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OZET

crylAc VE cry2A GENLERINE SAHIP BOCEGE DAYANIKLI TUTUN
HATLARININ GELISTIRILMESI

DINC, Tolga
Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi

Tarimsal Genetik Mithendisligi Anabilim Dali

Danigsman : Yrd. Dog. Dr. Allah BAKHSH

Eyliil 2016, 57 sayfa

Tiirkiye, sark tiitiinii piyasasinda diinyada Onemli bir yere sahiptir. Tiitlin {iretimini
sinirlandiran en biiyiik sebeplerden biri de zararli boceklerdir. Bu tez ¢alismasinda, gen
piramit stratejesi kullanarak crylAc ve cry2A isimli iki adat bocek direnglilik saglayan
genlerin Agrobacterium tumefaciens araciligiyla, Basma ve Nail Tiirk tiitiin hatlarina
aktarilarak boceklere karst dayanikli tiitiin hatlar1 gelistirilmistir. Calismada, gen aktarim
amaciyla kullanilan pK2AC plazmidi, 35S promotoru, T-DNA bélgesinde ayrica npt-11 ve
GUS-INT genlerinide igermektedir. Elde edilen analizler sonucunda, Basma hattina ait 22
adet ve Nail hattina ait ise 3 adet bitkisinde hem GUS pozitif ekspresiyonu hemde genomik
PCR ile crylAc, cry2A ve npt-11 genlerinin bitki genomlarinda entegrasyonu teyit edilmistir.
ELISA testi de transgenik bitkilerin crylAc proteinini 0,017-0,607 pg/g konsantrasyonlari
arasinda sentezledigini gostermistir. Transgenik hatlarinda, yapilan biyoanaliz testleri
sonucunda elde edilen transgenik hatlarin patates giivesi (Phthorimea operculella) karsi
direngli oldugu goriilmiistiir. Hatlarin her ikisine ait bitkilerde T1 nesilde de kanamisin
iceren MS ortaminda antibiyotige karst direng gostererek yabanci genin basariyla bir
sonraki nesle aktarilabildigini gostermistir. Transgenin varligini siirderen transgenik tiitiin

hatlar1 bir tiitiin 1slah1 programi i¢in miikemmel gen kaynaklari olabilirler.

Anahtar kelimeler: Boceklere karsi direnglilik, sark tiitiinii, genetik transformasyon, transgenik hatlar, bitki
1slah programlari



SUMMARY

DEVELOPMENT OF INSECT RESISTANT TOBACCO LINES EXPRESSING crylAc
AND cry2A GENES

DINC, Tolga
Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor : Assistant Prof. Dr. Allah BAKHSH

September 2016, 57 pages

Turkey, has an important place in the world trade of oriental tobacco. One of the main
constraints in agricultural production of tobacco is huge damages incurred by insects. The
study aimed to transform two tobacco lines Basma and Nail to encode insect resistance
using pyramid gene transfer strategy. The plasmid pK2AC contained both genes under
control of 35S promoter; that also harbored GUS-INT with in T-DNA region for earlier
screening of putative transformants. Consequently, the genomic PCR results confirmed
integration of crylAc, cry2A and nptll genes in 22 plants from line Basma and 3 plants
from Nail. ELISA results showed variation in expression of crylAc protein among
transgenic plants varying from 0,017 ug/g of fresh tissue weight to 0,607. Bioassay results
with potato tuber moth (Phthorimea operculella) showed significant mortality of targeted
pest on primary transformants. Furthermore, T; transgenic progeny also confirmed
resistance on MS selection medium containing kanamycin. These transgenic lines can serve

as an excellent source of germplasm for an efficient tobacco breeding programme.

