
AGL1 ve GV3101 suslarna aktarilmigtir. Meng et al. (2009) yaptigi calismada bu amino
asit dizisinin analizini (Sekil 4.1), bu kompleks proteinin varsayilan bir glikozit hidrolaz
art1 S-katmani1 homolog (SLH) tekrarlari, karbonhidrat baglama modiilii (CBM) tekrarlari
ve bir pihtilasma faktoriiniin bir analogu dahil ¢esitli yardimc1 modiiller igerdigi seklinde
ortaya ¢ikarmistir.

Amino acids 300 600 900 1200 1500 1800
I 1 1 1 | 1 1 1 [ | 1 1 L1 l 1 1

575-PEGEGLWPAFWMMPKDSKYGVWASSGELDIMEVRGRLPEESSGTIH-620
.. e 4

SLH(1-3) b il CBM4(1-4) Fa5/8C
B '—:}—-- O S

SP GH16

v B
895-LVRGHVYKLSFDAKSDAERSIAVK-918 CBM4 (1)
1064 -LLONDTYELTFEAKAGSPRSIGVT-1087 CBM4(2)
1221 -LTKGFTYVLAFDAKSSAARDTEVT-1244 CBM4 (3)
146 9-VEAGKTYELSFRAWSSVDRPILVE-1492 CBM4 (4)

Sekil 4.1 Paenibacillus sp’ dan izole edilen B-1,3-glukanaz geni i¢eren pKn-
glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn plazmitlerinin sematik ¢izimleri (Meng et al.
2009)

Tang et al. (2001), pPCV6NFHygGUSINT plazmitini barindiran A. tumefaciens
GV3101 susu aracihigiyla, B-glukuronidaz genini basarili bir sekilde aktarmayi
bagsarmislardir. Leal et al. (2004), P. brasiliensis'in (ATCC-60855) maya fazinin
pAD1625 vektoriinii tagtyan A. tumefaciens (GV3101) ile doniistimiiniin basarisini rapor
etmiglerdir. Chen et al. (2018) Dendrobium catenatum igin A. tumefaciens aracili
transformasyon sistemini rapor edilmistir. U¢ A. tumefaciens susu, GV3101, LBA4404
ve EHA105, D. catenatum’u doniistiirme yetenekleri agisindan test edildi. 0.6'lik bir
ODsoo'de GV3101 susu ile enfeksiyonun %56,5'lik en yiiksek dontigiim sikligini sagladigi

bulunmustur. Fakat ¢alismada kullanilan GV3101 susunun elektroporasyondan sonra
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besiyeri igerisinde bliylimedigi gozlemlenmis ve sonraki asamalarda bu ylizden

kullanilmamustir.

Elektroporasyon sonucu yapilan koloni PCR jel elektroforez goriintiisii Sekil
4.3de gosterilmistir. A, B, C diye adlandirilan kuyucuklarda tek bir bant goriilmektedir.
Ayrica ii¢ kuyucukta bulunan bant ayni konumda yer aldigi1 i¢in bu ti¢ DNA molekiiliiniin
boyut olarak 3000 bp iizerinde ve yaklasik olarak birbirlerinin aynisi oldugu soylenebilir.
Bu da beklenen 1793 amino asitlik rekombinant DNA fragmanina sahip banti
gostermektedir. AP, BP ve CP olarak adlandirilan pozitif kontroller A, B, C
kuyucuklarindaki bantlarla yaklasik aym1 hizada c¢ikmasi bantlarin  dogrulugunu

gostermektedir. NK olarak adlandirilan kuyucuk negatif kontrolii gostermektedir ve bu

kuyucukta bant goriilmemektedir.

Sekil 4.2 Koloni PCR sonucu elektroforez goriintiisii (A: pKn-glucanase B:
pKn-sig-glucanase C: pSiCiKn AP, BP, CP: pozitif kontrol NK: negatif kontrol
)(Ladder: Geneaid 100bp)

Elektroporasyondan sonra biiyiitiilen bakteriler kontrol amacl plazmit izolasyonu
yapilmig ve triinler nanodropla miktarlart 6lgiilip daha sonra PCR yapilmig, PCR
tirtinleri %1 agaroz jel elektroforezi ile yiiritiiliip goriintiilenmistir. Sekil 4.4’de goriilen
A, B, C diye adlandirilan kuyucuklardaki bantlar A. tumefaciens’e ve aktarilan

plazmitlere ait DNA’y1 icermektedir. Ayrica li¢ kuyucukta bulunan bant ayn1 konumda
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yer aldigi i¢in bu tic DNA molekiiliiniin boyutlar1 yaklasik olarak birbirlerinin aynisi

oldugu soylenebilir.

