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OZET

PARTIKUL BOMBARDIMANI YONTEMI ILE MISIR (ZEA MAYS L.
BiTKiSINE GEN AKTARIMI

Bu caligmanin temel amaci, Tiirkiye’de iiretilen yerli misir (Zea mays L.) irklarina partikiil
bombardimani (biyolistik) yontemi ile gen aktarimi (transformasyon) ve doku kiiltiiriinde
rejenerasyon sartlarinin optimize edilmesidir.

Doku kiiltiirii sartlarinin optimizasyonu bitkilerde gen aktariminin basarisi i¢in gereklidir.
Monokaotil bir bitki olan misirin doku kiiltiiriiniin ve fertil rejenerant bitkileri elde etmenin zor
oldugu bilinmektedir. Doku kiiltliri ¢aligmalarinda Chu N6 ve MS besi ortamlari
kullanilmistir. Uygulamada duyulan ihtiyaca gore kullanilan besi ortamlarinin optimizasyonu
yapilmistir.

Bu calisma kapsaminda en uygun kiiltivari tespit etmek i¢in Sakarya Tarimsal Arastirmalar
Enstitiisii (STAE) tarafindan gelistirilen ve ikinci {iriin potansiyeli yiiksek olan ADK 310,
ADK 451, ADK 455, ADK 599, ADK 694, ADK 737 yerel misir hatlar1 kullanilmistir. ADK
737 bu ¢aligmalar i¢in en uygun hat olarak belirlenmistir.

Partikiill bombardimani ile gen aktarimi, misir bitkisinin transformasyonu caligmalarinda
kullanilan en etkili yontemlerden birisidir. En 1yi metotu bulabilmek igin partikiil
bombardimaninda atis tekrar1 (bir defa ve iki defa), atis mesafesi (6 cm ve 9 cm), helyum gazi
basincit (650 psi ve 1100 psi) ve ozmotik muamele siiresi (1 saat, 4 saat ve 20 saat)
parametreleri denenmistir ve optimum parametreler tespit edilmistir.

Bu caligmada kullanilan gen Kasetleri Dog. Dr. Selma Onarici’nin yiriitiiciligiindeki
TOVAG 1090664 numarali TUBITAK projesinden temin edilmistir. Plazmitler, secilimde
kullanilan bar selektif genini icermektedir. Gen aktarimi ve rejenerasyon caligmalari
sonrasinda elde edilen bitkilerden yapilan PZR analizleri ile geni alan bitkiler tespit edilmistir.
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SUMMARY

GENE TRANSFER INTO MAIZE (ZEA MAYS L.) VIA PARTICLE
BOMBARDMENT METHOD

The main objective of this study was to optimize the conditions for the tissue culture and gene
transfer into Turkish local maize (Zea mays L.) cultivars via particle bombardment.

Optimization of the tissue culture conditions is necessary for the successful plant
transformation. It is known that (commonly accepted that) tissue culturing and regenerating
fertile plantlets are difficult in maize since it is a monocot plant. Murashige and Skoog (MS)
and Chu (N6) tissue culture mediums were used in this study. All mediums were arranged for
the optimum plant growth (and plant morphogenesis).

Several maize cultivars were tested to determine the best local maize lines for the alternate
crop in the field, and ADK 310, ADK 451, ADK 455, ADK 599, ADK 694 and ADK 737
lines were selected. These lines were developed by Sakarya Agricultural Research Institute
(STAE). ADK 737 was determined the most suitable line for transformation studies.

Gene transfer via particle bombardment is one of the most efficient methods for maize
transformation. In order to optimize particle bombardment method, some parameters were
tested such as once and twice shooting repetition, 6 cm and 9 cm shooting distance, 650 psi
and 1100 psi pressure for helium gas, and 1, 4 and 20 hours osmotic treatment. Optimum
parameters for maize transformation via particle bombardment were described.

Gene cassettes used in this study were provided from the TUBITAK, grant number TOVAG-
1090664 that is directed by Assoc. Prof. Dr. Selma ONARICI. Plasmids with bar selective
gene were used. Transformant plants produced from transformation and regeneration were
detected with PCR analysis.



1. GIRIS

Insanoglu avci-toplayici yasamdan yerlesik diizene gectigi yani tarim devrimini baslattig
giinden beri dogaya miidahale etmektedir. Bu miidahalenin temelinde baslica gida ve diger
amaclar icin ihtiya¢ duyulan bitkilerin iiretilmesi ve istenilen ozellikler dogrultusunda
1slahlarinin yapilmasi yer almaktadir.

Glinimiizde insanlar hayatta kalabilmek icin bitkilere ihtiyag duymaktadir. Bitkilerin

dogrudan ya da dolayl1 yollarla besin kaynagi olarak kullanilmasi, duyulan ihtiyacin baglica
sebebidir.

Diinya iizerindeki niifusun hizli artis1 ve kullanilabilir tarim alanlarinin giin gectikge azalisi
nedeniyle bitkilerin yeterlilik orani giderek diismektedir. Malthus’un 1798 yilinda belirttigi,
insanlarin yeterli gida maddesi bulamayarak blylik bir fekalete ugrayacaklart ongoriisii
(Malthus, 1798) tarimsal tekniklerin gelismesi ve tretimdeki hizli artis nedeniyle heniiz
gergeklesmemistir (Cetiner, 2010).

Bugdaygiller (Poaceae) familyasinin bir iiyesi olan misir (Zea mays L.), giiniimiizde tim
diinyanin vazgecilmez bitkilerindendir ve onemi her gegen gilin artmaktadir. Misirin ¢ok
sayida kullanim alani vardir ve bitkinin her parcasi ayri ekonomik degere sahiptir. Tahmini
olarak diinya misir iiretiminin %60°1 hayvan yemi, %20’si insan gidasi, %10’u islenmis gida
ve %10’u diger tiiketimler ile tohumluk olarak kullanilmaktadir (Ozcan, 2009). Tiirkiye’de
giderek artan misir ihtiyaciyla dogru orantili olarak tiretim miktar1 da artmaktadir. 2000
yilinda toplam musir {iretimi 2.3 milyon ton iken, 2010 yilinda bu rakamin 4.2 milyon tona
ulagtig1 goriilmektedir (TMO, 2011a).

2012/13 doneminde diinya misir Uretiminin Ongoriilen miktar1 833 milyon ton olarak
hesaplanmistir ve gegmis yila gore %4.8 oraninda gerilemistir. 170 milyon hektar olarak
hesaplanan toplam kiiresel ekim alani tiim zamanlarin en yiiksek seviyesi olarak belirtilirken,
ortalama verimliligin hektar basina 5.2 tondan, 4.9 tona gerileyecegi hesaplanmistir (TMO,
2012).

Bugiine kadar yapilan i1slah caligmalarinda oncelikli olarak {irlin kalitesi ve verimliligi
arttirilmaya ¢alisilmis, hastaliklara ve tiretimi kisitlayan dis faktorlere karsi direng gelistirme
caligmalar1 ikinci planda kalmistir. Tarimsal verimliligi diistiren en 6nemli faktorler olan
hastaliklar ve zararlilar nedeniyle ortaya cikabilecek kayiplari engellemek i¢in ¢ok yiiksek
maliyetli kimyasal ilaglar kullanilmistir. Ancak kullanilan kimyasal maddelerin kalintilari
toprakta ve iirlinde pargalanmadan kalabildiginden, bunlar tiiketen insan ve hayvanlarin
sagligint 6nemli oranda tehlikeye atmakla birlikte toprak ylizeyinin ve su kaynaklarinin
kimyasal olarak kirlenmesine de neden olmaktadir. Ekonomik oOnemi nedeniyle, misir



bitkisinin kalitesini ve verimliligini yiikseltmeye, hastaliklara ve stres kosullarina karsi
direncliligini arttirmaya yonelik genetik 1slah ¢alismalart diinya genelinde siirdiiriilmektedir.
Klasik 1slah ¢alismalariyla kiyaslandiginda biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi sayesinde
istenilen ozellikler bitkilere daha kisa bir siirede aktarilabilmekte ve ekonomik giderler
azalmaktadir.

Diinyada 1970’1 yillarda baslayan rekombinant DNA teknolojisi ile Genetigi Degistirilmis
Organizmalar (GDO) olusturmaya yonelik calismalara karsin, Tirkiye’de bu konuda
yapilmakta olan ¢alismalar heniiz ¢cok yenidir. Ulkemizdeki yasal diizenlemeler nedeniyle GD
bitki ¢esitlerinin iiretimi yasaktir. Tiirkiye su anda transgenik bitki gelistiren degil, bu g¢esitleri
kullanma potansiyeli olan bir iilke konumundadir. Ancak, Tiirkiye’nin diinyada gelisen yeni
teknolojileri takip etmesi, daha da 6nemlisi, dogrudan kendi tarimsal sorunlarina yonelik yeni
teknolojiler gelistirmesi son derece onemlidir. Bu teknolojilerin gelistirilmesi ile gelecekte
olusabilecek gelismeler karsisinda yabanci iilkelere bagimli kalmadan kendi iirliniinii
iiretebilen bir iilke olmak hedeflenen ilkedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 MISIR BIiTKIiSi

2.1.1 Genel Botanik Bilgileri

Bugdaygiller (Poaceae) ailesinin bir bireyi olan misir (Zea mays L.) tek yillik, otsu ve
monokotil bir bitkidir. Genellikle 1.8 ya da 2 metre uzunlukta olmakla birlikte 4 metreye
erisebilen uzunluklarda olan musir bitkisinin sap kalinligr 2-6 cm ¢apinda olabilmektedir.
Kokii kalin ve sagaklidir. Yapraklari paralel damarlanma gosterir ve 90 cm’ye kadar ulasabilir
hatta daha da uzayabilir. Tepe piskiilii adi1 verilen, salkim basak seklindeki erkek ¢igek
bitkinin tepesinde yer alir ve tam eriskinlige ulastiginda yaklasik olarak 20x30 cm
boyutlarinda olur. Koganlarin olustugu disi cicekler ise yaprak nodlarinin bulundugu bélgeden
cikar ve stiluslari, kocani saran yapraklardan disar1 ¢ikik durumdadir. Disi ¢igek durumunun
boyutu ortalama 20 cm; stiluslar1 ise 4 cm gibi bir uzunluk degeriyle ¢ok uzun kabul edilir.
Tiirkiye’de agirlikli olarak A2, A6, A7, A8, A10, B7, B10, C7, C10 grid karelerinde yer alan
Istanbul, Igdir, Kars, Hakkari, Adiyaman, Artvin, Bursa, Diyarbakir, Giresun, Ordu, Rize,
Trabzon illerinde g¢esitli kiiltivarlarin ekimleri yapilmaktadir. Bitkinin yetistirilebildigi
yiikseklik aralig1 deniz seviyesinden 1830 metreye kadardir (Van Herbaryumu).

2.1.2 Misir Tanesinin Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Misir tanesinin fiziksel yapist Sekil 2.1°deki enine Kesitte gosterilmistir. Tane distan ige
kabuk (testa), endosperm, embriyo olarak gosterilmistir. Tane agirhigmim %6’s1 kabuk,
%11.5’1 embriyo, %82.5’1 ise endospermdir.

Endosperm, proteinin yani sira ¢imlenen tohumun enerji kaynagi olarak nisasta icermektedir.
Endospermin beyaz gosterilen kismi unsu bir yapida olup genellikle yumusak nigasta ihtiva
eder. Koyu renkte ve noktali gosterilen kisim ise boynuz yapisindaki endospermdir. Protein
ve nisasta ihtiva eder, bu kisim sanayide ¢ok 6nemlidir.
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Sekil 2.1- Masir tanesinin enine kesiti (CRA, 2009)

Misir tanesinde ortalama %16 su bulunmaktadir. Kuru madde ortalama %71.7 nisasta, %9.5
protein, %9.5 lif ve 6nemli miktarlarda seker, yag ve karoten i¢ermektedir. Tablo 2.1°de misir
tanesinin kimyasal 6zellikleri gosterilmistir.

Tablo 2.1- Misir tanesinin kimyasal bilesimi (Ozcan, 2009).

Ozellikler (Kuru bazl) Miktari/Degisimi (%) Ortalama miktari(%)
Su (tanede) 7-23 16

Nisasta 61-78 71.7

Protein 6-12 9.5

Yag 3.1-5.7 4.3

Kiil 1.1-39 14

Pentozanlar (ksiloz) 5.8-6.6 6.2

Seliiloz+Lignin 3.3-4.3 3.3

Sekerler (glikoz) 1-3 2.6

Toplam Karotenler (mg/kg) 12-36 26

2.1.3 Miusirin Tiirkiye’de ve Diinyadaki Onemi

Diinyada en fazla iiretilen (2009 yili itibariyle 785 milyon ton/yil) tahil bitkisi misirdir.
Yillara gore degigsmekle birlikte Tiirkiye’de yillik ortalama 550 bin hektar alanda 3.5 milyon
ton misir Uiretimi yapilmaktadir. Diinyada ve Tiirkiye’de insan beslenmesinde bugday ve
celtik ile birlikte en 6nemli 3 bitkisel kaynagi meydana getirmektedir. Birim alanda en yiiksek
enerji stoguna sahip olan misir bitkisinin verimliligini arttirmak amaciyla ¢esitli ¢calismalar
yiriitiilmektedir. Yaklasik 120 giinliik bir stirede 3-4 metre ylikseklige ulasan ve tek bir




bitkiden ortalama 600-1000 civari tohum olusturan musir bitkisi, yiiksek tane verimliligi ve
olduke¢a biiyiik biyo-kiitlesi sayesinde insan gidasi ve hayvan yemi olarak kullanilmasinin
yani sira biyo-yakit olarak da degerlendirilmektedir (Ozcan, 2009).

Misirin her bir parcasi ayr1 bir degere sahiptir. Misirdan dogrudan ya da dolayli olarak 4000
civarinda {riin elde edilir. Gelismekte olan iilkelerde insan gidasi olarak kullanimi 6n plana
cikarken, gelismis iilkelerde hayvan yemi ve sanayi ham maddesi olarak kullanilma oran
daha yiiksektir (Ozcan, 2009).

Misir bitkisinin ekonomik 6neminden otiirii diinya genelinde en fazla ekimi yapilan bitki
oldugu bilinmektedir. Sirastyla Amerika Birlesik Devletleri, Cin, Avrupa Birligi, Meksika,
Arjantin ve Hindistan en énemli musir {ireticilerdir. ABD ve Cin tek baslarina diinya misir
tiretiminin %60’ gergeklestirmektedir (Sekil 2.2) (TMO, 2011a).
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Sekil 2.2 - Diinya musir iiretiminin {ilkelere gore dagilimi (TMO, 2011a).

2010 yil1 hububat raporuna gore diinyada 2010 yili toplam musir tiikketimi yaklasik olarak 775
milyon ton olmustur (Sekil 2.3). Bu tiikketimin yarisindan fazlasi (yaklagik 415 milyon ton)
ABD ve Cin’de ger¢eklestirilmektedir.
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Sekil 2.3 - Diinya musir tiiketiminin tilkelere gore dagilimi (TMO, 2011a).

Diinyada musir fiyatlari, misirin giderek artan Onemi sebebiyle yiikselmektedir. Misir
ekonomik piyasasini belirleyen 5 katilimci iilkenin (ABD, Japonya, Arjantin, Cin, Meksika)
piyasa fiyatlari incelendiginde 2002 yilinda ortalama 119§ olan ton fiyatinin 2008 yilinda
ortalama 2198 seviyesine ulagtig1 goriilmektedir (Tablo 2.2) (TMO, 2011a).

Tablo 2.2- 2002 ile 2008 yillar1 arasinda diinya piyasasinda musir ortalama fiyatlari ($/ton) (TMO,

2011a).

Yillar ABD Arjantin Cin Japonya Meksika Ortalama

Fiyat

($/ton)
2002 115 90 119 137 135 119.2
2003 117 105 118 135 133 121.6
2004 109 131 119 137 135 126.2
2005 99 90 - - - 94.5
2006 122 115 - - - 1185
2007 200 - - - - 169.3
2008 228 211 - - - 219.3




Tiirkiye’de musir iiretimi 2010 yili verilerine gore yaklasik olarak 594 bin hektar alanda
yapilmaktadir ve 2010 yilinda elde edilen iiriin yaklasik olarak 4.3 milyon tondur (TMO,
2011a). Tiirkiye’nin musir tiretimindeki verimlilik orani1 son 10 yilda ¢ok yiiksek bir hizla
artmistir (Tablo 2.3). Bunun baslica nedeni 1slah edilmis tescilli tohumlarin kullanilmasina
agirlik verilmeye baslanmasidir. Bu hizli artisa ve iilkemizin misir birim alan verimliliginin

diinya ortalamasinin iizerinde olmasina karsin, ABD, Kanada, Arjantin gibi bu sektérde lider
olan iilkelere gore disiiktiir (TMO, 2011a).

Toprak Mahsulleri Ofisi’nin 2010 yili hububat raporuna gore Tiirkiye’nin musir yeterlilik
orani 2005 yilinda %93 iken 2009 yilinda %79’a gerilemistir. Birim alandan alinan verim
artmasina ragmen yeterlilik oran1 %14 miktarinda gerilemistir. Siirekli olarak artan misir
iretim miktar1 goz Oniinde bulunduruldugunda bu yeterlilik diisiisliniin nedeni, ortaya
c¢ikarilan yeni kullanim alanlar1 ve buna bagl siirekli olarak artan ihtiyaglardir.

TUIK verilerine gore 2011 yilinda musir iiretimi 4.3 milyon ton iken 2012 yilinda %2.6
azaligla 4.2 milyon ton olmustur. 28 Agustos 2012 de misir miidahale fiyat1 595 tl/ton olarak
aciklanmistir (TMO, 2012).

Tablo 2.3- 2001 ile 2010 yillar1 arasinda Tiirkiye’de musir ekim alani, tiretim ve verimlilik bilgisini
gosteren ¢izelge (TMO, 2011a).

Yil Ekim Alam (ha) Uretim (milyon ton) Verim (ton/ha)
2001 550.000 2.20 4.00
2002 500.000 2.10 4.20
2003 560.000 2.80 5.00
2004 545.000 3.00 5.50
2005 600.000 4.20 7.00
2006 536.000 381 7.11
2007 517.500 3.53 6.83
2008 595.000 4.27 7.20
2009 592.000 4.25 7.18
2010 594.000 431 7.26




2.1.4 Tiirkiye’de Masir Tarimim Kisitlayic1 Faktorler

Tiirkiye’de de diger tilkelerdeki gibi misir liretimini kisitlayan bazi faktdrler mevcuttur. Misir
iiretiminde en biiyiik kayiplara yabanci otlar, hastaliklar ve misir zararlilar1 neden olmaktadir.
Tiirkiye’de her yil ekilen misirda yasanan kayip % 65-75’e ulasabilmektedir. Bu kayiplarin
%30 kadar1 yabanci otlardan, %15 kadar1 hastaliklardan, yaklasik %50 kadar1 zararh
boceklerden, geriye kalan kiigiik yiizde de kuraklik ve depolama kosullari gibi cevresel
faktdrlerden kaynaklanmaktadir (Ozcan, 2009).

Misir tarimi yapilan alanlarda ekinin sorunsuz biiyiiyebilmesi i¢in misirdan baska higbir
bitkinin bulunmadig1 rekabetsiz bir ortam saglanmalidir. Yabanci ot olarak nitelendirilen bu
bitkiler misir ile rekabete girerek toprakta bulunan nemi ve besin maddelerini misir aleyhinde
tilketirler. Ayrica bu bitkiler misira zarar verebilecek hastalik etmenleri ve bocekleri de
barindirdiklari i¢in misir veriminde 6nemli diisiislere neden olurlar (Babaoglu, 2005).

Uygun miicadele yapilmadigi durumlarda yabanci otlar misir tariminda kalitenin diismesine
neden olmaktadir. Geliskin bir misirin gii¢lii bir yabanci ot direnci olmasina karsin ekildikten
sonraki ilk 2 aylik donemde yabanci ot miicadelesine kars1 cok hassastir.