Keywords: Insect resistance, Oriental tobacco, genetic transformation, transgenic lines, plant breeding
programmes
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BOLUM I

GIRIS

Bitkiler, insanlar tarafindan ¢ok uzun zamandan beri besin olarak kullaniliyor olmasi
tarimsal Urlinlerin Onemini her gecen giin artirmaktadir. Bu baglamda tarimi yapilan
bitkilerin verimini her zaman artirilmasi hedeflenmistir. Bu giline kadar, hedeflenen gayeye
ulagmak igin, ¢evreye zararli olan bocek ilaclari, sentetik giibre ve yabanci ot ilaglar
kullanilmistir (Andrews vd., 1987). Gelismis tarim yontemleri Son 50 yilda ve modern
teknolojiler ile birlikte son derece gelismis islah siiregleri, tarimi1 yapilan bitkilerin verim ve

kalitesinde biiyiik bir artisa neden olmustur (Ozcan vd.,1993).

Tiittin (Nicotiana tabacum L.), keyif verici bitkiler sinifinda olan patlicangiller (Solanaceae)
familyasindan tek yillik bir bitkidir (Sekil 1.1). Tiitiin bitkisi, yapraklarinin islenmesi
sonucunda olusan tarimsal {irlin, en yaygin olarak sigara yapiminda kullanilmaktadir. Bahsi
gecen bu iiriin hem aromatik bitki hemde endiistriyel bitkiler sinifinda da yer almaktadir.
Adaptasyon kabiliyeti yiiksek olan ve ¢esitli cografyalara uyum saglayabilen tiitiin bitkisi,
kisa siirede yetismesi itibariyle en iyi tarimsal bitkilerden birisidir. Sigara olarak
tiiketilmesinin yaninda tiitiin, pestisit yapiminda ve tipta kullanilmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri, Cin, Kiiba, Hindistan, Tiirkiye ve diger ililkede 6nemli bir endistri bitkisidir

(Villegier vd., 2003).

Anavatam Orta Amerika olan tiitiin, Osmanli Imparatorluguna Ingiliz ve Italyan denizciler
tarafindan 1700’11 yillarin basinda getirilmistir. Tiitlin, imparatorlugun sinirlar i¢inde ilk
olarak 1687 yilinda, Makedonya’da yetistirilmistir. Daha sonra 6zenli ekim, dogru tarim
yontemleri ve uygun ekolojik kosullar1 sayesinde iiretim yaygin hale gelmistir. Tiirk tiitiini
yiiksek kalitesi ile diinya pazarlarinda iyi bir nam kazanmistir. Diinya capinda 2014 yili
itibariyle 120’den fazla iilke 4.2 milyon hektarlik genis bir alanda tiitiin tiretimi yapilmakta
ve Diinya’daki tiitiin iretiminin %80’ninden fazlasi Cin, Brezilya, Hindistan, Amerika
Birlesik Devletleri, Tiirkiye, Zimbabve ve Malavi’de gerceklesmektedir (FAO, 2016).
Tiirkiye 2014 yilinda diinyadaki 7 milyon ton tiitiin {iretiminin 153 bin tonluk kismim
tireterek diinya tilkeleri arasinda 11. sirada yer almaktadir (FAO, 2016). Diinya iizerinde
60’1n tizerinde tiitlin tiirleri vardir ve Nicotiana tabacum L. bunlarin igerisinde en fazla
yetistirilenidir. Ulkemizde de yetistirilen tiitiinler arasinda en fazla paya (%95) sahiptir.
Bahsi gecen bu tiiriin yaninda yetistiriciligi yapilan bir baska tiir Nicotiana rustica L.

(Hasankeyf tiitiinii) olup, bu tiir {ilkemizde genellikle Dogu Anadolu ve Giineydogu
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Anadolu Bolgelerinde yetistirilmektedir. Diinya piyasalarinda Nicotiana tabacum L. Tiirk
tiitiinii veya Sark (dogu) tipi tiitiin olarak da bilinmekte olup genellikle sigara iiretiminde
kullanilan tiitlin tiiriidiir. Nicotiana rustica ¢ogunlukla nargile, pipo, enfiye, ¢ignemelik ve
zehirli dart yapmak i¢in kullanilan, nikotin orani yiiksek tiitlin tiirleri arasindadir. Bu tiir

diisiik kaliteli Tiirk tiitiinii olarakta gegmektedir.