Sekil 4.3 Elektroporasyon sonrasi yapilan plazmit izolasyonu PCR sonucu
elektroforez goriintiisii (A: pKn-glucanase B: pKn-sig-glucanase C: pSiCiKn) (Ladder:
Geneaid 100bp)

Gen aktarimi sonrasinda Cucumis melo L’nin Kirkagag, Kis ve Ananas tiirlerine
transformasyonu c¢alismasi yapilmistir. Transformasyon esnasinda ko-kiiltivasyon
calismalarinda kiiltiir ortaminin 5. glinlinden itibaren hem sefotaksim hem de karbenisilin
iceren ortamda asirt miktarda bakteri biliylimesi gozlemlenmigtir. Bu  ylizden
transformasyon c¢alismasinda Agrobakterium’un asir1  biiyliimesine karst farkli
antibiyotiklerin farkli dozlar1 uygulanmaistir. Bu yiizden bakteri biiyiimesini kontrol altina
alabilmek i¢in her iki antibiyotik dozu artirilarak (150 mg/ml karbenisilin ve sefotaksim)

kiiltiir ortamina eklemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Cucumis melo L’nin gesitli tiirlerine transformasyonu i¢in antibiyotik

optimizasyonu ¢alismasi

Kiiltiir ortamina 150 mg/ml antibiyotik eklendikten sonra bakteri biiylimesini
kontrol altina alinmasina ragmen eksplantlarin rejenerasyon giin agisindan gecikmis ve

eksplantlar da kiigiilme gézlemlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.5 -1,3-glukanaz gen aktarimi sonrasinda Cucumis melo L’nin ¢esitli

tiirlerine transformasyonun optimizasyon ¢alismasi

Yal¢in-mendi vb. (2003) yilinda karpuz bitkisinde yaptiklart calismada en uygun
antibiyotik dozunun 750 mg/ml oldugunu belirlemislerdir. Bu, c¢alismada kullanilan
antibiyotik dozunun ¢ok tizerindedir. Bu durum bitki tiirii farkliligindan kaynaklandig

distiniilmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bezirganoglu vb. (2013) yilinda kavun bitkisine (Cucumis melo Silver light)
kitinaz geninin aktardiklar1 ¢alismada optimum antibiyotik dozu 200 mg/ml olarak

belirlemislerdir.

Bu transformasyon calismasinda kullanilan bitki eksplantlar1 igerisinde 150
mg/ml sefotaksim ve 150 mg/ml karbenisilin bulunan ko-kiiltivasyon ortami bitkiler i¢in
en uygun kiiltiir ortam1 olarak belirlenmistir. Kullanilan her iki antibiyotik bakteri
gelisimini engellemis fakat karbenisilin i¢eren ortamin eksplantlarin biiyiimesi i¢in daha

uygun oldugu gozlemlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

5. SONUC ve ONERILER

pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn  plazmitleri  kullanilarak
Agrobacterium tumefaciens AGL1 ve GVV3101 susu igerisine elektroporasyon ile aktarimi
saglanmaya calisilan B-1,3-glukanaz ve kanamisine dayaniklilik (npt 1) genini varhigi
PCR analizlerinden 6nce besiyerinde bakteri biiyiimesi ile teyit edilmistir. GV3101 susu
elektroporasyondan sonra besiyeri igerinde biiyliimesi gostermedigi gozlemlenmistir.

pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn plazmitleri vektoriinii tagiyan A.
tumefaciens AGL1 susu gerek antibiyotik igeren gerckse antibiyotik igermeyen LB agar
ortaminda morfolojik olarak test edilmis, pKn-glucanase, pKn-sig-glucanase, pSiCiKn
plazmitleri vektoriinii almis olan bakterilerin antibiyotikli LB agar ortaminda iiredigi,
buna karsilik vektor aktarilmamis olan kontrol grubu LB agar ortaminda tiremedigi
gosterilmistir.

Antibiyotik olarak kullanilan karbenisili, sefotaksime gore besiyerinde bakterileri
daha az etkiledigi ve tranforme bakterilerin daha ¢ok koloni olusturdugu morfolojik
olarak gozlemlenmistir.

Morfolojik olarak antibiyotikli LB ortaminda tiredigi test edilen A. tumefaciens
kolonileri B-1,3-glukanaz genine uygun primerler kullanilarak PCR yapilmis ve PCR
tirtinleri %1’ lik agaroz jel elektroforezinde yiirtiiliip goriintiilenmesinde A. tumefaciens’
in molekiiler olarak da aktarilan geni igerdigi tespit edilmistir.

Morfolojik olarak antibiyotikli LB ortaminda tiredigi test edilen A. tumefaciens
hiicrelerinden plazmit izolasyonu yapilmistir. Daha sonra uygun primerler kullanilarak
PCR hazirlanmis ve %1’ lik agaroz jel elektroforezinde yiirtiiliip goriintiilenmesinde bant
goriilmemis, fakat nanodrop dlgiimlerinde izolasyon sonucu elde edilen {iriin icerisinde
plazmit varligi tespit edilmistir. Nanodrop Sl¢iimleri sonucu pKn-glucanase, pKn-sig-
glucanase, pSiCiKn sirasiyla 39,71; 47,06; 26,04 ng/ul degerleri bulunmustur.

Calisma sonucu elde edilen transforme A. tumefaciens sonraki ¢alismalar igin
cesitli hastaliklara hassas bitki tiirlerine aktarilabilir ve bdylece hastaliklara karsi

dayanikli transgenik bitkiler gelistirilebilir.
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