Tiirkiye’de misir liretiminde sinirlayici etki gosteren altmisin iizerinde hastalik vardir. Bu
hastaliklardan en sik goriilenleri fide solgunlugu (Helminthosporium maydis), tohum
curiiklagi (Aspergillus spp. ve Gibberalla zea), fide yanikligi (Penicillium oxalicum), sap
curiikliikleri (Gibberella zeae, Fusarium graminearim ve Diploidia maydis), misir rastigi
(Ustilago zea), kogan ciiriikliikleri (Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Physalospora ve
Rhizoctonia), yaprak yanikligi (Helminthosporium turcicum ve Helminthosporium maydis),
yaprak lekesi (Helminthosporium corbonum), pas (Puccinia, Physopella zeae), kiilleme
(Sclerospora, Sclerophtlora ve Pronosclerospora) ve bakteriyel solgunluk (Erwinia
strewarti) seklinde siralanabilir. Bu hastalik yapan organizmalarin {irettigi mikotoksinler canli
saglig1 i¢in son derece zararlidir. Mikotoksinlerin en az on dort tanesinin kanserojen oldugu
saptanmistir ve bir ¢cogu akut veya kronik hastaliklara neden olmaktadir. Misirda mikotoksin
tireten cinslerin en 6nemlileri; Aspergillus flavus, A. prasticus, Fusarium sp., Penicillium sp.,
Ustilago maydis’dir. Mikotoksinlerin 50 ng/kg yogunlukta farede Oldiiriicii oldugu
goriilmistlir. Mikotoksinlerin zehir etkisinin giderilmesi ile ilgili heniiz bilinen bir yontem
olmadigi i¢in {rlinlerin olugsmasinin engellenmesi kontrolde en o©nemli noktay1
olusturmaktadir (Sabuncuoglu ve dig., 2008; Ozcan, 2009).

Tiirkiye’de zararli bocekler nedeniyle yasanan misir kaybi ¢ok yiiksektir. Tiirkiye’de misir
tarimma en fazla zarar veren iki Lepidopter bocek tiirii musir kurdu (Ostrinia nubilalis
Hiibner) ve misir kogan kurdudur (Sesamia nonagrioides Lefebvre). Misir kurdu ve misir
kocan kurdu ile kimyasal miicadele yapilmadiginda ikinci, lgiincli ekimlerde %100’e varan
iriin kayiplar1 goriilebilmektedir. Bununla beraber bodcek yaralanmalari sonucunda,
mikotoksin lireten mantar enfeksiyonlarinda 6nemli artislar gériilmiistiir.



Yogun ilaglamalara ragmen verim kayip orant %15 — 20 civarindadir. Dahasi, ilaglama
yapilmasia karsin basarisiz sonu¢ elde edilebilir. Ciinkii bitkinin kdk, gévde ve meyvesi
icinde gelisim gdsteren ergin bocek ve larvalar insektisitten etkilenmezler. Ote yandan tarim
ilaclar1 gevre, insan ve hayvan sagligini en fazla tehdit eden grup olmalarmin yanisira geri
doniisii olmayan biyolojik ve genetik hasarlara neden olabilirler. Yogun insektisit kullanimi
toprak ve su kaynaklarinda kirlilige neden oldugu gibi, ar1 ve solucan gibi ekolojik olarak ¢ok
degerli canlilar1 da 6ldiirmektedir (TMO, 2011b).

2.2 BIYOTEKNOLOJIK BiTKIiLER

Bitkilere gen aktarimi, fonksiyonel olarak belirlenmis ve istenilen bir 6zelligi kodlayan dogal
ya da sentetik niikleik asit dizilerinin, genetik miihendisligi yontemleri kullanilarak bitki
hiicrelerine aktarilmasidir. Genetik transformasyon olarak adlandirilan bu islem, gelisen
teknoloji ve tiretilen yeni yontemlerle, ¢eyrek yiizyili askin bir siiredir, ihtiya¢ duyulan
ozelliklerin bitkilere kazandirilmasinda basariyla uygulanmaktadir.

Transgenik bitkiler giiniimiizde ticari olarak iiretilmekte ve tiiketicilerin kullanimina
sunulmaktadir. Bu iiriinlerin bazilar1 Tablo 2.4’te gosterilmistir.
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Tablo 2.4- Ticari olarak ekimine izin verilen transgenik varyetelerden bazilari (Birch, 1997)

Gelistirilen Ozellik Varyete Gelistiren Sirket Tarih
Kalite (raf 6mrii) Flavr Savr (Domates) Calgene 1994

Yag ozelligi Laurical (Kanola) Zeneca 1994
Viriise dayaniklilik Freedom 2 (Kabak) Asgrow 1995
Bocege dayaniklilik Ballgard (Pamuk) Monsanto 1996-1997

New Leaf (Patates)

YieldGuard (Misir)
Bocege dayaniklilik Maximizer (Misir) Ciba Seeds 1996
Herbisite dayamiklilik Roundup Ready (Soya, Kanola, | Monsanto 1995-1996
Mistr)

BXN (Pamuk)
Calgene 1995

Gilinlimiizde biyoteknolojik iiriinlerin ekim alanlar1 1996 yilinda ekimlerinin basladig1 alandan
94 kat gibi dikkat ¢ekici bir oranda biiylimiistiir. Biyoteknolojik ekinler bu nedenle modern
tarim tarihinin en hizli kabul goren ekin teknolojisi olarak kabul edilmektedir (ISAAA,
2012a).

1996 yilindan 2011 yilina kadar gegen siirecte diinya genelinde biyoteknolojik iiriinlerin
ekilme alanlarina ait veriler Tablo 2.5’de gosterilmistir.
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Tablo 2.5- GD bitkilerin kiiresel ekim alanlar1 (ISAAA, 2012a)

Yil Milyon Hektar
1996 1.7
1997 11.0
1998 27.8
1999 39.9
2000 44.2
2001 52.6
2002 58.7
2003 67.7
2004 81.0
2005 90.0
2006 102.0
2007 114.3
2008 125.0
2009 134.0
2010 148.0
2011 160.0
TOPLAM 1,257.0
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2.2.1 Biyoteknoloji ve Misir

Bitkisel iiretimin arttirilmasi, tiretim alanlarinin genisletilmesi veya birim alandan elde edilen
verimin arttirllmasityla miimkiindiir. Birim alanda verimin arttirilmasi i¢in bir yandan
bitkilerin genetik yapilarimin iyilestirilmesi, bir yandan da yetistirmede kullanilan tarim
tekniklerinin iyi bir sekilde uygulanmasi gerekir. Son yiizyilda bitkisel tiretimde uygulanan
giibreleme, sulama ve ilaglama teknikleri ile verimde biiyiik artislar saglanmistir, ancak bu
uygulamalarin ekolojik dengeyi olumsuz etkiledigi goriilmiistir. Bu durumda bitkisel
iretimde verim artislarinin daha ¢ok bitkilerin genetik yapilarimin 1slaht ve kullanilan
girdilerin daha bilingli bir sekilde kullanilmasiyla saglanabilecegi ortaya c¢ikmaktadir
(Haspolat, 2012).

Bir canli tiirline bagka bir canli tiirinden gen aktarilmasi veya mevcut genetik yapiya
miidahale edilmesi yoluyla yeni genetik o6zellikler kazandirilmasini saglayan bu modern
biyoteknolojik tekniklere gen teknolojisi; gen teknolojisi kullanilarak dogal siire¢ ile
edinilmesi miimkiin olmayan yeni Ozellikler kazandirilmis organizmaya da “Genetigi
Degistirilmis Organizma (GDO)” denir.

Iyi tarimsal karakterler gdsteren bitki varyetelerini gelistirmek bitki 1slahgilarinin nihai
hedefidir. Klasik 1slahin dogasinda mevcut olan rastgele gamet birlesmelerinin ortaya
cikartmis oldugu coklu birey segiliminin yarattigi zorluklar ve kisitlamalarla birlikte
istenilmeyen bir takim 6zellikler de bitkilere aktarilabilir (ISAAA, 2006). Gelistirilen yeni
biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasi ile izole edilmis bir genin dogrudan aktarilmasi soz
konusu oldugundan farkli tiirler ve canlilar arasindaki uyusmazlik sorunu ortadan kalkmistir
(Haspolat, 2012). Ayrica biitiin genetik miihendisligi yontemleri DNA aktarmaya dayali
degildir. Bitkiler bir takim genlerinin ¢ikartilmasiyla veya susturulmasiyla da modifiye
edilebilirler (ISAAA, 2006).

2011 yilinda 29 iilkeden 16.7 milyon cift¢i 160 milyon hektar alana biyoteknolojik bitkiler
ekmistir. Haritada (Sekil 2.4) da goriildiigii gibi Kuzey ve Giliney Amerika, Giineydogu Asya,
Avustralya, baz1 Avrupa ve Afrika tilkeleri biyoteknolojik tarima 6nem vermektedir. Bu ekim
alanlar1 2010 yilina oranla %8 artmistir. Endiistriyel tilkeler ve gelismekte olan tilkelerin ekim
oranlar1 birbirini yakalamistir (ISAAA, 2012b).
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Sekil 2.4- Biyoteknolojik ekinlerin diinyadaki yayilisi (ISAAA, 2012b).

2011 senesinde biyoteknolojik bitkilerin kiiresel pazar degeri; 59.6 milyar dolar olan toplam
kiiresel ekin pazarinin %22 si olup 13.3 milyar dolardir. 1996’dan itibaren kiiresel
biyoteknolojik bitki pazar1 toplam olarak yaklasik 87.4 milyar dolardir. Bu pazar oraninin
2012 yilinda, 2011 yilindaki miktar1 yaklasik %5 asarak 13.3 milyar dolardan 14 milyar
dolara ¢ikmasi 6ngoriilmektedir (ISAAA, 2012a).

2010 ve 2011 senelerinde biyoteknolojik iiriinleri eken iilkeler ve ekim alanlar1 Tablo 2.6’da
verilmistir. Cizelgeden de anlasilacagi gibi biyoteknolojik iirlinlerin ekim alanlari genel olarak
artis egilimindedir.
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Tablo 2.6- Biyoteknolojik iiriinleri eken iilkeler ve ekim alanlar1 (ISAAA, 2012a).

) 2010 Y1 2011 Yih
ULKE
(Milyon Hektar) (Milyon Hektar)

A.B.D. 66.8 69
Brezilya 25.4 30.3
Arjantin 22.9 23.7
Hindistan 9.4 10.6
Kanada 8.8 10.4
Cin 35 3.9
Paraguay 2.6 2.8
Pakistan 2.4 2.6
Giiney Afrika 2.2 2.3
Uruguay 11 1.3
Bolivya 0.9 0.9
Avustralya 0.7 0.7
Filipinler 0.5 0.6
Myanmar 0.3 0.3
Burkina Faso 0.3 0.3
Meksika 0.1 0.2
Ispanya 0.1 0.1
Kolombiya, Sili, Honduras, | <0.1 <0.1
Portekiz, Cek Cum., Polonya,
Misir, Slovakya, Romanya, Isvec,
Kosta Rika, Almanya
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En ¢ok tarimi yapilan transgenik bitki soya fasulyesi olup bunu sirayla misir, pamuk ve
kanola takip etmektedir. Bu iirlinlerin igerisinde en yiiksek ekim orani herbisit toleransi
gosteren bitkilere aittir (Sekil 2.5). Bunu giderek artan oranla herbisit/bocek ve ardindan da
sadece bocek toleransi gosteren bitkiler takip etmektedir (ISAAA, 2012b). Herbisite direngli
soya fasulyesi, toplam biyoteknolojik ekin alaninin %47’sini kapsayarak en c¢ok etkilen iiriin
olmustur. Bunu %23’liik oranla boceklere ve herbisite diregli misir takip etmektedir (ISAAA,
2012a).
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Sekil 2.5- Biyoteknolojik olarak gelistirilen bitkilerin tercih oranlar1 (ISAAA, 2012b).

Diinyada ekilen pamugun %82’si, soyanin %751, misirin %32’si ve kanolanin %26’s1
biyoteknolojik tirtinlerdir (ISAAA, 2012b).

Masir bitkisi insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli bir protein ve enerji kaynagi oldugu igin
genetik manipiilasyon ¢alismalarinda ilk hedeflerden birisi olmustur (Petrillo et al., 2008).

2.3 BITKILERE GEN TRANSFERIi

Bir bitkiye gen transferinde faydalanilan en O©nemli &zelliklerden birisi, in vitro
(tlip icerisinde) kosullarda bitkinin tek bir hiicresinin tam bir bitkiyi olusturma yetenegidir ki
bu duruma totipotensi denir (Babaoglu, 1999; Yentiir, 2003). Gen transferi stireci, ilgili DNA
parcasini istenilen bitki hiicresine uygun yollarla transfer etmeyi, transforme olmus hiicrelerin
once cogaltilip (kallus evresi) sonra organogeneze gétiiriilerek yeni bir bitkiyi olusturmasi
(rejenerasyon) ya da dogrudan bitki olusumuna gidilmesi (somatik embriyogenesis) i¢in
uygun doku kiiltiirii yontemlerini igerir. Transformasyonun sadece bir hiicreye uygulanmasi
ve bu hiicreden yeni bir bitki olusturulmasindaki amag, aktarilacak genin olusturulacak
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bitkinin biitiin hiicrelerinde stabil kosullarda bulunmasini saglamak ve ortaya c¢ikabilecek
kimerik organizmalarin Oniine ge¢cmektir. Ayrica transfer edilen gen, dolden ddle tohumla
aktarilabilmelidir (Babaoglu, 1999).

Bitkilere gen aktariminda yabanci DNA’nin kabul edilip edilmediginin anlasilabilmesi ve
secilimin kolay yapilabilmesi i¢in aktarilan DNA kalibina istenilen gen ile birlikte markor ve
raportdr genler de eklenir. Markor genler antibiyotik ve herbisitlere karsi direnglilik
saglarken, raportdr genler ise yapilan basit testlerde kendisini fenotipik olarak ifade ederler ve
transformasyonun basaris1 hakkinda gorsel kanitlar sunarlar.

Misir bitkisine gen aktariminin optimizasyonu i¢in beta-glukorinidaz (GUS), yesil floresan
protein (gfp) raportér genlerinden ve fosfondtrisin asetiltransferaz (PAT) markor geninden
faydalanilmaktadir (Petrillo ve dig., 2008).

Yiiksek oranda bagarili bir gen aktarimi igin asagidaki kosullar saglanmalidir (Birch, 1997):

1. Gen aktarimi igin ihtiya¢ duyulan olgunlasmamis embriyolar, yapraklar,
internodlar gibi hedef dokularin, uygun gelisme safhalarinda, siirekli olarak
hazir bulundurulmasi gerekir.

2. Farkli kiiltivarlarda uygulanabilir olmalidir. Tek tipe 06zel olusturulmus
teknikler, kiiltiiri yapilan yiiksek verimli diger kiiltivarlarda basariya
ulagsmadikca degeri yoktur.

3. Cok sayida transgenik (genetigi degistirilmis) bitki elde edebilmek i¢in yontem
etkili, ekonomik ve tekrarlanabilir olmalidir.

4. Calisan arastirmacilar i¢in saglik acisindan yiiksek sakinca olusturabilecek
(silikon karbiir gibi kanserojen) uygulamalardan olabildigince kaginilmalidir.

5. Uygulanabilirligi kolay olmalidir. Protoplast kiiltiirii gibi, somaklonal
varyasyonla ortaya ¢ikabilecek varyasyonlara neden olabilen uygulamalardan
kaginilmalidir.

6. Birden fazla gen aktarilabilmelidir. Boylece arzu edilen genlerin bir araya
geldigi bitkilerde ortaya c¢ikabilecek yiiksek oranda raportdr gen ekspresyonu
sayesinde istenilen bitki hatlar1 secilebilecektir.

7. Etkili bir se¢ilim siireci uygulanabilmelidir.

8. Maliyeti ve somaklonal varyasyonu en diisiikk seviyede tutabilmek i¢in doku
kiiltiirii stiresi miimkiin oldugunca kisaltilmalidir.

9. Gerek tohumla, gerekse vejetatif ¢ogaltim igin stabil ve uniform (kimerik
olmayan) transgenik bitkiler elde edilmelidir.

10. Aktarilan genler, birlikte aktarildiklar1 vektdr dizilerinden bagimsiz olarak
etkinlik gosterebilir olmalidir.
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11. Transforme olmus hatlarda ilerleyen se¢ilim siirecinde ihtiya¢ duyulmayacak
raportdr  genlerin  ve/veya  dizilerin  uzaklastirilabilmesi ya da
etkisizlestirilebilmesi miimkiin olmalidir. Sadece istenilen 6zellikleri kodlayan
genler aktarilmalidir, istenmeyen genlerin gecisi engellenmelidir.

12. Fazla kopya sayisindan kaynaklanan gen inaktivasyonunun Oniine
gecilebilmesi icin genler diisiik kopya sayisinda aktarilmalidir.

13. Aktarilan genler istenilen dokularda gorev almalidir ve istenilen gen kontrol
dizilerince kontrol edilmelidir.

14. Organel genomlarina gen aktarimi yapilabilecek sekilde diizenlenmelidir.

15. Aktarilan genler istenilen fizyolojik devrede ve seviyede aktivite gostermelidir.

Bitkilere gen aktarimi yontemleri 2 ana baglik altinda alt basliklara ayrilarak incelenebilir
(Babaoglu, 1999; Ozcan ve dig., 2004):

1) Dolayl gen aktarim yontemleri:

a)

Agrobacterium tumefaciens ya da A. rhizogenes bakterileri kullanilarak gen aktarimi:
Giintimiizde en fazla kullanilan yontemdir. Aktarilacak DNA, bakterinin Ti-plazmitine
yerlestirilir ve bakterinin bitkiyi enfekte etmesiyle transformasyon siireci
tamamlanmis olur. Ancak dikotil (¢ift ¢enekli) bitkilerde oldukca basarili bir yontem
olmasina ragmen, misir ve piring gibi monokotil (tek ¢enekli) bitkilerde istenilen
oranda basar1 gostermemektedir. Ancak son yillarda kullanilmaya baslanan yeni A.
tumefaciens suslar1 ile monokotil bitkilerde de basarili sonuglar elde edilebilmektedir.

2) Dogrudan gen aktarim yontemleri:

a)

b)

Partikiil Bombardimani (Biyolistik) yontemi ile gen aktarimi: Partikiil hizlandirict bir
sistem sayesinde DNA ile kaplanmis metal partikiillerinin helyum gazi aracilifiyla
elde edilen basingla canli dokulara firlatilmasiyla gen aktarilmasina dayanan fiziksel
bir gen aktarim yontemidir.

Protoplastlara gen aktarimi (Elektroporasyon ve PEG araciligiyla): Enzimatik yollarla
ceperleri uzaklastirilmig bitki hiicreleri, protoplastlar, kimyasal maddeler ( PEG-
Polietilen glikol) veya elektroporasyon araciligiyla membranlarinin gegirgenlikleri
degistirilerek gen aktariminda kullanilabilirler. Ancak protoplast gerektiren yontemler
oldukca zordur ve stabil sonuglar elde etmek gii¢ olmaktadir.

Mikroenjeksiyon yontemi ile gen aktarimi: Bitkiye aktarilmasi istenen genleri tasiyan
DNA parcast ¢ok ince (0,5-10 pm capinda) kilcal pipetlerle veya enjektorlerle
dogrudan immobilize edilmis hedef hiicrelere, kallus, meristem, mikrospor vb.
icerisine steril sartlarda mikroskop altinda enjekte edilir. Sistem genelde zordur ve ¢ok
basarili sonuclar elde edilmis degildir.
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d) Diger yontemler:

i) Sonikasyon: Esasi ses dalgalarinin hiicreler arasi ve hiicre zarinda bosluklar agmak
ve serbest DNA parcalarinin hiicre igine girisini kolaylastirmaktir.

i) Mikrolazer: UV lazer mikro 1sinlari (343 nm) ile hiicrelerde mikro delikler agmak
ve DNA pargalarinin igeriye girmesini saglamak amaciyla yapilmaktadir.

iii) Silikon karbiir fiberleri: Silikon karbiir fiberlerle kaplanmis DNA, siispansiyon
hiicrelerine gen aktariminda kullanilmistir. Fiberler hiicrelerde ¢ok ince delikler
acmakta ve DNA igeriye kolayca girebilmektedir. Cok basaril1 bir yontem degildir.

iv) Desikasyon: Basit bir metottur. Doku desikasyonu (soldurma) ve daha sonra
transfer edilmek istenen DNA parcalarinin bulundugu bir ortamda dokunun tekrar
su alimi sonucu hiicre zarindan igeri almmayi saglamak sistemin temelini
olusturur.

2.3.1 Partikiil Bombardimam (Biyolistik) Yontemi ile Misira Gen Aktarim

Misira bilinen ilk gen aktarim denemesi Coe ve Sarkar (1966) tarafindan yapilmistir. Bu
deneme tarihte bitki transformasyonu konusundaki ilk deneme sayilabilir. Denemede misir
tohumunun total DNA’s1, gelismekte olan musir fidelerinin apikal meristemlerine dogrudan
enjekte edilmistir. Bu denemede dondr bitkinin karakteristik 6zelliklerinin alic1 bitkiye de
gegecegi varsayllmis ancak deneyin sonucu basarisiz olmustur. Deneyde kullanilan 242
bitkinin hi¢ birinde aktarilan karakterler gozlemlenememistir. Bu basarisiz fakat onemli
denemenin ardindan Coe ve Sarkar, yliksek bitkilerin transformasyonunda basarili olabilmek
icin kompetensi, niikleazlar, numune sayisi, gen aktarilan bdlgenin uygunlugu ve bozunma
gibi faktorlerin goz Onilinde bulundurulmasi ve ¢oziilmesi gereken problemler oldugunu
belirtmistir.

[k basarili transformasyona kadar musir transformasyonunu deneyen biitiin arastirmacilarin
ortak olarak kabul ettigi basariy1 etkileyen 3 faktdr; hedef hiicrelerin kompetensi 6zelligi,
etkin ve tekrarlanabilir aktarim metodu ve giivenilir secilim sistemidir.

Coe ve Sarkar’in deneylerinden elde ettikleri sonuglardan yola ¢ikarak one siirdiikleri
sorunlardan birisi de hiicre duvarmin yiiksek bitkiler i¢in etkili bir bariyer gorevi gérmesidir.
Hiicre duvart engeli kimyasal ya da mekanik bir sekilde asilmalidir, aksi durumda aktarim
engellenmektedir. Partikiil bombardimaninin gelistirildigi 1980’lerin sonuna kadar, misira gen
aktarimi i¢in etkili bir yol yoktu. O donemde mevcut olan biitiin uygulamalar (DNA alinima,
PEG flizyonu, elektroporasyon, mikroenjeksiyon, Agrobacterium yontemi) hiicre duvarinin
tamamen uzaklastirildig1 protoplastlara uygulama yapmay1 gerektiriyordu. Bu metodlarin
ortak sorunu; transforme edilmis misir protoplastlarindan fertil bir bitki rejenerasyonunun ¢ok
zor olmasidir. ik stabil musir hiicresi transformasyonu 1986 yilinda Framm ve arkadaslart
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu deneyde misir protoplastlarina elektroporasyon ile gen
aktarilmis ancak rejenerasyon basarilamamaistir. Ardindan 1986 yilinda Rhodes ve arkadaslar
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elektroporasyon yontemi ile misir protoplastlarina gen aktarimi yaptiktan sonra misir

hiicrelerinden rejenerasyonu basarmistir ancak gelisen bitkiler steril olmustur (Wang ve dig.,
2003).

1987 yilinda Sanford, monokotillerde hiicre duvari sorununu ortadan kaldiran bir yontem
duyurdu. Bu yontemin en biiyiik avantaji; istenilen biyolojik materyali her tiir hiicreye sorun
yasamadan gondermesiydi. Gelistirdigi bu yontemin adi partikiil bombardimanidir.

Biyolistik yonteminin esasi; helyum gaziyla elde edilen basinct kullanan bir atesleme
diizenegi yardimiyla, yiiksek oranda hizlandirilmis ve mikro-tasiyici adi verilen, degisik
boyutlardaki metal partikiilleri (mikro projektiller; altin ya da tungsten) ile DNA’nin hedef
dokulara aktarilmasidir (Wang ve Frame, 2009). Partikiiller bitki hiicre membranindan
gecerler, nukleusa ulasirlar ve genetik materyallerini bitkinin genomik DNA’sma aktarirlar
(Oneto ve dig., 2010). Giiniimiizde partikiil bombardimani, 6zellikle tek ¢enekli bitkilere gen
aktariminda kullanilan en giivenilir ve etkili dogrudan gen aktarim yontemidir (Wang ve
Frame, 2009).

Partikiill bombardimaninin kesfinin, bitki genetik miihendisliginde yeni bir ¢ag agtigini
sdylemek yanlis olmayacaktir. ilk fertil misir transformasyonunun rapor edilmesinden sadece
10 yil sonra ABD’nin toplam misir iiretiminin %20’si transgenik hatlara kaymustir.
Giiniimiizde bu oran %80’den fazladir (Wang ve dig., 2003; Ozcan, 2009)

Yiiksek hizli mikro projektillerin kullanilarak bitki dokusuna genetik materyal aktarilmasi
metodu Ted Klein, Ed Wolf, Nelson Allen isbirliginde John Stanford tarafindan 1987 yilinda
gelistirilmistir. Bu ilk calismada sogan dokusuna aktarim yapilmigtir. Sogan epidermal
hiicrelerine kloramfenikol asetil transferaz (CAT) geni aktarilmis, bombardimandan 3 giin
sonra CAT aktivitesi gozlenmistir.

Partikiil bombardimant ile ilk stabil transformasyon 1988 yilinda rapor edilirken, yakin zaman
aralifinda diger organizmalarin transformasyonu da ilan edilmistir. 1991 yilinda hayvan
hiicresi, 1992 yilinda bakteri, 1993 yilinda fungus transformasyonlari ilan edilmistir (Finer ve
dig., 1999).

Biyolistik sistemi ilk olarak tasarlandiginda; barutun patlatilmasiyla elde edilen basing
araciligityla hizlandirilmis tungsten molekiiller kullanilarak isleyen bir sistemdi. Giiniimiizde
kullanilan sistem sikistirilmis helyum gazindan elde edilen ivme kullanilarak hizlandirilan
altin ve tungsten partikiilleri ile isleyen bir sistemdir. Glinlimiizde halen kullanilmakta olan
giincel sistem 1991 yilinda ilan edilmistir (Sanford ve dig., 1991).

Partikiil bombardimani ile gen aktariminda kullanilan cihaz; bombardiman kabini ve
ekipmanlari, helyum tanki ve helyum gazi aktarim sistemi ve vakum sisteminden olusur. Sekil
2.6°da partikiil bombardimani sisteminin (BioRad PDS-1000/He) sematik gosterimi
bulunmaktadir.
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Sekil 2.6- Biyolistik sisteminin sematik gosterimi (Bio-Rad).

Partikiil bombardiman: sisteminde yapilacak uygulamaya gore degisim gosteren bazi parcalar
mevcuttur. Bu parcalar mikro tasiyicilar (micro-carrier) (altin — tungsten), kirilma diskleri
(rupture disk), makro tasiyicilar (macro-carrier), tutucu kisimlar (stopping screen)’dir. Sekil
2.7’ de bu kisimlarin fotograflar1 bulunmaktadir.
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Sekil 2.7- Partikiil bombardimani sisteminde kullanilan degisken bilesenler (Bio-Rad).
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Biyolistik PDS-1000/He sistemi kirilma diskinden agiga ¢ikan yiiksek helyum gazi basincini
ve vakum sistemini kullanarak, milyonlarca mikroskobik altin veya tungsten mikro
tastyicilarla yiiklii makro tasiyict filmi ¢ok yiiksek hizla hedef hiicrelere dogru firlatir. Mikro
tastyicilar gen aktarimi i¢in kullanilacak DNA molekiilleri ile kaplanmaktadir. Firlayan makro
tastyict kisa bir mesafe sonra tutucu kisim tarafindan durdurulur. DNA ile kaplanmis mikro
tasiyicilar kazandiklar1 ivme ile hedef kisimdaki hiicreleri patlatmak ve transforme etmek i¢in
yollarina devam ederler. Bu tanim Sekil 2.8 de gorsel olarak verilmistir.
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Sekil 2.8- Partikiil bombardimani sisteminin ¢aligma prensibinin sematik gosterimi (Bio-Rad.).

Partikiil bombardimaninin avantajlar1 ve dezavantajlar1 asagida listelenmistir (Ozcan ve dig.,
2004) :

1) Avantajlari:
I.  Genotipten bagimsiz kullanim,
ii.  Farkli hedef dokulara ve hiicrelere uygulanabilirlik,
iii.  Genetigi degistirilmis tahil elde etmek i¢in halen kullanilan en etkili yontem olmasidir.
2) Dezavantajlart:
I.  Karmasik bir sistem ve pahali donanim gerektirmesi,

ii.  Aktarilan DNA’nin yiiksek derecede yeni diizenlemeler ve ¢ok sayida kopya
aktarilmasi olasiligidir.
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Biyolistik yontemi; Agrobacterium araciligiyla gen aktarim yontemiyle kiyaslandiginda en
onemli avantaji biyolojik vektdr kullanimindan dolay1r kaynaklanabilecek biyolojik
uyumsuzlugu ortadan kaldirmasidir. Biyolistik ile transformasyon denemelerinde gegici
transformasyon oraninin ¢ok yiiksek olmasina ragmen stabil transformasyon orani diisiiktiir.
Aktarilan DNA’nin biiyiik bir kismi1 DNazlar tarafindan pargalanir ya da inaktif hale getirilir
(Finer ve dig., 1999).

Gen aktarilacak her bitki tiirli i¢in, ¢esitli denemeler yapilarak cihazda en iyi sonucu veren
degerlerin belirlenmesi gerekir. Boylece ¢alisilacak her bir bitki tiirii i¢in bir bombardiman
yontemi optimize edilebilir. Bu degerler;

1. Kirilma diski ve makro-tasiyici arasindaki uzaklik,
2. Makro-tastyict ve tutucu kisim arasindaki uzaklik,
3. Tutucu kisim ve hedef uzakligi,

4. Upygulanacak helyum basin¢ miktart,

5. Kabin i¢i vakum oranidir.

Partikiil bombardimani1 yontemi 20 yili askin siiredir bitkilere gen aktarimi ¢aligmalarinda
basarili sekilde kullanilmaktadir (Brettschneider ve dig., 1997; Cabreraponce ve dig., 1995;
Dai ve dig., 2001; Finer ve McMullen, 1990, 1991; Frame ve dig., 2000; Klein ve dig., 1988;
Klein ve dig., 1989; Oneto ve dig., 2010; Vain ve dig., 1993; Wang ve Frame, 2009; Wright
ve dig., 2001; Yao ve dig., 2006).

Bu yontem araciligiyla misir bitkisinin transformasyonu ve islem optimizasyonu iizerine ¢ok
sayida calisma yapilmistir (Brettschneider ve dig., 1997; Frame ve dig., 2000; Gordonkamm
ve dig., 1990; Klein ve dig., 1989; Oneto ve dig., 2010; Register ve dig., 1994; Songstad ve
dig., 1996; Wang ve Frame, 2009).

Biyolistik yonteminde kullanilan mikrotastyicilar altin ya da tungstendir. Altin partikiilleri
kimyasal olarak inaktif olduklarindan hiicreler igin zararl (sitotoksik) etki gdstermezler.
Tungsten partikiilleri altina kiyasla ¢ok daha ucuzdur ancak sitotoksik etki gosterirler. Ayrica
tungsten ile kiyaslandiginda altin partikiil boyutlar1 ve sekilleri daha homojendir (Finer ve
dig., 1999).

Misir bitkisinde 0.6 pm ve 1 pm altin partikiilleri ile yapilan optimizasyon denemelerinde
basarili transformasyon oraninin 0.6 um’de yaklasik 14 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Biiytik partikiillerle yapilan denemeler, kiigiik partikiillerle yapilanlarla kiyaslandiginda hasar
goren doku miktarinin daha fazla oldugu gézlenmistir. Bu durum, kullanilan partikiil agirlig
ya da partikiil sayis1 esit tutulan deneylerde agik¢a goriilmiistiir (Frame ve dig., 2000).
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Transforme edilen hiicrelerden saglikli bir bitkinin gelisebilmesi; alic1 hiicre (host) -genom
stabilitesi, genin birlesme hizi, genotipin bagimsizlig1 gibi temellere de baghdir. Bu yilizden
stirglin uclari, yaprak ve sap segmentleri, hipokotiller, epikotiller, olgunlasmamis embriyolar,
olgunlagmis saglikli tohumlarin rejenerasyon kapasiteleri, dis kosullara adaptasyonu ve tohum
olusturma kapasiteleri agilarindan test edilmelidir (Oneto ve dig., 2010).

Transformasyon ¢aligmalarinda tiretken misir elde etmek i¢in, uygulamalarin olgunlasmamis
embriyodan elde edilen kalluslar iizerinde yogunlasilmasi gerekmektedir (Petrillo ve dig.,
2008).

Misir doku kiiltiirlerinde kalluslar; embriyonik olmayan, tip | embriyonik ve tip 11 embriyonik
kalluslar olmak iizere baslica ii¢ tipe ayrilirlar. Embriyonik olmayan kalluslar sulanmus,
kahverengiye donmiis ve rejenerasyon yetenegini kaybetmis kalluslardir ki, bu onlarn
transformasyon i¢in elverigsiz kilar. Tip | embriyonik kalluslar genellikle kompakt ve
beyazdir. Organozgenezis ile direkt olarak bitki olusturabilirler, ancak bu tip kalluslar uzun
stire stabil tutulamadiklarindan transformasyon caligsmalari i¢in ideal kalluslar degildir. Tip II
kalluslar kirilgan, yumusak ve sarimtiraktir. Rejenerasyon kapasiteleri oldukca yiiksektir
(Oneto ve dig., 2010). Rejenerasyon basarilarindan dolay1 tip II embriyonik kalluslar
transformasyon c¢aligsmalari i¢in en iyi segenektir. (Oneto ve dig., 2010; Petrillo ve dig., 2008).
Sekil 2.9°da embriyonik olan ve embriyonik olma Ozelligini yitirmis kallus ornekleri
goriilmektedir.

Sekil 2.9- A-Rejenerasyon yetenegine sahip embriyonik kallus  B- Rejenerasyon yetenegini
kaybetmis embriyonik olmayan kallus (Fotograf: Deniz KOM).

Partikiil bombardimani1 uygulamasi esnasinda basariy1 etkileyen 6nemli bir diger husus da
dokulara verilecek zarari en aza indirgeyip, bombardiman sonrasinda DNA’nin aktarilacagi
hiicrelerin embriyonogeneze ve takiben rejenerasyona gitmesini engelleyecek sekilde zarar
vermemektir. Bunun i¢in hedef hiicreleri bombardiman oncesinde ozmotik bir muameleye
tabi tutmak gerekir. Ozmotik muamele misir hiicrelerinde plazmolizasyona neden olur. Bitki
hiicresi izotonik ortamdayken kendisinden daha yogun bir ortama konuldugunda, hiicredeki
kii¢iik molekiillerin enerji harcanmadan ¢ok yogun hiicre ortamindan, az yogun dis ortama
gecisine plazmolizasyon denir. Plazmolizasyonda osmoz kurallarina gore hiicre su kaybeder.
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Plazmolize olmus hiicreler, partikiillerle vurulduklarinda patlayarak dagilmayip biitiinliiklerini
korurlar. Misir bitkisine ozmotik muamelede bulunmak i¢in en uygun madde ve oranlarinin
0,4M mannitol ve 0,4M sorbitol oldugu belirtilmistir (Vain ve dig., 1993).

GUS geni iceren bir plazmit ile misir kalluslarina bombardiman denemesi yapilmis ve en
uygun siireyi belirlemek i¢in skorlama yapilmistir. Sonuglart  belirlemek i¢in
bombardomandan sonra GUS anlatimin1 belirten mavi bdlge olusumuna bakilarak sayim
yapilmistir (Vain ve dig., 1993) . Deneyin sonuglart Tablo 2.7’ de verilmistir.

Tablo 2.7- Misir kalluslarina partikiil bombardimaninda ozmotik muamelenin basariya etkisini
gosteren tablo (Vain ve dig., 1993).

Ozmotik muamele siiresi (saat)
Sayilan mavi bolgeler
Bombardimandan énce Bombardimandan sonra
0 0 3274
0 16 2608
4 0 4691
4 16 8789
4 1 9376
4 16 10178
4 24 8283
4 48 8077
48 16 2908
24 16 5676
7 16 7236
4 16 8236

Yapilan ozmotik muameleler sonucunda transformasyon basari oraninin katlanarak arttig:
goriilmiistiir. Tablo 2.7°den de anlasilacagi gibi partikiil bombardimaninin 6ncesinde ve
sonrasinda uygulanan ozmotik islem, basarili olarak geni alan misir hiicrelerinin
bombardiman sonrasi toparlanmalarini dikkat ¢ekici bir oranda arttirmistir. Yalnizca
bombardiman 6ncesinde ya da yalnizca bombardiman sonrasinda yapilan uygulamalar etkili
bir sonug¢ vermemistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 BiTKi MATERYALI

3.1.1 Bitki Materyalinin Belirlenmesi, Temini ve Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilmis olan kendilenmis misir hatlari, Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligina baglh Sakarya Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii (STAE) tarafindan gelistirilen
ADK 310, ADK 451, ADK 455, ADK 599, ADK 694 ve ADK 737°dir. Serada ve kontrollii
bitki bliyiitme kabinlerinde yapilan embriyo elde etme denemelerinin basarisiz olmasi
nedeniyle musirlar Sakarya Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii arazisinde yetistirilmis ve
kontrollii tozlagmalar1 saglanmistir. Kontrollii tozlagma islemi Sakarya Tarimsal Aragtirmalar
Enstitiisii’den Yiiksek Ziraat Miihendisi Rahime CENGIZ ve Dr. Mehmet Cavit SEZER
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu hatlar, istenilen 6zellikleri homozigot hale getirmek ve
bundan sonra hattin genetik degismeye ugramaksizin devamini saglamak amaciyla kendileme
yoluyla elde edilmistir. Misir bitkileri gerekli toprak hazirliklar1 yapildiktan sonra, iki ayri
zamanda deneme yapabilmek igin iki zamanli olarak ekilmistir. Gerekli bakim islemleri
yapilmis, yetisme periyodu siiresince herhangi bir problemle karsilagilmamastir.

Gilinimiizde tarimda kullanilan misir ¢esitleri, olgunlagsma giin sayilarina veya diger bir
ifadeyle erkencilik - gecgilik durumlarina gére, FAO sisteminde 8 ayr1 gruba ayrilmislardir.
Bunlar FAO-100 ile FAO-800 arasinda yer almaktadir. FAO-100 grubunda yer alan gesitler
cok erkenci, genellikle 70-75 giinde olgunlagmasini tamamlarlar. FAO-800 grubunda yer
alanlar ise, ¢ok geggi, yaklasik 140 giinde olgunlagmalarini tamamlarlar. Yine ayni sekilde,
FAO-400 grubu orta erkenci, 100-105 giinde olgunlasan gesitleri, FAO-600 grubu ise orta
gecei, 115-125 giinde olgunlasan ¢esitleri ifade eder (Babaoglu, 2005). Kullanilan misir
hatlarimin  karakteristik Ozelliklerine ait veriler Sakarya Tarimsal Aragtirmalar Enstitiisii
tarafindan saglanmistir.

ADK 310: Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nde yiiriitiilen Marmara Bolgesi Misir Islah
Arastirmalart Projesi ile gelistirilmistir. Pedigri seleksiyon metodu ile kendileme yapilarak
elde edilmistir. Enstitiiniin 1slah programinda melez kombinasyonlarinda kullanilmaktadir.
FAO-600 olum grubundadir. Tepe piiskiilii ¢ikarma giin sayis1 62 giin olup, bitki boyu 150
cm’dir. Sar1 at disi tane yapisindadir.

ADK 451: Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nde yiiriitiilen Marmara Bélgesi Misir Islah
Aragtirmalart Projesi ile gelistirilmistir. Pedigri seleksiyon metodu ile kendileme yapilarak
elde edilmistir. Enstitiiniin 1slah programinda melez kombinasyonlarinda kullanilmaktadir.
Genel kombinasyon yetenegi yiiksektir. FAO-750 olum grubundadir. Tepe piiskiilii ¢gikarma
gilin sayis1 75 giin olup, bitki boyu 220 cm’dir. Sar1 at disi tane yapisindadir.
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ADK 455: Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nde yiiriitiilen Marmara Bolgesi Misir Islah
Arastirmalart Projesi ile gelistirilmistir. Pedigri seleksiyon metodu ile kendileme yapilarak
elde edilmistir. Enstitiiniin 1slah programinda melez kombinasyonlarinda kullanilmaktadir.
Koyu yesil ve ¢ok sayida yapraklar ile 6n plana ¢ikmaktadir. FAO-750 olum grubundadir.
Tepe pilskiilii ¢ikarma gilin sayist 75 giin olup, bitki boyu 230 cm’dir. Sar1 at disi tane
yapisindadir.

ADK 599: Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nde yiiriitiilen Marmara Bélgesi Misir Islah
Arastirmalart Projesi ile gelistirilmistir. Pedigri seleksiyon metodu ile kendileme yapilarak
elde edilmistir. Enstitiiniin 1slah programinda melez kombinasyonlarinda kullanilmaktadir.
Kocanda sira sayisi fazladir. FAO-700 olum grubundadir. Tepe piiskiilii ¢cikarma giin sayis1 70
giin olup, bitki boyu 180 cm’dir. Sari-sert gibi tane yapisindadir.

ADK 694: Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nde yiiriitiilen Marmara Bolgesi Misir Islah
Arastirmalart Projesi ile gelistirilmistir. Pedigri seleksiyon metodu ile kendileme yapilarak
elde edilmistir. Enstitiiniin 1slah programinda melez kombinasyonlarinda kullanilmaktadir.
Polen verme siiresi uzun ve polen verme kapasitesi yiiksektir. FAO-700 olum grubundadir.
Tepe piiskiilii ¢gikarma giin sayist 70 gilin olup, bitki boyu 190 ecm’dir. Sar1 at disi gibi tane
yapisindadir.

ADK 737: Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nde yiiriitiilen Marmara Bélgesi Misir Islah
Arastirmalart Projesi ile gelistirilmistir. Pedigri seleksiyon metodu ile kendileme yapilarak
elde edilmistir. Enstitiiniin 1slah programinda melez kombinasyonlarinda kullanilmaktadir.
Kocan verimi yiiksek bir hattir. FAO-650 olum grubundadir Tepe piiskiilii ¢ikarma giin sayis1
68 giin olup, bitki boyu 180 cm’dir. Sar1 at disi tane yapisindadir.

Misir bitkisi 350 — 400 metre mesafeye kadar polen tozlarini canli olarak ulastirabildiginden,
izolasyon mesafesi olarak bu degerler kabul edilmektedir. Ancak 1slah caligmalarinda pek ¢ok
hatla ¢alisildigi i¢in, izole sahalar1 bulmak daha zordur. Boyle durumlarda kendileme islemini
gerceklestirebilmek igin tepe ve kocan piiskiillerine 6zel hazirlanmis kagit torbalar baglanarak
el ile tozlastirma yapilir. Cigeklenme doneminde misir kogan piiskiilleri ¢ikmadan 6nce, 151k
geciren Ozellikteki izolasyon kagit torbalariyla kapatilmistir. Her bitkinin tepe piiskiili,
anterleri polen doktiigli zaman yine izolasyon torbasiyla kapatilmis ve polenlerin toplanmasi
saglanmistir. Kogan piiskiilii 2 - 3 cm uzunluga ulastiginda, tepe piskiiliine takili izolasyon
torbasi alinarak polen kontrolii gozle yapilmis ve ayni bitkideki kocanin tizerindeki izolasyon
kagidi hizla c¢ekilerek iizerine kapatilmistir. Bu islem sirasinda, kisiler bitkiden bitkiye
gecgerken ellerini alkolle temizleyerek olasi polen kontaminasyonunu engellemislerdir. Hasada
kadar kocgan tlizerindeki izolasyon kagitlar1 kalmistir. Kontrollii tozlagsma ¢alismasi Sekil 3.1,
3.2, 3.3 ve 3.4°de asama asama gosterilmistir. Tozlagsmadan 9 giin sonra kocanlarda olusan
taneler giinliik olarak kontrole baslanmis, yeterli olgunluga erisen misir koganlari, ¢alismada
kullanilmak iizere hasat edilmis ve aym giin embriyolar ¢ikartilana kadar 4°C’de, karanlikta
muhafaza edilerek TUBITAK MAM GMBE Bitki Molekiiler Biyolojisi Laboratuvarina
getirilmistir. Mevsimsel sartlara bagli olarak embriyonun uygun biiyiikliige ulasmasinin 9-12
giin aras1 aldig1 gozlemlenmistir.



Sekil 3.1- Kendi poleniyle tozlastirilacak misir hattinda tepe piiskiillerinden polen toplayici kagit
torbalarin gortintiisii (Fotograf: Selma ONARICI).

Sekil 3.2- Misir hattinin tepe piiskiillerinden polenlerin toplayict kagit ile toplanmasi (Fotograf: Selma
ONARICI).

Sekil 3.3- Tepe piiskiiliinden toplanan polen ile bitkinin kendi koganinin tozlastirilmasi islemi
(Fotograf: Selma ONARICI).



Sekil 3.4- Tozlagmasi gergeklesmis misir koganlari gerekli olgunluga ulasana kadar baska bitkilerin
polenleri ile enfekte olmamalari igin kagit zarf ile kapatildi (Fotograf: Selma ONARICI).

3.1.2 Partikiil Bombardimam icin Olgunlasmamis Embriyolarin Cikarilmasi ve Tip 11
Kallus Olusumunun Baslatilmasi

Partikiil bombardimani ¢aligmalarinda dogrudan olgunlasmamis embriyolara ya da
olgunlagmamis embriyolardan elde edilen kalluslara uygulama yapilmaktadir (Petrillo ve dig.,
2008; Wang ve Frame, 2009). Bu c¢alismada olgunlasmamis embriyolar ile birlikte
olgunlasmamis embriyolardan elde edilen embriyonik kalluslar kullanilmistir (Wang ve
Frame, 2009; Wright ve dig., 2001). Embriyonik kallus eldesi i¢in oncelikle olgunlagsmamis
embriyolarin ¢ikartilmasi protokollerde tarif edilen yol ile yapilmistir (IASTATE, 2005;
Mark, 1999; Petrillo ve dig., 2008; Wang ve Frame, 2009). Taneler steril bisturi yardimiyla
zarar verilmeden koganlarindan ayrilmis ve ardindan taneleri kaplayan zar dikkatlice
ayrilmistir (Sekil 3.5). Taneler 20 dakika siire ile %50 ticari ¢amasir suyu ve %0,01 Tween 20
(Sigma) igeren ¢ozeltide bekletilmistir. Daha sonra otoklavlanmis distile su ile 3 defa 20’ser
dakika boyunca yikanarak camasir suyu uzaklastinlmistir. Tanelerin tist kismi kesilip,
endosperm ve embriyo ayrilmistir. Embriyonun &lgeklendirilmis bir fotografi sekil 3.6° de
gosterilmistir. Olgunlagmamis embriyolar bisturinin ucu ile N6 (Chu ve dig., 1975) besi
ortamina, skultellumu (bombeli kisim) besi ortamina degecek sekilde yerlestirilmistir. Petri
basina en fazla 50 adet embriyo alinmistir (Sekil 3.6). Bu embriyolar, icerigi Tablo 3.1 ve
3.2’de verilen N6E besi ortaminda karanlikta, 28°C’de, iki hafta inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyonun ilk haftasinda kallus olusumu baglamistir. iki hafta sonunda kalluslar taze N6E
besi ortamina alinmistir ve bundan sonra 10 hafta boyunca alt kiiltiirleme yapilmistir.
Embriyo bombardimani i¢in kullanilacak materyal karanlikta, 28°C’de, uygulamadan 6nce
2-3 giin bekletilmistir.
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Sekil 3.5- Misir tanelerinin hazirlanmasi (Fotograf: Deniz KOM).

Sekil 3.6- Misir embriyosu stereomikroskop gériintiileri, 5lgek 2mm (Fotograf: Deniz KOM).

3.2 BESI ORTAMI VE DOKU KULTURU KOSULLARI

Maisir bitkisinin doku kiiltiirii ¢alismalarinda MS (Murashige & Skoog, 1962) ve N6 (Chu et
al., 1975) besi ortamlar1 (Duchefa) kullanilmistir. Besi ortamlari hazirlanirken 900 ml distile
su igerisinde ¢oOziinen toz halindeki minerallere besi ortaminin amacina gore %3-6 arasi
degisen degerlerde siikroz eklendi. Toz halindeki minerallerin ve siikrozun ¢oziinmesini
takiben, kullanilan besi ortamina gore 6nceden belirlenmis oranlarda miyo-inositol (Duchefa),
kazein hidrolizat (Fluka), L-prolin (Sigma), mannitol (Sigma), dicamba (Duchefa) eklenerek
coziinmeleri saglandi. Tiim bilesenler ¢oziindiikten sonra pH’lar1 10N NaOH kullanilarak
5.8’e ayarlanmis ve ¢ozelti 1 litreye tamamlanmistir. Besi ortamlarinda katiligi saglamak igin
kullanilacak jelrit (Sigma), besi ortamlarinin hazirlandigi soliisyona karistirilmadan,
otoklavlamanin yapilacagi kuru siselere konduktan sonra hazirlanan besi ortami bilesenleri
siselere eklenmistir. Besi ortamlarinin igeriginde bulunan ve otoklavda sicaklik nedeniyle
bozulabilecek vitaminler, herbisit, glimiis nitrat ¢ozeltisi ve sorbitol c¢ozeltisi Onceden
belirlenen yogunluklarda hazirlandiktan sonra 0.22 pm por acikligi olan filtreler (Sartorius)
ile steril edilmistir. Bu soliisyonlarin stok c¢ozeltileri cam siselerde 4°C’de muhafaza
edilmistir. Sicaklikla bozulabilecek maddeler besi ortamlar1 otoklavdan ¢ikarilip 50°C nin
altina kadar sogumasi beklendikten sonra ortama eklenmistir.
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Bu ¢alisma kapsaminda 6 farkli hattin kullanildigr denemeler yapilmistir. Bu hatlarin kallus
olusturma yetenekleri genotipe bagli olarak degiskenlik gosterdiginden bu calisma
kapsaminda igerikleri Tablo 3.1 ve 3.2’de verilen iki farkli besi ortam1 kullanilmistir.
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Tablo 3.1- Calismada kullanilan besi ortamlari ve igerikleri.

ilk denemede kullanilan besi ortamlari ve eklenen madde miktarlar

N6E N6O . R1 R2 R3
(Kallus olusturma (Gzmotik N6S (Rejenerasyon 1 | (Rejenerasyon 2 | (Rejenerasyon 3
bombardiman (Secilim ortami)
ortami) ortami) ortami) ortami)
ortami)
Otoklavdan 6nce eklenen maddeler
N6 tuzlari 4 g/L 4 g/L 4 g/L - - -
MS tuzlari, Gamborg vitamini dahil - - - 4.4 g/lL 4.4 g/lL 4.4 g/lL
Siikroz %3/L %3/L %3/L %3/L %6/L %3/L
2,4-D 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L - -
Miyo-inositol 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM
Kazein hidrolizat 0.1¢g/L - - - - -
L-prolin 0.25 mM 0.25 mM - - - -
Mannitol - 04 M - - - -
Jelrit 25¢g/L 25¢g/L 259/L 3g/L 3g/L 25¢g/L
Otoklavdan sonra eklenen maddeler

N6 vitamini 1000x 1ml 1ml 1ml - - -
2,4-D 2mg/L 2mg/L 2 mg/L 2 mg/L
Glimiis nitrat ¢ozeltisi 25 uM 25 uM 5uM - - -
Sorbitol - 0.4 M - - - -
Bialafos - - 3 mg/L 3 mg/L 4 mg/L -
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Tablo 3.2- Calismada kullanilan besi ortamlar: ve igerikleri.

Sonraki denemelerde kullanilan besi ortamlari ve eklenen madde miktarlan

N6E N6O . R1 R2 R3
(Kallus olusturma (Gzmotik NGS. . (Rejenerasyon 1 | (Rejenerasyon 2 | (Rejenerasyon 3
ortami) bombardiman (Segilim ortami) ortami) ortami) ortami)
ortami)
Otoklavdan 6nce eklenen maddeler
N6 tuzlari 4 g/L 4 g/L 4 g/L - - -
s/lltimmtluzgaﬁ:l Gamborg - . : 44g/L 4.4g/L 4.4g/L
Siikroz %3/L %3/L %3/L %3/L %6/L %3/L
Dicamba 15 mM 15 mM 15 mM 15 mM - -
Miyo-inositol 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM 0.55 mM
Kazein hidrolizat 0.1¢g/L - - - - -
L-prolin 0.25 mM 0.25 mM - - - -
Mannitol - 0.4 M/L - - - -
Jelrit 25¢/L 2.5 g/L 2.5¢/L 3g/L 3g/L 2.5 g/L
Otoklavdan sonra eklenen maddeler
N6 vitamini 1000x 1ml 1ml 1ml - - -
Glimiis nitrat ¢ozeltisi 88 uM 88 uM 88 uM - - -
Sorbitol - 04M/L - - - -
Bialafos - - 3 mg/L 3mg/L 4 mg/L -
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3.3 GEN AKTARIMINDA KULLANILAN PLAZMITLER

3.3.1 Plazmitlerin Tanitilmasi

Misir bitkisine transformasyon ¢alismalarinda iki farkli plazmit kullanilmistir. pGreenll
0229 plazmiti (Sekil 3.7) (Pgreen) ile yapilan denemelerin ardindan pTF101.1 plazmiti
(Sekil 3.8) (IASTATE) ile denemeler yapilmustir.

St (1909)
Agil (1954)
Boll (1958)

Sal (607)

LE

pGreenII plasmid hackbone
2495 bp

BseHl

Sekil 3.7- pGreenll 0229 plazmit haritas1
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Pyl §945)
EcoRI®766) |
Sac1§764) |
Kl @758) | |
Smah:sa?s:)"' .‘
XMd$“m§U | RB/R25 (9051)
BamHI8745) ||
1bal§739) || Scal @)
Sa1®733) \ | | Scal (14)
pa@n |\ | |; | Scal 4)
Hind @715)), \ | [ | Scal 34)
P \! Nol (882)
2 X P355 | |
EcoRV §045)

Xhol (7948}\
TEV enhanc \e\r‘\
bar ORF 5

Sall (7534)
Pyl (7307)
Kpnl (7289)

pVvVsS1

pTF101.1
Tvsp 9189 bp

Pyl (6396)

Notl 2415)

L25 (6427)

LB
Cla 3087)

Bl (6190)
Bcll(5703)
Apall(5626) Nod (3705)

aadA
Apall(4034)

pBR322

Apall{4532)

Sekil 3.8- pTF101.1 plazmit haritasi

Her iki plazmit de se¢ilim isleminde kullanilacak olan bar genini icermektedir. Bar geni
orijinal olarak Streptomyces hygroscopicus’dan elde edilmistir. Bu organizma metabolit
olarak tripeptit bialafos iiretir. Bialafos, fosfindtrisin (PPT) igerir. PPT, glutamatin bir
analogudur ve glutamin sentetazin aktivitesini inhibe etmek suretiyle amonyumun
detoksifiye edilmesini engelleyerek bitkinin azot metabolizmasini bozar. Glutamin
sentetaz, bitkilerde amonyumu detoksifiye edebilen tek enzimdir. Glutamin sentetazin
inhibasyonu hiicrelerde toksik amonyum birikmesine neden olur ve bu da bitki
hiicrelerinin  6limiinde rol oynar. Bu gen, miihendislik c¢alismalarinda herbisit
direngliligi saglamak amaciyla kullanilmaktadir.
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Sekil 3.9” da kimyasal formiilii verilen bialaphos, 2 tane L-alanin ve 1 tane
fosfinotrisin’den olusan bir tripeptiddir (Thompson ve dig., 1987; Wang ve dig., 2003).

Bialafos
. 323.285 g/mol
Amonyum glufosinat g
181.128 g/mol (Ala) (Ala) (PPT)
4 N 7 A 4 A
- N
H H o H O H
| (] (| |
NH,— C — COCH NH,= C = C=NH=—C — C —NH=— C — COOH
| | | |
CH, CH, CH. CH,
I PR % J & 3 -
CH, CH,
| |
O=p=0 O=p—OH
| |
CH, CH,
Y \ ]
> 3
NH,*
~ -

Sekil 3.9- PPT ve Bialaphos'un kimyasal formiillerini gosterir tablo (Montague ve dig., 2007).

Bialafos ve fosfinotrisinin musir segilimdeki etkinlikleriyle ilgili yapilan karsilastirmali
calismalar sonucunda (Dennehey ve dig., 1994; Wang ve dig., 2003) bialafosun daha
diisiik dozlarda etkin oldugu belirtilmistir.

Caligsmalara ilk baslandig1 donemde kimyasal ithal eden distribiitor firmalardan bialafos
temin edilemediginden ilk denemeler fosfinétrisin ile yapilmstir.

pGreenll 0229 plazmiti bakterilere kanamisin antibiyotigine kars1 direnglilik saglarken,
pTF101.1 plazmiti spektinomisin ve streptomisin antibiyotiklerine karsi direnglilik
saglar. Bu direnglilik 6zelligi sayesinde plazmitleri iceren bakteriler saf bir sekilde
tiretilebilir ve plazmitin yiiksek miktarda kopyasi elde edilir.

3.3.2 Plazmitlerin Gen Aktarimi Uygulamas: I¢in Eldesi

pGreenll 0229 ve pTF101.1 plazmitleri E. coli DH5a susunda %15 gliserol ve %85 LB
ortaminda -80°C’de stoklanmistir. Stoklardan alinan bakteri numuneleri pGreenll 0229
icin 100 mg/L kanamisin (Sigma) iceren LB (MERCK) ortaminda, pTF101.1 i¢in 100
mg/L spektinomisin (Sigma) ve 300 mg/L streptomisin (Sigma) karigimi i¢eren LB
ortammda 16 saat boyunca, 37°C’de, dakikada 225 rpm hizla calkalanarak olan
tretilmistir.
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Bakterilerden plazmit izolasyonu icin CompactPrep Plasmid Midi Kit (QIAGEN)
kullanilmistir. Plazmit izolasyonu kitin 6ngordiigii sekilde yapilmistir. Kitle izolasyon
tamamlandiktan sonra nanodrop kullanilarak miktar tayinleri yapilmistir. Nanodrop
6l¢timlerinde pGreenll 0229 plazmitinin miktart 900 ng/pl olarak 6l¢iiliirken, pTF101.1
plazmitinin miktar1 200 ng/ul olarak 6l¢iilmistiir. Ancak nanodropun hata yapma
thtimaline kars1t DNA’lar agaroz jel elektroforezi ile gorsel olarak da degerlendirilmistir
(Sekil 3.10).

Sekil 3.10- pGreenll 0229 ve pTF101.1 plazmitlerinin jelde goriintimii. 1: 1Kb Plus ladder, 2:
pGreenll 0029 plazmiti, 3: pTF101.1 plazmiti. Orneklerden 3’er pl yiiklenmistir.

3.4 PARTIKUL BOMBARDIMANI YONTEMI iLE GEN AKTARIMI

3.4.1 Partikiil Bombardimami Uygulamasit Oncesi Altin Partikiillerinin
Hazirlanmasi

Partikiill bombardimaninda kullanilacak altin partikiillerinin (Bio-Rad) uygulamada
kullanilabilecek hale getirilebilmesi i¢in yikama ve miktar ayarlama uygulamalari
yapilmustir. Partikiil bombardimani i¢in Kan Wang ve Browyn Frame’in protokolil
(Wang ve Frame, 2009) takip edilmistir. Bombardimandan once altin partikiilleri
hazirlanmis ve transformasyonda kullanilacak plazmit vektorle kaplanmigtir.



37

Altin partikiillerinin hazirlanmasinda izlenen yollar madde madde asagida belirtilmistir.

1-

2-

0.6 um boyutundaki altin partikiillerinden 15 mg tartilip steril mikrosantrifiij
tiipiine alind1. Olgiilen bu miktar ile 10 tiipliik stok hazirlanacaktir.

Steril laminar kabinde; 500 pl absolut etanol (Sigma) eklendi. Bu karisim
ultrasonikator (Branson) kullanilarak, tiiptin kapag: agik sekilde 15 saniye siire
ile sonike edildi (Sekil 3.11). Ultasonikasyon tamamlandiktan sonra tiipiin
kapag1 kapatild1 ve karisimdaki tiim altin partikiillerinin tiiplin dibine toplanmasi
icin yaklasik 30 dakika beklendi.

T=1

Sekil 3.11- Ultrasonikator ile altin partikiillerinin homojen olarak dagilmasi saglandi (Fotograf:

Deniz KOM).

Tiip 1 dakika siire ile 3000 rpm hizla santrifiij yapildi. Altin partikiillerine temas
etmemeye 0zen gosterilerek stipernatant atildu.

Dipte toplanan altin partikiillerine onceden buzda bekletilen ddH,O’dan 1mi
eklendi ve dipteki altin partikiilleri tamamen dagilana kadar parmakla vurarak
¢oziildii. Tiim ¢okelti dagildiktan sonra tiip dik bir sekilde tiipliikte birakildl ve
tiim altin partikiillerinin kendiliginden ¢okmesi beklendi.

1 dakika siire ile 3000 rpm hizla santrifiij uygulandi. Altin partikiillerine temas
etmemeye 0zen gosterilerek siipernatant atildi.

Yikama islemi 2 defa daha tekrarlandi. Son uygulamada santrifiij islemi 5000
rpm hizla 15 saniye uygulandi. Ve santrifiij tamamlandiktan dipte toplanan altin
partikiilleri 500 ul ddH>O su ile ¢oziildil.

Altin ve su karigimini igeren tiip 15 saniye siire ile ultasonikasyon iglemine tabi
tutuldu. Ultrasonikasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan hemen vortekse
alinan tiip yiiksek hizda ¢alkalanmaya devam ettirildi.

Tiplere paylastirilma islemi sirasinda siispansiyonun buharlagmamasi i¢in ¢ok
hizli ¢alisilmas1 gerektiginden 1X yogunluktaki altin partikiillerini igerecek
tiipler 6nceden hazirland1 ve etiketlendi.

Paylastirma islemi sirasinda partikiillerin ¢okmemesi ve esit olarak dagilmasi
i¢in tiip stirekli olarak c¢alkalandi. Tiip karismaya devam ederken soldan saga
olacak sekilde her bir tiipe 25 pl ¢cozelti eklendi. Kalan ¢ozelti daha sonra esitligi
saglamak adina sagdan sola her bir tiipe 25 ul hacimde eklendi. Islem
tamamlandiginda 10 adet 1X yogunlukta altin — su karisimi igeren tiip elde
edildi. Bu tiipler kullanim zaman gelene kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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3.4.2 Altin Partikiillerinin DNA Ile Kaplanmasi Ve Sistemin Uygulamaya Hazir
Hale Getirilmesi

Partikiil bombardimani uygulamasindan yaklasik olarak 2 saat Once uygulamada
kullanilacak altin partikiilleri DNA ile kaplandi. 1 tiip i¢in uygulanan protokol islem
asagida siralandig gibidir.

1- Onceden hazirlanip -20°C° de muhafaza edilen 1X altin-su karisimima

ultrasonikator kullanilarak 15 saniye uygulama yapildi.

Ultrasonikasyon igsleminden sonra tiipe 9 pg plazmit DNA eklendi ve parmakla

vurarak iyice karismasi saglandi. Tiipilin iyice karistigindan emin olduktan sonra

tiipteki tiim damlaciklarin dipte toplanmasi saglanda.

3- Karigimin igine steril olarak hazirlanmig 2.5 M CaCl; (Sigma)’den 50 ul eklendi
ve nazikg¢e pipetaj yapildi. Ardindan tiip diisiik hizda vorteks ile karistirildi.

4- Tiip en diisiik hizda karismaya devam ederken steril, 10 pl 0.1 M spermidin
(Sigma) eklendi, tiip hemen tiipliige alind1 ve kapagi agik sekilde 30 saniye
bekletildikten sonra tiiplin kapagi kapatildi, parmakla vurularak karistirildi ve
vortekse alinarak 2 ya da 3. kademede 10 dakika boyunca karistirilmasi
saglandi.

5- 10 dakikalik siire sonunda tiip standa alind1 ve partikiillerin ¢okelmesi i¢in 5-10
dakika beklendi.

6- 5000 rpm hizla 15 dakika santrifiij uygulandi. Siipernatant uzaklastirildu.

7- Pelletin tizerine derin dondurucudan alinan absolut etanolden 250 ul eklendi.
Cokeltiyi dagitmak i¢in parmakla vurularak karistirildi.

N
1

8- Altinin ¢okelmesi icin tlip stand iizerinde 5-10 dakika bekletildi ve ardindan
5000 rpm hizla 15 saniye santrifiij uygulandi.

9- Siipernatant uzaklastirild1 ve pellet 140 pl absolut etanol ile ¢oziildi. Yiikleme
yapilana kadar en diisiik hizda karigmasi saglandi.

3.4.3 Partikiil Bombardimamn Uygulamasinda Cihazin ve Kullamlacak
Materyallerin Sterilizasyonu

Partikiil bombardimani uygulamast yapilmadan 1 gece dnce makro tasiyici filmler
(macrocarrier) (Bio-rad) %70 etanol karisiminda 10 dakika bekletilerek yiizey
sterilizasyonu yapildi. Siire tamamlandiktan sonra bu filmler 6nceden steril edilmis

kurutma kagitlariin iizerine serilerek steril kabinde gece boyu kurumalar1 sagland
(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12- Makro tastyici filmlerin %70 alkol ile sterilizasyonu (Fotograf: Deniz KOM).

Makro tasiyici tutucusu (macrocarrier holder) (Bio-rad) ve tutucu kisim (stopping
screen) (Bio-rad) uygulamadan 1 giin dnce otoklav ile 121°C’de 1,5 atm basingta 20
dakika steril edildi ve 80°C’ye ayarlanmus etiivde gece boyu kurutuldu.

Kirilma diskleri (rupture disc) (Bio-rad) uygulama sirasinda absolut izopropanole
(Sigma) batirildiktan sonra 1-2 dakika agik havada bekletilerek kurutuldu ve kullanildi.

Partikiil bombardimani cihazinin vakum kabini (vacuum chamber), hedef petri rafi
(target shelf), kirtlma diski tutucusu (rupture disc holder) uygulama 6ncesinde %70
etanol ile silinerek steril edildi.

Altin partikiilleri DNA ile kaplandiktan sonra Onceden steril edilmis olan makro
tastyicilar ve makro tastyici tutucular hazirlandi. Makro tasiyici tutucularin igerisine
yerlestirilen makro tasiyicilar, icerisinde steril desikatdr boncuklari iceren steril petrilere
yerlestirildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13- Makro tastyicilarin ve makro tastyici tutucularin hazirlanmasi (Fotograf: Deniz
KOM).

Sekil 3.13’deki gibi hazirlanan makro tasiyicilarin agik tarafta bulunan bolgesinin
ortasina plazmit DNA ile kaplanan altin partikiilleri vortekste karismaya devam ederken
10-12 pl hacminde eklendi ve kurumasi beklendi.
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3.4.4 Partikiill Bombardimam Uygulamasi

Partikiill bombardimani uygulamasi dogrudan olgunlasmamis misir embriyolarina ve
olgunlagmamis misir embriyolarindan {retilmis tip II musir kalluslarina yapildi.
Embriyo ve kallus bombardimanlart i¢in izlenen yol Mark, 1999; Oneto ve dig., 2010;
Vain ve dig., 1993; Wang ve Frame, 2009 calismalart goz Oniine alinarak
gergeklestirildi. Embriyo ve kallus uygulamalart i¢in ayr1 protokoller izlendi.
Protokolde adi gegen, cihaza ait tim parcalar ve montaj yerlerinin grafiksel gosterimi
Sekil 2.6° da verilmistir.

Misir bitkisine gen aktarim c¢alismalarina baslamadan Once partikiil bombardimani
cihazinin etkinliginden ve sistemdeki ekipmanlarin dogru calisip ¢alismadigini kontrol
etmek amaciyla GUS (UidA) geni igeren pAHC25 plazmiti ile 6n deneme yapilmistir.
pAHC25 plazmitinin haritas1 Sekil 3.14’de gosterilmistir. Bu denemede stabil gen
aktarimi1 beklenmemis, sadece gecici gen ifadesine bakilmistir. GUS gen aktariminin
basarili oldugu goriildiikten sonra asil aktarilmak istenen plazmit DNA’larn ile
caligsmalara baslanmistir.

GUS geni ile kontrol yapmanin prensibi, GUS tepkime ¢6zeltisinin igeriginde yer alan
bir madde olan 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B3-D-glukuronid’in (X-Gluc), geni igeren
hiicrelerde GUS geninin anlatimiyla ortaya ¢ikan B-glukuronidaz enzimi ile tepkimeye
girerek mavi renk agiga ¢ikarmasidir.

Tezde bahsedilen protokole uygun olarak hazirlanan ADK 310 hattina partikiil
bombardimani yontemi ile pACH25 plazmiti gonderilmistir. Bombardimanin ardindan
kalluslar toparlanmalart i¢cin N6E ortamima alinmistir. Uygulamadan 10 giin sonra
plazmit génderilen kalluslar X-Gluc soliisyonuna alindilar ve 37°C’de karanlikta en az
10 saat bekletilen kalluslar 10 saatin sonunda %70 etanol ile yikanmigtir.

X-Gluc soliisyonunun hazirlanisi (10 ml i¢in):

e 1mM X-Gluc (Sigma), I ml DMSO (Sigma) icerisinde ¢oziildiikten sonra fosfat
tamponu ile 10 ml’ ye tamamlandi.

e 200 pl 10 mM EDTA eklendi.

e 10 pl Triton x-100 (Sigma) eklendi.

Fosfat tamponunun hazirlanigi (50 ml):

e 0.2 M NaHPO4 ve 0.2 M NaH,PO, c¢ozeltileri su ile hazirlandi. Her iki
¢ozeltinin de pH degeri 7.0’ a ayarlandi.

e 0.2 M Na;HPO, ¢ozeltisinden 30.5 ml ve 0.2 M NaH,PO, ¢ozeltisinden 19.5 ml
aliarak bir araya getirildi ve pH degeri yeniden 7.0° a ayarlandi.
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Sekil 3.14- pAHC25 plazmitinin haritas1 (Christensen ve Quail, 1996).

3.4.4.1 Tip Il Kalluslara Yapilan Partikiil Bombardiman: Uygulama Basamaklar

1. Partikiil bombardimanindan 4 saat Once uygulamada kullanilacak kalluslar

yaklasik 2 aydir gelistikleri N6E besi ortamindan N6O ozmotik besi ortamina
alindilar. N6O besi ortami, kalluslara uygulama sirasinda gerekli ozmotik
diizenlemeyi yapmast i¢in kullanilmistir. N6O besi ortaminin hazirlandig
petrinin orta bolgesinde yaklasik 3 cm c¢apinda bir daire ¢izildi ve misir
kalluslart 4 - 5 mm boyutlara pargalanarak bu alanda hi¢ bosluk kalmayacak
sekilde yerlestirildi.

Denemelerde kullanilan 650 ve 1100 psi kirilma diskleri, uygulama oncesinde
absolut 1zopropanole batirilarak steril edildi ve kirilma diski tutucusuna
yerlestirildikten sonra cithazdaki ilgili bolgeye baglanda.

Uygulamadan once hazirlanan ve plazmit DNA kapli mikro tasiyicilarla
yiiklenen makro tasiyici, makro tasiyici tutucu ve tutucu kisimlar %70 etanolle
silinip steril edilmis mikro tasiyici yiikkleme hattina yerlestirildi.

. Musir ile 6nceden yapilan denemeler (Frame ve dig., 2000; IASTATE, 2005;
Mark, 1999; Oneto ve dig., 2010; Petrillo ve dig., 2008; Vain ve dig., 1993;
Wang ve Frame, 2009; Wright ve dig., 2001) 1s18inda 650 psi’lik kirilma diski
icin 6 cm, 1100 psi’lik kirilma diski i¢in 9 cm hedef rafi uzaklig1 belirlenmis
olup belirlenen degerlere gore ayarlanan hedef hiicre rafinin iizerine 4 saat



42

boyunca N60O besi ortaminda tutulan kalluslarin bulundugu petri yerlestirildi ve
kabinin kapag1 kapatildi.

5. Vakum motoru ¢alistirildiktan sonra cihaz i¢i vakum 28 in¢ civa degerine
ayarlandi. Sistemin uygulamaya hazir hale getirilmis goriintiisii Sekil 3.15°de
verilmistir. Vakum istenilen degerde sabitlendikten sonra cihazin atesleme
diigmesine basilarak kalluslarin plazmit DNA kapli altin partikiilleriyle vurulma
islemi gercgeklestirildi.

6. Patlama gergeklestikten sonra atesleme butonu birakildi. Vakum butonu “vent”
konumuna getirilerek cihazin igerisindeki vakum degerinin normale gelmesi
saglandi. Bombardiman edilen kalluslar cihazdan alindi ve 28°C de, karanlik
inkiibatore alindi. Kirilma diski, DNA yiiklii mikro tasiyicilarla yiiklenmis
makro tasityicilar ve tutucu kismi degistirmek ve cihazin igini %70 etanolle
silmek suretiyle cihaz yeni bir uygulamaya hazir hale getirildi.

7. Her bir uygulama i¢in 2 — 6 adimlar tekrarlandi.

8. Bombardiman edilmis kalluslar 28°C’de, karanlikta, N6O ortaminda
bekletildikten sonra N6E ortamina aktarildilar. Bu asamada N6O besi ortaminda
bekleme siiresini optimize edebilmek i¢in 1, 4 ve 20 saatlik bekleme siireleri
denendi.

Partikiil bombardimani uygulamasi tamamlandiktan sonra gilivenlik kurallari
dogrultusunda helyum tiipiiniin vanas1 kapatildiktan sonra cihaza bos atiglar yaptirilarak
sistemde biriken gaz uzaklastirildi.

Sekil 3.15- Uygulamaya hazir halde bir partikiil bombardimani sistemi (Fotograf: Deniz KOM)
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3.4.4.1 Olgunlagmamis embriyolara Partikiil Bombardimant Uygulama Basamaklar

Misirlardan ¢ikartilan embriyolar uygulamadan 6nce 2 — 3 giin siire ile N6E besi
ortaminda 28°C de, karanlikta tutularak kallus olusturma yetenekleri uyarildi.

1.

Partikiil bombardimanindan 4 saat once uygulamada kullanilacak embriyolar
NO6E ortamindan N60O ozmotik besi ortamina alindilar. N6O besi ortaminin
hazirlandig1 petrinin orta bolgesinde yaklasik 3 cm. ¢apinda bir daire ¢izildi ve
misir embriyolar1 bu alana hi¢ bosluk kalmayacak sekilde yerlestirildi.

Denemelerde kullanilan 650 ve 1100 psi kirilma diskleri, uygulama oncesinde
absolut izopropanole batirilarak steril edildi ve kirilma diski tutucusuna
yerlestirildikten sonra cihazdaki ilgili bolgeye baglandi.

Uygulamadan 6nce hazirlanan ve DNA kapli mikro tastyicilarla yiiklenen makro
tasiyici, makro tastyici tutucu ve tutucu kisimlar, %70 etanolle silinip steril
edilmis mikro tasiyici yiikleme hattina yerlestirildi.

Mistr ile dnceden yapilan denemeler 1518inda 1100 psi’lik kirilma diski i¢in 9 cm
hedef rafi uzakligi belirlenmis olup belirlenen degere gore ayarlanan hedef hiicre
rafinin iizerine 4 saat boyunca N6O besi ortaminda bulunan embriyolar
yerlestirildi ve kabinin kapagi kapatildi.

Vakum motoru calistirilldiktan sonra cihaz i¢i vakum 28 in¢ civa degerine
ayarlandi. Vakum istenilen degerde sabitlendikten sonra cihazin atesleme
diigmesine basilarak plazmit DNA kapl partikiiller embriyolara gonderildi.

Patlama gerceklestikten sonra atesleme butonu birakildi. Vakum butonu “vent”
konumuna getirilerek cihazin igerisindeki vakum degerinin normale gelmesi
saglandi. Bombardiman edilen embriyolar cihazdan alindi ve derhal 28°C de,
karanlik inkiibatére alindi. Kirilma diski, DNA vyiiklii mikro tasiyicilarla
yiiklenmis makro tasiyicilar ve tutucu kismi degistirmek ve cihazin igini %70
etanolle silmek suretiyle cihaz yeni bir uygulamaya hazir hale getirildi.

Her bir uygulama i¢in 2 — 6 adimlar tekrarland.

Bombardiman edilmis embriyolar 28°C’de, karanlikta, N60O besi ortaminda 16-
20 saat daha bekletildikten sonra N6E ortamina aktarildilar.

Partikiil bombardimani uygulamasi tamamlandiktan sonra giivenlik kurallar
dogrultusunda helyum tiipiiniin vanasi kapatildiktan sonra cihaza bos atislar yaptirilarak
sistemde biriken gaz uzaklastirildi.
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3.4.5 Partikiil Bombardimani Uygulamasi Sonrasi Sec¢ilim Siireci

Bombardimandan sonra 7 -10 giin siire ile N6E besi ortaminda bekleyen embriyo ve
kalluslar se¢ilim siirecinin baslatilmasi i¢in ilk denemede fosfondtrisin herbisiti, ikinci
denemede ise bialafos herbisiti igeren N6S besi ortamina aktarildilar. Aktarim
yapilirken dokular arasinda 0.5 cm ve 1 cm araliklar denendi. Segilim siiresince dokular
28°C de ve karanlikta inkiibe edildiler. Petriler seleksiyon siiresince parafilm ile sarildi.
Her 2 haftada bir tiim kalluslar taze hazirlanmis N6S ortamina aktarildi. Secilim siireci
tiim denemelerde ortalama 8 hafta olarak belirlendi.

3.4.6 Partikiil Bombardimaninda Se¢ilim Sonrasi Rejenerasyon Siireci

Partikiil bombardimani uygulamasi yapilan misir dokularinin ortalama 8 haftalik secilim
siireci tamamlandiktan sonra 3 asamali rejenerasyon siirecine baslandi. Rejenerasyon
stirecinin, giimiis nitrati ortamdan uzaklastirmayr hedefleyen ilk asamasi Rl
rejenerasyon ortaminda gerceklestirildi. Herbisitli ortamda 8 hafta gecirdikten sonra
saglikli sekilde biiyiimeye devam eden misir kalluslari R1 ortamina alindi. R1
ortaminda gelisim siireci 100 mm X 20 mm 6lgiilerinde, steril petrilerde gergeklestirildi.
R1 ortamina alinan kalluslar 2 hafta siire ile 25°C de ve karanlikta inkiibe edildiler.

Secilim siireci boyunca hi¢ gelisim gosteremeyen bazi hatlarin  embriyolart
rejenerasyona alinmadi.

Rejenerasyon siirecinin somatik embriyo olusumu ve secilimdeki olast kagaklari
engellemeyi hedefleyen, doku kiiltiirinlin son kez herbisit iceren 2. rejenerasyon
asamasl, R2 rejenerasyon ortaminda gergeklestirildi. R1 rejenerasyon ortaminda 2
haftalarin1 dolduran musir kalluslar1 rejenerasyonlarmin uyarilacagt R2 rejenerasyon
ortamina aktarildilar. R2 rejenerasyon ortamma alinan kalluslar, somatik embriyo
olusturana kadar 2 - 3 hafta siire ile 25°C de ve karanlikta inkiibe edildiler.

R2 rejenerasyon ortamindaki inkiibasyonu tamamlanan ve somatik embriyolarini
olusturan misir kalluslar1 rejenerasyonun son basamagi olan fide olusturma asamasini
gerceklestirecekleri R3 ortami iceren, yiiksekligi fazla olan kiiltiir kaplarina aktarildilar.
R3 rejenerasyon ortaminda 25°C de 16 saat giindiiz, 8 saat gece fotoperiyotta fide
olusturana kadar bekletildiler.

R3 rejenerasyon ortaminda gelistirilen misir fideleri, agik alana adaptasyonlarinin
saglanmas1 amaciyla 27°C giindiiz ve 21°C gece sicakligi, 16:8 fotoperiyot ve %60
nemin saglandigi bitki biiylitme kabinlerinde 1yi havalandirilmis, otoklavlanmis torf
iceren saksilara aktarildi. Geng fidelerin gelisimlerinin nem farkindan zarar gérmemesi
ve topraga adaptasyonun basarisimi arttirmak i¢in aktarimdan sonraki ilk 5 giin saksi,
tizerine delikler acilmis seffaf posetlerle kapatilarak sera etkisi olusturulmustur. Topraga
uyum saglayan fideler daha sonra 1:1 oraninda torf ve toprak karigimi igeren saksilara
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alimmistir. Fidelerin gelistigi toprak stirekli olarak nemli tutulmustur. Misir fideleri
gelismeye devam ettikge kullanilan saksilar kademeli olarak biiyiitiilmiistiir ve haftada 1
defa %100 konsantrasyonda Hoagland besi ¢o6zeltisi ile sulanmistir (Manfred, 2002).
Misir fideleri yeterli erigkinlige ulastiktan sonra ileri analizlerin yapilmast (bu tez
caligmasinda yer almamaktadir) ve tohum elde edilecek transgenik hatlarin belirlenmesi
amaciyla yaprak numuneleri alinip -80°C’de stoklanmustir.

3.5 BITKILERIN POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR)
KONTROLLERI

3.5.1 Doku Orneklerinin Alinmasi ve DNA izolasyonu

Gelisen bitkilerden numuneler 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Her bir tiipiin
icerisine Onceden otoklavlanarak steril edilmis ve buzda sogutulmus bilyelerden 1 adet
koyulmustur. Tipler sivi azotta dondurulduktan sonra Retsch MM301 Tissue Lyser
kullanilarak, saniyede 30 defa hizla, 1 dakika boyunca uygulama yapilarak doku toz
haline getirildi ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar sivi azotta muhafaza edildi.

Maisir bitkisinden daha 6nce yapilan DNA izolasyon denemeleride ortaya ¢ikan fenolik
madde kirliligi nedeniyle asagida yazilan yontem optimize edilmis ve kullanilmustir.
Yo6ntemde kullanilan tamponlar izolasyondan once taze olarak hazirlanmistir.

DNA izolasyon metodu:

1. Izolasyon tamponu 65°C ye isitilmustir. Isitildiktan sonra kullanilacak kadari bir
cam siseye alinmis ve kullanmadan 6nce iizerine her 10 ml tampon i¢in 0,038 g
NaHSO; (Sigma) ve 20pl 2-merkaptoetanol (Sigma) eklenmistir. Tampon
65°C’de muhafaza edilmeye devam edilmistir.

2. Steril bir mikrosantrifiij tiipiine toz haline getirilen dokudan 0.4 gram tartilarak
koyulmus ve ilizerine 750 pl izolasyon tamponu eklenmistir. Tiip vorteks ile
karistirilarak igerigi homojen hale getirilmistir. Tiip 65°C de 1 saat bekletilmis
ve her 15 dakikada bir vorteks ile karistirilmistir.

3. 1 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlaninca tiipe 300 pl 5SM KOAc (Sigma)
eklenmistir. Tiip yavasca ters diiz edilerek karistirilmis ve buz igerisinde 30
dakika bekletilmistir.

4. Siire dolunca tiip 13000 rpm hizla, 4°C de, 10 dakika santrifiij edilmistir.
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5. Siipernatant yeni bir tiipe alinmis ve iizerine 1:1 oraninda -20°C’ye sogutulmus
izopropanol (Sigma) yavasca, tlipteki sivilarin faz olusturmasina miisaade
edecek sekilde eklenmistir. Alkol eklendikten sonra tiip 1 saat boyunca -20°C’de
hic hareket ettirilmeden bekletilmistir.

6. Temiz bir tiipe 1 ml saflastirma tamponu eklenmis ve 4°C ye sogutulmustur.

7. 1 saat boyunca -20°C’de bekletilen 6rneklerin iist kisminda toplanan DNA bir
pipet ucu ya da 6ze yardimiyla alinarak saflagtirma tamponunun oldugu tiipe
aktarilmis ve gece boyu 4°C de bekletilmistir.

8. Saflastirma tamponu pipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra DNA oda
sicakligina kurumaya birakilmaistir.

9. Kuruyan DNA 300 pl ddH»Oda c¢oziildiikten sonra iizerine 20 {inite RNaz
(Sigma) eklenmis ve 37°C'de 1 saat bekletiltikten sonra 60°C'de 10 dakika
bekletilerek RNaz inaktive edilmistir.

10. Tiipe 1:1 oraninda fenol (Sigma) : kloroform (Sigma) eklenmistir. Tiip birkag
defa ters diiz edilerek karistirildiktan sonra 13000 rpm hizda, 4°C de, 10 dakika
santrifiij edilmistir.

11. Ust faz dikkatlice yeni bir tiipe alinmis ve iizerine 2.5 kat1 olacak miktarda -
20°C’ye sogutulmus absolut etanol eklenmistir. Tiip birkac defa ters diiz edilerek
karistirildiktan sonra 13000 rpm hizda, 4°C de, 10 dakika santrifiij edilmistir.

12. Tiipteki s1vi fazin tamami uzaklastirildiktan sonra pellet 1 ml, -20°C’ye
sogutulmus %70 etanol ile yikanmustir. Tiip 13000 rpm hizda, 4°C de, 10 dakika
santrifiij edilmistir.

13. Sivi faz uzaklagtirildiktan sonra tiip icerisindeki DNA hava ile kurumaya
birakilmis ve tamamen kuruduktan sonra ddH,0 ile ¢6ziilmiistiir.

14. Nanodrop cihazi kullanilarak miktar okumalar1 yapilmstir.

Kullanilan tampon ¢ozeltiler:

1. Izolasyon Tamponu : 100 ml 1M Tris (Sigma), pH 8.0, 100 ml 0.5 M EDTA
(Sigma) pH 8.0, 100 ml 5M NaCl (Sigma), 62.5 ml %20 SDS (Sigma) (a/h),
distile su ile 1 Lt ye tamamlanmalidir.

2. Saflagtirma Tamponu: 9,5 ml 3M NaOAc (Sigma), 49 ml absolut EtOH (Sigma),
36.5 ml otoklavlanmuis distile su eklenmelidir.

Iyi kalitede DNA izole edebilmek igin Cornell DNA izolasyon ydnteminin yanisira
Qiagen plant DNA izolasyon kiti ve i-genomic plant DNA extraction mini Kiti de
denenmistir.
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3.5.2 Orneklere PZR uygulanmasi

Gen aktarimi1 denemelerinde kullanilan pGreenll 0229 plazmitinin varhigmi teyit
edebilmek icin bar genine 0Ozgli primerler, pTF101.1 plazmitinin varligimn teyit
edebilmek i¢in ise 35S promotor bolgesine 6zgili primerler kullanilmistir. Bar genine ve
35S promotdriine 6zgii primer dizileri asagida verilmistir. PZR kontrolii i¢in kullanilan
primer dizileri ve iiriin bilgileri asagidaki gibidir.

Bar Fw: 5>-TGCACCATCGTCAACCACTA -3’
Bar Rv: 5’-ACAGCGACCACGCTCTTGAA -3’

Bu primer ile pGreenll 0229 plazmitinde iiretilen amplifikasyon iiriiniiniin biiytkligi
310 bg olmalidir.

35S Fw: 5'- GCT CCT ACA AAT GCC ATC A-3'
35S Rv: 5'- GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA-3'

Bu primer ile pTF101.1 plazmitinde 195 bg ve 522 bg’lik iki bant iiretilmektedir.
Bunun nedeni pTF101.1 plazmitinde ardi ardina iki 35S promotdrii bulunmasidir.
pGreenll 0229 plazmitine bar geni primerleri, pTF101.1 plazmitine 35S promotorii
primerleri ile PZR uygulanmig ve elde edilen jel goriintiirii Sekil 3.16’da verilmistir.

1 2 3
pGreenll 0229 pTF101.1

310 be

Sekil 3.16- pGreenll 0229 ve pTF101.1 plazmitlerine uygulanan PZR sonucunun jel goriintiisii.
pGreenll 0229 igin 1: 1 Kb Plus ladder, 2: bar negatif kontrol, 3: pGreenll 0229 plazmitinin bar
geni primerleri ile uygulanan PZR sonucu. pTF101.1 i¢in 1: 1 Kb Plus ladder, 2: 35S negatif
kontrol, 3: pTF101.1 plazmitinin 35S promotorii primerleri ile uygulanan PZR sonucu.
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DNA izolasyonundan sonra elde edilen 6rnekler PZR uygulamasinda kullanilmak {izere
50 ng/ul yogunlukta olacak sekilde sulandirilmistir. PZR uygulamasinda INTRON
marka PZR kiti kullanilmigtir. Kit 10X PZR tamponunu, MgCl, ¢ozeltisini, ddNTP
¢ozeltisini, Taq polimeraz enzimini ihtiva etmektedir. PZR uygulamalar i¢in kitin
igeriginde belirtilen metot degistirilerek kullanilmistir.

1 tip i¢in hazirlanan PZR karigimi ve PZR dongileri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4°de
belirtilmistir.

Tablo 3.3- PZR karigimu.

ddH,0

10X PCR Tamponu X
25 mM MgCl2 ¢ozeltisi 1.5mM
10 mM ddNTP ¢ozeltisi 0.4 mM
5 pmol Primer Fw-Rw karisimi 10 pmol
5 {inite/ul Taqg DNA Polimeraz 0.5 iinite
DNA 50ng/ul 50 ng

Tablo 3.4- PZR dongiileri.

95°Cc —» 3dk
93°C —» 45qn
54°C —» 45s9n 35 tekrar
72°C  ___, 1dk

72°C —» 10dk
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4. BULGULAR

4.1 DOKU KULTURU CALISMALARI

4.1.1. Embriyo Cikarilmasi

Misir bitkisinin doku kiiltiirii ve gen aktarim calismalarinda, embriyonun gelisim
donemi kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle embriyolar literatiirde tavsiye edildigi iizere
2-3 mm’lik boyuta ulastiginda GMBE laboratuvarinda steril kosullar altinda ve
karanlikta ¢ikarilmistir. Koganlar bitkiden ayrilmis olsa bile taneler iginde embriyolar
gelismeye devam etmektedir. Bu nedenle kocanlar koparildiktan en fazla iki giin
igerisinde embriyo ¢ikarma islemi tamamlanmistir. Monokotil bir bitki olan misirda gen
aktarim frekansi oldukga diisiik oldugundan basari sansini artirabilmek i¢in her hattan
yaklagik 2000 embriyo ¢ikarilmistir. Dogrudan partikiil bombardimaninda kullanilacak
embriyolar N6E besi ortamina alinarak 2-3 giin 28°C ve karanlikta inkiibe edilmislerdir.
Tip II kallus olusturulacak embriyolar ise ayn1 besi ortamina ve inkiibasyon kosullarina
alinarak muhafaza edilmiglerdir. N6E besi ortamina alinan embriyolarin goriintiisii Sekil
4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1- Kallus olusturma ortamina alinan misir embriyolar1 (Fotograf: Yasemin
YILDIZHAN).

4.1.2 Kullamlan Hatlarin Doku Kiiltiirii ve Tip II Kallus Uretimini Etkileyen
Faktorler

Yapilan ¢alismada doku kiiltiirii ve tip II kallus olusturma kapasitesini etkileyen baglica
faktorler besi ortami igerigi, kalluslar arasi mesafe, petri basina Ornek sayist ve
kullanilan misir genotipi olmustur.
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4.1.2.1 Besi Ortamlar

Daha onceden de belirtildigi tizere Tiirkiye’de gelistirilen yerel musir hatlarinin
kullanildigr gen aktarim c¢alismalarina rastlanmamaistir. Bu nedenle kullanilacak olan
hatlarin bu tip ¢aligmalara uygunlugu konusunda bilgi bulunmamaktadir. Calismada bu
durum goz Oniine alinarak once Sakarya Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii tarafindan
gelistirilen ve Akdeniz Bolgesinde ikinci iiriin olma kapasitesi yiiksek olan ADK 310,
ADK 451, ADK 455, ADK 599, ADK 694 ve ADK 737 hatlar1 kullanilmistir. Genotipe
bagli olarak kallus gelisim hizlar1 degistiginden farkli genotiplerde farkli besi ortamlari
kullanilmistir. Ilk denemelerde kullanilan ADK 310 ve ADK 455 hatlarinda Tablo
3.1’de verilen besi ortami igerigi kullanilmistir. ADK 451, ADK 599, ADK 694 ve
ADK 737 hatlarinda ise Tablo 3.2°de verilen besi ortami igerikleri kullanilmistir. Bu iki
besi ortami arasindaki temel faklilik giimiis nitrat konsantrasyonlar1 ve bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak 2,4-D yerine dicamba kullanilmasidir. Yapilan ilk denemelerde
bitki biliyiime diizenleyicisi olarak 2,4-D (2 mg/L) ve 25 uM gilimiis nitrat, sonraki
denemelerde 15 mM dicamba ve 88 uM gilimiis nitrat kullanilmistir. Dicamba ve 88 uM
giimiis nitrat kullanilan besi ortamlarinda olusturulan kalluslarda kararmanin onemli
oranda azaldigi ve ¢ogu 6rnekte ortadan kalktigi goriiliip, kalluslarin béliinme hizlarinin
ve kalitelerinin arttig1 gozlemlenmistir.

Besi ortami iceriginde yer alan giimiig, etilenin aktivitesini azaltarak embriyonun
olgunlagmasini engellemektedir. Boylece tip II kallus olusumunu dikkat cekici sekilde
arttirmaktadir.

4.1.2.2 Kalluslar Aras1 Mesafe ve Petri Basina Ornek Sayist

Misir bitkisinin doku kiiltiirii siiresince kalluslar arasinda 0.5 cm ve 1 cm mesafeler
birakilarak denemeler yapilmistir. 0.5 cm mesafe birakilan denemelerde petri basina
diisen 6rnek sayis1 kalluslarin biiyiikliigiine bagli olarak 25 ile 40 arasinda degismistir.
1 cm mesafe birakilan numunelerde petri basina diisen Ornek sayist kalluslarin
biiyiikliigiine bagl olarak 12 ile 20 arast olmustur. Yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalari
sonucunda kalluslar arasinda 0.5 cm mesafe birakilan petrilerde biiylimenin ve
gelismenin yavasladigi, birbirine degmeye baslayan kalluslarin hizla kahverengilesip
Oltime gittigi goriiliirken, 1 cm mesafe birakilan kalluslarda gelisimin hizla devam ettigi
goriilmistiir. Misir doku kiiltiiriinde kalluslar arasi en uygun mesafe 1 cm, petri basina
kallus sayisi da 12 ve 20 aras1 olarak belirlenmistir.

4.1.2.3 Misir Genotipi

Bu caligmada musir bitkisinin (Zea mays L.) Sakarya Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii
tarafindan gelistirilen ve ikinci {iriin potansiyeli yiiksek olan ADK 310, ADK 451, ADK
455, ADK 599, ADK 694 ve ADK 737 olmak ftizere 6 farkli hatti kullanilmustir.
Calismanin amaglarindan birisi doku kiiltlirline en uygun misir hattin1 belirlemek
oldugu i¢in hatlar kallus olusturma yetenekleri, tip II kallus olusturma yetenekleri, bu
kalluslarin gen aktarimi agisindan uygunluklar1 ve rejenerasyon yetenekleri bakimindan
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degerlendirilmiglerdir Bu c¢alismada en kritik asama uygun misir hattinin
belirlenmesidir. Ciinkii segilen misir hatti gen aktarim g¢alismalarinin basarisi agisindan
birinci derecede Onem tasimaktadir. Bazi musir hatlar1 gen aktarimma uygun iken
bazilar1 yapilan tiim modifikasyonlara ragmen gen aktarim c¢alismalarma yanit
vermemektedir. Diinya ¢apinda misir gen aktarim ¢alismalart yapilan laboratuvarlarda
genellikle hep ayni musir hatlari gen aktarimi icin kullanilmakta, istenilen diger
ozellikler geri caprazlama calismalar1 ile yeni gelistirilen ceside aktarilmaktadir.
Ornegin B73, A188 hatlar1 en ¢ok tercih edilen hatlardir (Du ve dig., 2010; Frame ve
dig., 2002; Gordonkamm ve dig., 1990; Sidorov ve dig., 2006; Vega ve dig., 2008;
Wang ve Frame, 2009). Ulkemizde bu konuda daha &nce yapilmis calisma
bulunmadigindan hangi misir hatlarinin gen aktarimi i¢in uygun oldugu heniiz
bilinmemektedir. Bu nedenle bu calismada birden fazla misir hatti denemelere
alinmustir.

4.1.3 Embriyonik Kallus Olusturma Y etenekleri

Ik olarak musir tanelerinden cikartilan olgunlasmamis embriyolarm kallus olusturma
yetenekleri degerlendirilmistir. Denemelerde kullanilan biitiin hatlarda embriyolarin
tamamina yakini kallus olusturmustur. Kontaminasyon sorunu yasanmadigl siirece
kullanilan embriyolarin hepsi kisa siire i¢cinde kallus olusturmaya baslamis ve hacimleri
3-4 katina ¢ikmistir. Kallus olusturma yetenegi ve hizinda en belirleyici faktoriin
embriyo biiyiikliigli oldugu goriilmiistiir. Embriyonun erken donemleri kallus gelistirme
yeteneklerinin en yiiksek oldugu donem olmustur. Calismalarimizda, tozlasmadan
sonraki 9.-15. giinler arasi toplanan embriyolar kullanmilmistir. Tklimsel faktorler etkili
olsa da genellikle tozlasmadan sonraki 12. giinde elde edilen embriyolarin kallus
olusturma kabiliyetlerinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmiistir (Sekil 4.2). Higbir hat
digerine acikca Ustiinlik saglamamistir. Gelisim dénemi uygun olmayan ya da besi
ortamimna skultellum bolgesi yukar1 gelecek sekilde yerlestirilmis olan embriyolar
organogenez asamasina gegmis ve tip I kallus olusturamamistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.2- Embriyodan ilk gelisen kalluslar (Fotograf: Yasemin YILDIZHAN).
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Sekil 4.3- Organogenez asamasina gegen kallus goriintiisii (Fotograf: Yasemin YILDIZHAN).

Yukarida da bahsedildigi gibi kullanilan 6 hatta da olgunlasmamis embriyolar hig
sorunsuz kallus olusturmuslardir. Ancak tamamen hatta bagli olarak, degisik besi
ortamlarinda degisen gelisim hizlar1 gostermislerdir. Baslangicta ¢ok hizli bir sekilde
kallus gelistiren hatlarin daha sonraki donemlerde gelisim hizlarinin yavaglayabildigi ya
da daha da hizlanabildigi goriilmiistiir. Bu nedenle bu hatlarin partikiil bombardimani
ile gen aktarimina uygunlugunu anlayabilmek i¢in rejenerasyon asamasina kadar
gidilmesi gerekmektedir.

4.1.3.1 Tip Il Ebriyonik Kallus Olusturma Yetenekleri

Bu tez calismasinin ilk agamasinda Sakarya Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii tarafindan
uygun goriilen ADK 310 ve ADK 455 hatt1 denemelere alinmistir. Her iki hat i¢in ayni
besi ortami ve inkiibasyon kosullar1 kullanilmis olmasina ragmen farkli morfolojide tip
II kalluslar olusturmuslardir.

ADK 310 hattt N6E besi ortamindaki 6. haftasindan itibaren tip II kallus olusumuna
baslamis ve partikiil bombardimani asamasina kadar beyaz renkli kalluslar olusturmaya
devam etmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4- ADK 310 hattina ait tip II kalluslar (Fotograf: Yasemin YILDIZHAN).

ADK 455 hattina ait embriyolarin kallus gelistirme hizlar1 baslangicta iyi iken sonra
yavaglamigtir. Daha sonra tekrar gelisim hizi artmis ve 8. haftadan itibaren tip II kallus
olusturmaya baslamistir (Sekil 4.5). Ancak tip II formunu muhafaza edemeyerek hizla
embriyonik olma 6zelligini yitirmeye baslamistir.

Sekil 4.5- ADK 455 hattina ait tip II kalluslar (Fotograf: Yasemin YILDIZHAN).

Calismanin ikinci asamasinda Sakarya Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii tarafindan
uygun bulunan ADK 451, ADK 599, ADK 694, ADK 737 hatlar1 denemeye alinmistir.
Her dort hat icin de ayni besi ortamlari kullanilmasina ve inkiibasyon sartlari
saglanmasma karsin tip II kallus olusturma zamanlarinda ve tip II kallus
morfolojilerinde farkliliklar goriilmiistir.

ADK 451 hattinda embriyolarin kallus gelistirme hizi baslangigta iyi iken zamanla
yavaslamistir. Tip II kallus olusumunun 10. haftadan itibaren basladigr gézlenmistir.
llerleyen donemlerde tip II formuna gegebilen ve bu formu koruyabilen kallus sayisi
baslangica kiyasla oldukga azdir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6- ADK 451 hattina ait kalluslarin biiyiik kismu tip II formuna gegirilemeden
kaybedilmistir (Fotograf: Deniz KOM).

ADK 599 hattinda embriyolar oldukca hizli bir sekilde kallus gelistirmis ve sonraki
donemlerde de hi¢ yavaslama goézlenmemistir. Tip II kallus olusumunun baslamast 7.
haftadan itibaren gozlenmis olup, partikiill bombardimani uygulamas: yapilana kadar
biiylime hizinda ve kalitesinde bir kayip olmadan gelismeye devam etmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7- ADK 599 hattina ait tip II kalluslar (Fotograf: Deniz KOM).

ADK 694 hattinda embriyolarin kallus gelistirme hizi baslangigta yavas iken zamanla
hizlanma gostermistir. Embriyolarin N6E ortamina alinmasini takip eden 7. haftadan
itibaren tip II kallus olusumu goriilmiis olup, partikiill bombardimani uygulamasi
yapilana kadar bu formunu muhafaza etmistir.
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ADK 737 hattina ait embriyolarin gelisim hizi oldukca iyidir. N6E ortamina alindiktan
sonra hizla gelismeye baslayan embriyonik kallusdan, 6. haftadan itibaren tip Il kallus
olusumunu gergeklestirmistir ve partikiil bombardimani uygulamasina kadar
gelisimlerini hizli bir sekilde stirdiirmiislerdir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8- ADK 737 hattina ait tip II kalluslar (Fotograf: Deniz KOM).

4.2 PARTIKUL BOMBARDIMANI iLE GEN AKTARIMI CALISMALARI

Partikiil bombardimaninda kullanilacak biyolistik cihazinin parametrelerini ayarlamak
ve olusturulan tip II kalluslarin gen aktarimi i¢in uygun hale gelip gelemediklerini
belirleyebilmek i¢cin GUS geni igeren bir plazmit kullanilarak denemeler yapilmistir.
Asil aktarilmasi planlanan pGreenll 0229 ve pTF101.1 plazmitleri secilimi saglamak
icin herbisit direnglilik geni icermektedir. Herbisitler ile secilim haftalar alan bir siireg
oldugundan kullanilan yontemin basarisini kisa siirede anlabilmek icin histokimyasal
boyama ile gorsel sonuglar saglayan GUS geninin oldugu pAHC25 plazmiti
kullanilmistir (Sekil 3.15).

4.2.1 GUS Deneyi

Partikiil bombardimani sisteminin ¢alisip ¢alismadigini 6grenmek amaciyla yapilan
GUS geni transferi denemesi basariyla sonuglanmistir. Uygulama tamamlandiginda
kalluslarda gen aktarimindan yaklasik 10 giin sonra GUS geninin gegici anlatimi
histokimyasal olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9- pAHC25 plazmiti ile partikiil bombardimandan sonra X-Gluc ¢dzeltisinde GUS
histokimyasal reaksiyonu gosteren kalluslar (Fotograf: Deniz KOM).

GUS geni iceren pAHC25 plazmitinin misir tipll kalluslarinda gecici ifadesi
belirlendikten sonra asil aktarmayr planladigimiz pGreenll 0229 ve pTF101.1
plazmitlerinin kullanildig1 denemeler yapilmistir.

4.2.2 Partikiil Bombardimani Denemeleri ve Fiziksel Degiskenler

Partikiil bombardimani ile gen aktarimi sirasinda atis mesafesi, atis basinci, atig tekrari,
ozmotik muamele siiresi gibi kriterler degistirilerek denenmistir.

4.2.2.1 Atis mesafesi

Gen aktarimi denemelerinde 6 cm ve 9 cm atis mesafeleri ile 650 psi ve 1100 psi atis
basinglar1 denenmistir. Literatiirlere uygun olarak 6 cm mesafe ile yapilan
uygulamalarda 650 psi basing kullanilirken, 9 cm mesafe ile yapilan uygulamalarda
1100 psi basing kullanilmistir. Kalluslara yapilan uygulamalarda genel olarak en uygun
mesafenin 6 cm, en uygun basincin 650 psi oldugu belirlenirken, embriyolara yapilan
uygulamalarda en uygun mesafenin 9 cm, en uygun basmcin 1100 psi oldugu
belirlenmistir. Ancak ADK 694 hattinda kalluslara 9 cm ve 1100 psi basincin daha etkili
oldugu goriilmiistiir.
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4.2.2.2. Atis Tekrari

Literatiirdeki baz1 ¢aligmalarda gen aktarim basarisini artirabilmek icin aynm kalluslara
birden fazla atis uygulanmistir. Bu ¢alismada da atis tekrarinin kalluslar {izerine etkisini
gozlemlemek amaciyla ADK 310 hattindan 100 adet kallus igeren iki petri hazirlanmas,
petrilerden biri 6 cm atig mesafesi ve 650 psi basing ile iki defa vurulmus, digeri 6 cm
atis mesafesinden 650 psi basingla bir defa vurulmustur. Bir defa vurulan petrideki
kalluslar gelisimlerine devam ederken, iki defa vurulan petride olusan fiziksel hasardan
sonra musir kalluslar1 toparlanamamis ve yaklasik 3 hafta sonunda hepsi 6lmiistiir (Sekil
4.10). Bu galismada partikiil bombardimani ile gen aktarimi igin en uygun atis sayisi
bir defa olarak belirlenmistir.

Sekil 4.10- ADK 310 hattina ait iki defa atig yapilan biitiin kalluslar 6Imiistiir (Fotograf: Deniz
KOM).

4.2.2.3 Partikiil Bombardimani Sonrast Ozmotik Muamele

Partikiil bombardimani ile gen aktarimi denemelerinde uygulama sonrasi ozmotik
muamele siiresinin etkilerini test etmek i¢in atis sonrasi 1, 4 ve 20 saatlik muameleler
yaptlmustir (Sekil 4.11). 20 saatlik muameleye maruz birakilan kalluslarin biiyiik kismi
toparlanma gdsterememiglerdir. 4 saat ozmotik muamele uygulanan kalluslarin
yarisindan fazlasi toparlanma gosterirken, 1 saatlik muameleye maruz birakilan
kalluslarin tamamina yakininin toparlanma gosterdigi ve boliinmeye basladig
goriilmistiir. En iyi uygulama, partikiil bombardimani uygulamasi sonrasinda 1 saatlik
ozmotik muamele olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11- Partikiil bombardimani 6ncesi ve sonrasi ozmotik muamele uygulanan kalluslar
(Fotograf: Deniz KOM).

4.2.3 Secilimde Kullanilan Herbisitler

Calismanin ilk asamalarinda herbisit olarak fosfonétrisin kullanilmustir. Tlk denemelerde
herbisit ile yapilan secilimin basarili olmamasi nedeniyle sonraki ¢aligmalarda daha
etkili bir herbisit olan bialafos kullanilmistir. Bu sekilde iki herbisit arasinda
kullandigimiz misir hatlart iizerindeki etkinlik karsilastirmasi yapma imkani da elde
edilmistir. Yapilan denemelerde fosfondtrisin  herbisiti  kalluslarin ~ gelisimini
engelleyememistir. Yapilan 8 alt kiiltirleme ¢aligmasina ragmen hicbir petride tam
kallus oliimiine rastlanamamustir. Bialafos herbisiti ile yapilan denemelerde kisa siirede
kallus 6liimii goriilmiis, se¢ilim siirecinde etkin olarak kullanilmistir. Bialofos herbisiti
ile 4-6 alt kiiltiirleme yapilmistir ve 4. alt kiiltiirlemeden sonra sonug degismemistir.

4.2.4. Partikiil Bombardimani Sonrasi Secilim Siireci

Partikiil bombardiman1 uygulamasinin ardindan bir hafta siire ile N6E besi ortaminda
bekleyen misir embriyolar1 ve tip II musir kalluslari, transforme olmayan bireylerin
elenecegi N6S se¢ici besi ortamina aktarilmiglardir.

Direkt olarak embriyolarin kullanildigi partikiill bombardimani g¢alismalarinda
bombardimandan sonraki siiregte kallus gelisimi ve rejenerasyon saglanamamigstir (Sekil
4.12). Bu nedenle ¢aligmalara sadece partikiil bombardiman1 yapilan tip II kalluslarla
devam edilmistir.
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Sekil 4.12- Partikiil bombardimanindan sonra hi¢ gelisim gosteremeyen ADK 694 hattina ait
embriyolar (Fotograf: Deniz KOM).

Sekil 4.13 ve Sekil 4.14° de 2 mg/L fosfonétrisin igeren besi ortaminda 4. ve 5. alt
kiiltirlemedeki ADK 310 ve ADK 455 hattlarina ait kalluslar goriilmektedir.
Kalluslarda kahverengilesme olmus ancak bariz hiicre 6liimleri goriilmediginden geni

alan ve almayanlar kalluslar ayrilamamustir.

Sekil 4.13- Fosfonoétrisin igeren segici besi ortamindaki ADK 310 hattina ait kalluslar
(Fotograf: Deniz KOM).
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Sekil 4.14- Fosfondtrisin igeren segici besi ortamindaki ADK 455 hattina ait kalluslar (Fotograf:
Deniz KOM).

ADK 310 hattinin segici besi ortaminda uzun siire alt kiiltiirlemesi yapilmis olmasina
ragmen durum degismemistir. Ancak ADK 455 hattinda ¢ok bariz olmasa da ADK 310
hattina gore daha fazla 6liimler olmustur (Sekil 4.15)

Sekil 4.15- ADK 455 hattinin fosfonétrisin igeren besi ortaminda kahverengilesip kuruyan
kalluslar1 (Fotograf: Deniz KOM).

Calisilan ~ musir  hatlarinda  fosfonétrisin -~ herbisiti  etkin ~ bir  sec¢ilim
gerceklestiremediginden  bundan  sonraki  caligmalar  bialafos  herbisiti ile
gerceklestirilmistir. Bialafos ile yapilan altkiiltiirleme caligmalarinin ilk haftalarindan
itibaren hiicre dliimleri goriilmeye baslanmistir. ADK 451, ADK 599, ADK 694, ADK
737 hatlarinin bialafos igeren besi ortaminda alt kiiltiirleme calismalarina ait resimler
Sekil 4.16’da verilmistir. Segilim siireci yaklagik 4 altkiiltiirasyon ve 8 hafta
stirdiiriilmiistiir. Bu agsamada hayatta kalan kalluslarin muhtemel transformantlar oldugu
diistiniilmektedir.
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Sekil 4.16- Segcilim siirecinin sonunda canli kalan kalluslarin goriintiisii (Fotograf: Deniz
KOM).

4.2.4. Rejenerasyon

Herbisitli besi ortaminda en az § hafta boyunca alt kiiltiirasyonlar1 yapilmis ve halen
canliliklarmi siirdiiren tip II kalluslar rejenerasyon I ortamina alinmistir (Tablo 3.2). Bu
ortamda da segici besi ortaminda oldugu gibi ilk denemelerde 2mg/L konsantrasyonda
fosfondtrisin herbisiti eklenmistir. Daha sonraki denemelerde fosfonétrisin yerine
3mg/L bialafos eklenmistir. Petri kaplar1 parafilm yerine hava gegiren bantlarla sarilmis
ve 25 °C’de karanlikta inkiibe edilmislerdir. ADK 694 ve ADK 737 hatlarinda bu
asamada somatik embriyo gelisiminin basladigi gézlenmistir. Ancak diger hatlarda bu
asamada somatik embriyo gelisimi gézlenmemistir. Rejenerasyon I ortaminda iki hafta
tutulan kalluslar bu silirenin sonunda rejenerasyon II ortamina alinmistir. Rejenerasyon
I1 besi ortaminda kalluslar 25 °C’de ve karanlikta inkiibe edilmislerdir. Kalluslarin hava
alabilmesi icin petri kaplar1 hava gegiren bant ile sarilmistir. Bu besi ortaminda bialafos
miktar1 4mg/L’ye ¢ikarilmistir. Herbisite ragmen canliliklarini siirdiiren ve hizla gelisen
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kalluslar 6nce kok gelistirmeye baslamistir (Sekil 4.17). Bu asamada ADK 455 hattina
ait kalluslar gelisimlerini durdurmus ve sonugta embriyonik olma 6zelliklerini
kaybederek yaslanmislardir.

Sekil 4.17- Rejenerasyon I besi ortaminda somatik embriyo gelisimi (Fotograf: Yasemin
YILDIZHAN).

Rejenerasyon-11 besi ortaminda ADK 455 disindaki tiim hatlarda 2-3 haftalik
olgunlagsma periyodundan sonra somatik embriyolarin ¢ogunlugu beyaz ve opak bir

renk almistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18- Rejenerasyon-II besi ortaminda gelisen somatik embriyolar (Fotograf: Deniz KOM).
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Somatik embriyo gelistiren kalluslar 151k ortaminda gelisebilmeleri igin rejenerasyon-
IIT ortamina aktarilmiglardir. Herbisit igermeyen rejenerasyon III ortamina alinan
somatik embriyolar 25°C’de, 80-100 wE/m?/s 151k yogunlugunda 16:8 151k periyodunda
inkiibe edilmislerdir. Bu asamada da parafilm yerine hava gegiren bant kullanilmistir
(Sekil 4.19).

Sekil 4.19- Somatik embriyo gelistiren kalluslar rejenerasyon III besi ortamina alindiktan sonra
magenta kiiltiir kaplar1 hava gegiren bant ile sarilmigtir (Fotograf: Deniz KOM).

Rejenerasyon III ortamina alinan somatik embriyolar yaklagik 10 giin icerisinde kok ve
yaprak gelistirmeye baslamislardir (Sekil 4.20). ADK 455 hattina ait kalluslarin
gelisimi bu agsamada durmustur.
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Sekil 4.20- Rejenerasyon III ortaminda gelisen misir fideleri (Fotograf: Deniz KOM).
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Misir fideleri steril kabin iginde steril pens kullanilarak ¢ikarilmis ve koklerindeki besi
ortami kalintilart miimkiin olabildigince temizlenmistir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21- Topraga alinmak iizere koklerindeki besi ortami temizlenen musir fidesi (Fotograf:
Deniz KOM).

Temizlenen bitkicikler ilk asamada torfa aktarilmistir. Sera etkisi olusturabilmek igin
yaklasik 10 giin siireyle saksilarin {izerleri naylon ile kaplanmistir. Bitkilerin besin
ihtiyacin1 karsilamak i¢in Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmustir. iklim odasinda ¢ok sayida
misir fidesi ekilmistir. Iklim odasinin kosullar1 16:8 1s1k periyodu, 350 uE/mZ/s 151k
yogunlugu, 26°C giindiiz, 22°C gece sicakhign seklinde ayarlanmustir. Bitkiler torfa
uyum saglayip gelismeye basladiktan sonra 1:1 oraninda torf-toprak karisimi olan
saksilara aktarilmigtir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22- Rejenerasyon III ortamindan aliman musir fideleri topraga aktarildiklarinda sera etkisi
olusturmak amaciyla iistleri 151k gegiren naylon torbalarla kapatilmistir. Ortalama 10 giin sonra
iizerlerindeki torbalar kaldirilmig ve fidelerin bulundugu saksilar kademeli olarak biiyiitiilmiistiir
(Fotograf: Deniz KOM).

4.2.5. Partikiill Bombardimanmi Denemelerinden Sonra Elde Edilen Misir
Fidelerinin Transgenik Olup Olmadiklarim1 Anlayabilmek I¢in Yapilan PZR
Analizleri:

Iklim odasinda yetistirilen, pGreenll 0229 plazmiti ile transforme edilen ADK 310
hattina ait misir fidelerinin bar genini tasiyip tagimadiklarini anlayabilmek amaciyla
PZR analizleri yapilmigtir. ADK 451, ADK 599, ADK 694 ve ADK 737 hatlarinda ise
pTF101.1 plazmitinin varligmi teyit edebilmek i¢in 35S promotoér bolgesine ait
primerler kullanilmistir. Bu amagla 6ncelikle taze yaprak ornekleri alinmistir. Bu islem
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sirasinda  bitkilerin  birbirlerini kontamine etmemesi amaciyla yapraklara elle
dokunulmamis ve kesici alet kullanilmamistir. DNA izolasyonunda giicliikler
yasandigindan, iyi kalitede DNA izole edebilmek i¢in Cornell DNA izolasyon
yonteminin yanisira Qiagen plant DNA izolasyon kiti ve i-genomic plant DNA
extraction mini kiti de denenmistir. Izolasyon sonucunda elde edilen genomik
DNA’larin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.23 ve sekli 4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.23- Cornell yontemi ile izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez
goriintiisti. 1: 1 kb Ladder, 2-23: Transgenik oldugu diistiniilen musir hatlarina ait genomik
DNA’lar.
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Sekil 4.24- DNA izolasyon kiti ile izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez
goriintlisii. 1 ve 12 numarali kuyucuklar 1 kb Ladder icerirken; 2-11 ve 13-23 numarali
kuyucuklar transgenik oldugu diigiiniilen misir hatlarina ait genomik DNA’lar1 icermektedir.
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ADK 310 hattina ait bireylerde pGreenll 0229 plazmitinin varligin teyit edebilmek i¢in
bar genine 6zgii primerlerin kullanildigi PZR analizleri yapilmistir Ancak analizler
bir¢ok kez tekrar edilmesine ragmen elde edilen 130 bitkinin hi¢birinde pGreenlI 0229
plazmitininn varligim1 gosteren 310 baz ¢ifti biyiikliigiindeki banda rastlanmamustir.
Sonug olarak ADK 310 hattina ait transgenik misir bitkileri elde edilememistir. Sekil
4.25’de kontrolii yapilan ilk bitkilerin PZR sonuglarimi gdsteren jel goriintiisii
verilmistir. Biitiin sonuglar ayn1 ¢iktigindan diger jel goriintiilerine yer verilmemistir.
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Sekil 4.25- ADK 310 hattina ait bireylerde bar genine 6zgii primerlerle yapilan PZR analizinin
agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1 ve 15: 1 Kb Plus Ladder; 2: bar pozitif kontrol, 3: bar
negatif kontrol, 4-14 ve 16-25: ADK 310 hattina ait bireylerin PZR sonuglari.

pTF101.1 plazmitinin aktarildigit ADK 737 hattindan 18 adet bitki elde edilmis ve PZR
analizleri sonucu 12 adet bitkinin 35S primerleriyle pozitif bant verdigi goriilmiistiir
(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26- ADK 737 hattina ait bireylerde 35S promotoriine 6zgii primerlerle yapilan PZR
analizinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1: 1 Kb Plus Ladder; 2: 35S pozitif kontrol; 3-20:
ADK 737 hattina ait bireylerin PZR sonuglar1.
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pTF101.1 plazmitinin aktarildign ADK 451, ADK 599, ADK 694 hatlarinin
rejenerasyonu basglamistir. Bu hatlarda ¢ok sayida somatik embriyo mevcuttur ve
bunlarin biiyiik kismindan misir fidecikleri olusmaktadir. Ancak msir fideleri molekiiler
analizler i¢in ornek alacak biiylikliige ulasamadan tez calisma siiresi sona erdiginden
PZR kontrolleri yapilamamistir. Yaklasik bir aylik siire¢ icerisinde bu hatlara ait PZR
analizleri de tamamlanmis olacaktir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Glintimiizde kullanim alanlart her gecen giin artan musir bitkisi giderek artan tiiketim
oranina karsin, diinyadaki tarim arazilerinin kisitli olmasi ve iiretimi engelleyen biyotik
ve abiyotik faktorler nedeniyle ihtiyaca karsilik veremez duruma gelmistir. Giderek
artan diinya niifusunun gida ihtiyaci ve hizla gelisen teknolojinin sonucu olarak yeni
kullanim alanlarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle dogal kiiltivarlarin yeterli olmadigi, birim
alanda verimliligi yliksek musir hatlarina yonelisin yasandigi bilinen bir gergektir.
Klasik 1slah c¢alismalariyla yeni hat gelistirme ¢alismalar yilizyillardir devam
etmektedir. Dogal olarak besin kalitesi yliksek misir hatlar1 bulundugu gibi biyotik ve
abiyotik faktorlere dayanikli misir hatlari da bulunmaktadir. Ancak bu 6zelliklerin
tiimiini dogal olarak bilinyesinde bulunduran misir hatlarin1 klasik 1slah yontemleri ile
gelistirmek uzun yillar alan bir siiregtir. Klasik 1slah ¢alismalarinda istenilen tek bir
ozelligi tek bir melezleme calismasiyla elde etmek miimkiin degildir. Istenen
ozelliklerin yanisira kontrolsiiz olarak ebeveynin sahip oldugu diger 6zellikler de yeni
ceside aktarilmaktadir. Bu durum cesit gelistirme calismalarinin beklenenden uzun
siireler almasina neden olmaktadir. Ayrica klasik 1slah caligmalarinda tiir sinirlamasi
bulunmaktadir. Aktarilmak istenen yeni Kkarakterler ancak kendi aralarinda
melezlenebilen ve fertil bireyler meydana getirebilen Dbitkiler arasinda
gerceklestirilebilmektedir. Gelisen biyoteknolojik yontemler ile bu sinirlamalarin ve
uzun siireglerin ortadan kaldirilmasi miimkiindiir.

Gilinitimiizde biyoteknolojik yontemlerle gelistirilmis ticari misir gesitlerinin diinya
pazarinda kullanimi giderek artmaktadir (ISAAA, 2012a, 2012b). Ulkemizde klasik
1slah ¢alismalariyla gelistirilen musir g¢esitleri bulumasma ragmen biyoteknolojik
yontemlerle gelistirilmis ¢esitler henliz mevcut degildir. Ancak diinya capinda
biyoteknolojik bitkilere yonelim gelecek yillarda Tiirkiye i¢in de kagimilmaz olacaktir.
Bu nedenle kendi arastirma enstitiilerimiz tarafindan gelistirilen, Tiirkiye’nin iklim ve
toprak oOzelliklerine uyumlu bitkilerin bu ¢aligmalarda kullanilmas1 son derece
onemlidir. Bu amacla bu tez c¢alismasinda kendi yerel ¢esitlerimize gen aktarim
kosullarinin optimizasyonu planlanmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek veriler
ve tecrilbeler daha sonra gerceklestirilecek daha kapsamli g¢alismalar icin temel
olusturacaktir.

Calisma  kapsaminda gen aktarimin partikiil bombardimani yontemi ile
gergeklestirilmesi amaglanmistir. Cok kopyali aktarim ihtimaline ve bitki rejenerasyon
siirecini tamamladiginda elde edilen basari oraninin maksimum %1—4 arasi olmasina
karsin, biyolistik yontemi, monokotil bitkilere gen aktarimi i¢in halen en basarili yol
olarak goriilmektedir ve yaygin olarak tercih edilmektedir (Brettschneider ve dig., 1997;
Mark, 1999; Oneto ve arkadaslar1., 2010; Wang ve Frame, 2009).
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Partikiil bombardimani ile misir bitkisine gen aktarim caligmalarinin ilk agamasi,
kullanilmast planlanan hatlar i¢in doku kiiltlirlinlin optimizasyonudur. Literatlirde
Tirkiye’de yetistirilen musir gesitlerinin doku kiiltiiriine ait daha once yapilmis
caligmalara rastlanilmadigindan hangi g¢esitlerin doku kiiltiirine uygun oldugu
bilinmemektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi siiresince Sakarya Tarimsal Arastirmalar
Enstitiisii tarafindan tavsiye edilen ADK 310, ADK 451, ADK 455, ADK 599, ADK
694 ve ADK 737 hatlar1, Akdeniz Bolgesi’nde ikinci iiriin verme imkanlarinin yiiksek
olmas1 nedeniyle ¢alismaya dahil edilmistir. Bu ¢alismaya ilk olarak ADK 310 ve ADK
455 hatlariyla baglanmis ve Tablo 3.1°de yer alan besi ortamlariyla denemeler
yapilmustir. ilk denemelerin sonuglar1 alindiktan sonra ¢alismaya ADK 451, ADK 599,
ADK 694 ve ADK 737 hatlar1 ile devam edilmistir. Ilk denemelerdeki problemler
neticesinde bu alanda olduk¢a deneyimli olan Dog¢. Dr. Manish RAIZADA (University
of Quelph), Prof. Dr. Kan WANG ve Browyn FRAME (lowa State University) ile
gorligiilmiis ve onlarin tavsiyeleri dogrultusunda kullanilan besi ortamlarinda bazi
degisiklikler yapilmistir. Sonug olarak denenmesi planlanan dort yeni hat ile yapilan
doku kiiltiiri ¢alismalarinda Tablo 3.2°de yer alan besi ortamlar1 kullanilmistir. ADK
310 ve ADK 455 hatlar1 ile yapilan ilk denemelerde bitki biiyiime diizenleyicisi olarak
2,4-D (2 mg/L) ve 25 uM giimiis nitrat, ADK 451, ADK 599, ADK 694 ve ADK 737
hatlar1 ile yapilan sonraki denemelerde ise 15 mM dicamba ve 88 uM giimiis nitrat
kullanilmistir. Dicamba ve 88 pM giimiis nitrat kullanilan besi ortamlarinda olusturulan
kalluslarda kararmanin 6nemli oranda azaldigi ve ¢ogu Ornekte tamamen ortadan
kalktig1, kalluslarin boliinme hizlarinin ve kalitelerinin arttig1 gézlemlenmistir. Giimiis
nitrat ve dicamba oranlarimin doku Kkiiltiiriine etkisi ile ilgili bulgular daha o6nce
yayinlanmis sonuglarla paralellik gostermistir (Close ve Ludeman, 1987; Graj ve
Conger, 1985; Carvalhove dig., 1997; Songstad ve dig., 1988; Wu ve dig., 2006)
Denemelerde kullanilan 6 hat, tip II kallus olusturma ve bu kalluslarin canliliklarini
yaklastk 6 ay slire boyunca devam ettirebilme kapasiteleri bakimindan
karsilastirilmistir. Embriyolar ¢ikarildiktan sonra, tamamina yakini embriyonik kallus
olusturmaya baglamistir. Ancak bu kalluslarin tip II formuna doniisme kapasitesi
calisilan tiim hatlarda ayn1 olmamustir.

ADK 451 hatt1 tip 1I kallus olusturma ve bu kalluslarin canliliginm siirdiirme 6zelligi
bakimindan en basarisiz hat olarak belirlenmistir. ADK 455 hattina ait embriyonik
kalluslarin yaris1 tip 1l kallusa doniismesine karsin bu kalluslar kisa siirede embriyonik
olma ozelligini yitirerek gen aktarimi i¢in uygun olmayan hale gelmistir. ADK 310 ve
ADK 737 hatlar1 N6E besi ortamindaki 6. haftalarinda tip II kallus olusumuna baslamis
olup bu siiregcte en erken gelisen hatlar olarak belirlenmistir. ADK 599 ve ADK 694
hatlarinin tip II kallus olusturmalar1 yaklasik 8 hafta stirmiistir. ADK 310, ADK 599,
ADK 694 ve ADK 737 hatlarinin tip II kallus olusturma oranlarimin %80’den fazla
oldugu gorilmiistir. ADK 310, ADK 599, ADK 694 ve ADK 737 hatlarma ait
kalluslarin boliinme ve gelisme hizlarinin yiiksek oldugu ve tip II kalluslarin oldukga
kaliteli oldugu gozlemlenmistir. Yapilan tekrarli rejenerasyon denemelerinden sonra
elde edilen verilere gore ADK 310, ADK 694 ve ADK 737 hatlarinin rejenerasyon
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yetenegi ADK 451, ADK 455, ADK 599 hatlarindan daha yiiksektir. Yapilan
calismalarda daha once denenmis ve basarili olmus besi ortam1 ve inkiibasyon kosullari
saglanmis olmasina ragmen somatik embriyo olusumu gerceklesmemis ve
bombardiman asamasinda yaklasik 700 adet kallus kullanilmasina karsin ADK 455
hattinda rejenerasyon basarilamamistir. ADK 451 hatt1 diisiik oranda tip II kallus
olusturmasinin yani sira bombardiman ¢alismalarinda kullanilan yaklasik 600 adet tip 11
kallusunun ¢ok az1 somatik embriyo olusturabilmistir. ADK 599 hattinda 3200’den
fazla kallus bombardiman denemesine alinmig, ancak az sayida somatik embriyo
olusturmas1 nedeniyle rejenerasyon orani %1’in altinda gerceklesmistir. ADK 737
hattinda 1429 kallus ile bombardiman denemesi yapilmis ve rejenerasyon orant %1’in
tizerinde belirlenmistir. ADK 310 hattinda 1844 kallus ile yapilan deneme sonucunda
rejenerasyon oraninin %7’nin lizerinde oldugu belirlenmistir. ADK 694 hattinda

yaklasik 900 6rnekle deneme yapilmis ve rejenerasyon orant %1 olarak belirlenmistir
(Tablo 5.1).

Tablo 5.1- Partikiil bombardimani denemelerinde kullanilan tip II kalluslarin rejenerasyon
yiizdesi

Kullamlan Hat Partikiil Rejenerasyon sonucu Hattin rejenerasyon
bombardimani elde edilen bitki sayis1 | basarisinin % olarak
uygulamasina alinan ifadesi
kallus sayisi
ADK 310 1844 130 > %7
ADK 451 600 4 < %1
ADK 455 700 0 -
ADK 599 3200 6 < %1
ADK 694 900 10 > %1
ADK 737 1429 18 > %1

Yukaridaki tabloda goriildiigii gibi yapilan denemeler sonucunda musir bitkisinde doku
kiiltiiri caligsmalar1 i¢in en uygun 3 hat belirlenmistir. Bu hatlar en basarilidan itibaren
sirastyla. ADK 310, ADK 737 ve ADK 694°tiir. Tiim kosullar ayni1 oldugu halde
rejenerasyonda goriilen bu farkliliklarin kaynaginin misir genotipi oldugu sonucu ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle transformasyon denemesi yapilmasi planlanan her misir hatti
icin ayr1 ayr1 doku kiiltiirii sartlarinin optimizasyonu yapilmalidir.
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Yapilan literatiir arastirmasina gore, bazi partikiil bombardimani ¢aligmalarinda atig
tekrarlarmin gen aktarim frekansini artirdigi goriilmastiir (Petrillo ve dig., 2008). Atis
tekrarinin denemelerde kullanilan hatlara ait kalluslar iizerindeki etkisini arastirabilmek
icin denemeler yapilmis ve iki kez ayni alana yapilan atisin kalluslarda biiyiik hasara
neden oldugu goriilmiistiir. Atis mesafesi 6 cm olan ve 650 psi basing ile bir kez vurulan
kalluslar kisa siirede toparlanma ve tekrar biiyiime gosterirken, iki defa atis yapilan
petrideki kalluslar hi¢ toparlanma gosterememis ve kisa siirede Olmiistiir. Bu sonug
yayinlanmis diger arastirma sonuglarini desteklemektedir (Brettschneider ve dig., 1997;
Frame ve dig., 2000; Mark, 1999; Oneto ve dig., 2010; Wang ve Frame, 2009).

Partikiil bombardimani ¢alismasinda kullanilan hatlar igin en uygun ozmotik uygulama
siiresini belirlemek amaciyla denemeler yapilmistir. Bombardiman sonrasi 1 saat, 4 saat
ve 20 saatlik ozmotik uygulamalar denenmis ve en basarili uygulamanin 1 saatlik
ozmotik uygulama oldugu belirlenmistir. Bu sonug literatiire uygundur (Frame ve dig.,
2000; Vain ve dig., 1993).

Partikiil bombardimani uygulamasi sonrasinda transforme olmus kalluslarin se¢iliminde
fosfondtrisin ve bialafos herbisitleri denenmistir. Fosfonotrisin herbisiti ile yapilan
denemelerde segici besi ortaminda sekiz alt kiiltiirlemeye karsilik gelen yaklasik dort ay
stiresince fosfonotrisin kullanilmig olmasina ragmen kalluslarda tam olarak kararma ve
bunun sonucu olarak 6liim goriilmemistir. Dolayisiyla gen c¢alismalarinda muhtemel
transgenikleri ve transgenik olmayanlari belirlemenin kullandigimiz musir hatlarinda
neredeyse imkansiz oldugu gozlenmistir. Bialafos herbisiti ile yapilan denemelerde
heniiz ikinci alt kiiltiirlemede dliimler goriillmeye baslanmis, bu durum belirgin sekilde
artarak devam etmistir. Denemeler sonucunda ¢ok sayida kallus oliirken, muhtemel
transgeniklerin yasadigi ve beyaz renkli kalluslar olusturarak biiyiimeye devam ettigi
gorilmistir. Bu nedenle ¢alisma sonunda misir transformasyon ¢alismalarinda
kullanilacak en uygun herbisitin bialafos olduguna karar verilmistir. Bu durum daha
once belirtilen sonuglarla da (Dennehey ve dig., 1994) uyumludur.

Bu calismada musir bitkilerine aktarilmasi planlanan pGreenll 0229 ve pTF101.1
plazmitleri i¢in se¢ilimde kullanilacak olan isaret geni, herbisite direnglilik saglayan bar
genidir. Bu genin ifadesini gormek ve secilimi tam olarak gergeklestirebilmek icin aylar
alan bir siire¢ gerekmektedir. Oysa partikiil bombardimani ¢aligmalarinda optimizasyon
islemlerini gerceklestirebilmek i¢in kisa siirede fenotipik olarak bilgi veren isaret
genlerine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle GUS geni iceren pAHC25 plazmiti kullanilarak
kisa siire iginde gegici gen ifadesine bakilmistir. ADK 310 hattina GUS geni igeren
pAHC25 plazmiti ile yapilan partikiil bombardimani1 denemesinde, uygulamadan 10 giin
sonra kalluslarda GUS histokimyasal aktivitesi gozlenmistir. Bu deneme sonucunda
planladigimiz partikiil bomardimani kosullariin muisir bitkilerinde ise yaradigi
sonucuna varilarak asil aktarilmak istenen plazmitlerle denemelere baslanmistir.
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Partikiil bombardimaniyla gen aktariminin ilk denemelerinde pGreenll 0229 plazmiti ile
gerceklestirilen ¢alismada ADK 455 hattina ait kalluslarin tamami daha rejenerasyon
asamasina gelmeden tip II embriyonik olma &zelliklerini yitirdiklerinden higbir bitki
elde edilememistir. Tip II kallus olusturma yetenegi oldukca yiiksek olan ADK 310
musir hattindan 130 adet bitki elde edilmis, ancak bar geni primerleri ile yapilan PZR
kontrollerinde higbir bitki gene 6zgii pozitif bant vermemistir. Bu asamada daha 6nce
denenmis ve basarili olmus besi ortamlar1 ve inkiibasyon kosullar1 denendiginden
basarisizligin ii¢ faktorden kaynaklanabiliyor olacagi sonucuna varilmistir. Bunlardan
birincisi ADK 310 hattinin genotipik olarak gen aktarimina uygun olmama durumudur.
Literatiire de bakildiginda gen aktarimi yapilan c¢alismalarda genellikle belli hatlarin
tercih edildigi goriilmektedir (Du ve dig., 2010; Frame ve dig., 2002; Gordonkamm ve
dig., 1990; Sidorov ve dig., 2006; Vega ve dig., 2008; Wang ve Frame, 2009). Ancak
tilkemizdeki yerel musir gesitleri igin bu giine kadar yapilmis hi¢bir gen aktarim
calismasina rastlanamamistir. ikincisi pGreenll 0229 plazmitinin musir transformasyonu
icin uygun olmama durumudur. pGreenll 0229 plazmiti ile daha dnce yapilmig misir
transformasyon c¢alismalarina rastlanmamistir. Bu nedenle bu plazmitin misir partikiil
bombardimani1 ¢alismalarindaki basarisi bilinmemektedir. Partikiil bombardimani ile
yapilan sonraki denemelerinde pGreenll 0229 plazmiti yerine, daha 6nce misir gen
aktarim ¢alismalarinda calistigi bilinen (Frame ve dig., 2002; Frame ve dig., 2006;
Wang ve dig. , 2003) pTF101.1 plazmiti kullanilmistir . Yapilan denemeler sonucunda
ADK 737 hattindan 18 musir bitkisi elde edilebilmis ve bunlardan 12 tanesi 35S
promotor bolgesine ait primerlerle yapilan PZR analizi sonucunda pozitif bant vermistir.
ADK 451, ADK 599, ADK 694 hatlarina ait bitkiler rejenerasyona baslamis ancak PZR
kontollerini yapacak olgunluga gelmeden bu tez c¢alismasinin siiresi sona ermistir. Dort
aydan uzun bir siiredir bialafos herbisiti igeren besi ortamlarinda canliliklarini
stirdiirebildiklerinden, rejenerasyon sonucu elde edilecek bu bitkilerin de muhtemel
transformantlar oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan bu calismalardan elde edilen verilerle partikiil bombardimani denemelerinde
kullanilan iki plazmitten pTF101.1’in misir transformasyonu i¢in daha uygun oldugu,
kullanilan yerel ¢esitlerden ADK 737 hattinin gen aktarim ¢aligmalar i¢in en uygun hat
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica ADK 451, ADK 599 ve ADK 694 hatlarinin doku
kiiltiirli ve rejenerasyon asamalarinin daha ileri derecede optimizasyonu yapildiktan
sonra gen aktarimi ic¢in Umitvar olabilecegi goriilmiistir. ADK 310 hattinin doku
kiiltiiriine uygunlugu ve tip II kallus olusturma yeteneginin yiiksek olmasina ragmen,
transformasyon c¢alismalarinda istenen basar1 saglanamamistir. Bu nedenle bu hat i¢in
farkli plazmit vektorlerinin kullanilmasinin bagar1 saglayabilecegi sonucuna varilmistir.
Ciinkii gen aktarim caligsmalar i¢in en kritik asamalardan birisi tip II kallus olusturma
asamasidir ve ADK 310 hatt1 bu asamada oldukga iyi sonuglar vermektedir.
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Ozet olarak; bu calisma ile Tiirkiye’de iiretilen bazi musir hatlarinin doku kiiltiirii
kapasiteleri ile ilgili bilgi sahibi olunmus, partikill bombardimani yontemi ile
transformasyon i¢in gerekli parametreler optimize edilmis, kontrol denemelerinde gecici
gen ifadesi saglanmis, sonraki denemelerde de stabil transgenik bitki elde edilmistir.
Tirkiye’de misir bitkisine transformasyon yapilan literatiirde yayinlanmis baska bir
calisma bulunamadigindan bu proje bir ilk niteligindedir. Bu proje ile elde edilen
deneyimler daha sonra yapilacak daha kapsamli ¢alismalar i¢in temel olusturacaktir.
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1 Kb Plus DNA Ladder 1 Kb DNA Ladder
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Tez ¢aligmasi siiresinde kullanilan markir ladderler. Her iki markir ladder da invitrogen
markadir.
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