a b

Sekil 1.1. Omer Halisdemir Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi,
Tarimsal Genetik Mithendisligi boliimiin seralarinda yetistirilen (a) nail ve (b) basma tiitiin
hatlarina ait bitkilerinin goriiniimii

Tiirk (Sark/Oriental) titiinii Nicotiana tabacum L. tiiriinden olup igerigindeki etken madde
ve kalite yoniinden gostergesi olan nikotin miktar1 %1’e yakin olmakla birlikte tilkemizdeki
tim titlinler goz Oniine alindiginda bu oran %1-2 arasinda degismektedir. Sigara
tiretiminde i¢im yoniinden en hafif ve nikotin orani yiiksek olan tiitiinler ile harmanlamada
istenilen bir 6zellik tasimaktadir. Genel ger¢evede Sark tipi tiitiinler; protein yoniinden ve
azot icerigi acisindan az, nikotin orani diisiik, tad1 ve kokusu yogun olmayan 2 metreye
kadar boylanabilen, iilkemiz kosullarina adaptasyonu ¢ok iyi olan bir bitkidir. Ayrica
bunlarin tohumlarinda %34-45 arasinda nitelikli yag igeren, yaprak ayasi kiiciik ve kurumus

yapraklarin rengi sar1 olmaktadir (Er vd., 2011).

Tirk yada sark tiitiinii diger tarimsal bitkilerin yetistiriciligi i¢in uygun olmayan fakir
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topraklara uyum saglamaktadir. Tiirkiye cogunlukla kiiciik yaprakli sark tiitiin tiplerinin
yetistirilmesine uygun topraga, iklim kosullarina ve gelenege sahip olup, biiylik yaprakli
tiitlin tipleri ¢ok az miktarda yetistirilmektedir. Hasat edilen yapraklar ¢ogunlukla giines
1s1g¢inda kurutulur ve kendine 6zgii altin sar1 rengi kalite 6zellikleri agisindan diinya ¢apinda
cok tlnliidiir. Sark tiitiinii yliksek aromasi, kiiclik yapraklari, diisiik seker ve nikotin icerigi
ile taninmaktadir. Diinyanin en biiylik sigara iireticilerin ¢ogu {irettikleri sigaralarin

aromasini ve kalitesini zenginlestirmek i¢in Tiirk tiitiinii kullanmaktadirlar.

Tiirkiyede yetistirilen tiitiinler arasinda kalitesi en istiin ve diinya ¢apinda iine sahip
titiinlerimizden Basma, Evkaf, Samsun Canik ve Samsun Maden adlariyla bilinen
titiinlerimiz Samsun bolgesinde iretilip yetistirilmektedir. Ege Bolgesine gore
kiyaslandiginda cesitlerin homojen dagilmayip aksine farkli bolge yerlerinde yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu baglamda bolgede yetistirilen tiitiinlerin renk, koku, tat, boyut, sekil, dis

goriiniisi, icim Ozellikleri bakimindan farklilik gosterebilmektedir.

Tiirkiye tiitiinlerinin 6zellikleri bakimindan Karadeniz Bolgesi tiitiinleri konumuz geregi
segilen gesitlerin bu bolgede yetistirilmektedir. Karadeniz Bolgesi tiitiinleri olan ve diinyaca
taninmig Samsun, Bafra tiitiinleri bu bolgede yetistirilmektedir. Giimiishacikdy basmasi
hari¢ digerlerinin hepsi zenepli ve hafif yasmakl: tiitiinlerdir. Bu bolgedeki tiitiinler 5 grup
altinda toplanmis olup, Samsun tiitiinleri bu grup i¢inde en dnemlisidir. Samsun tiitiinleri,
kiigiik yaprakli, tatlar1 hos ve hafiftir. Higbir harmana liizum kalmadan yalniz basina igilen
yegane tiitlinlerimizdendir. Sigara randimanm yiiksek, nikotin orani ¢ok diistiktiir (%0.32-
1.60). Harmanlarda 1slah gayesiyle kullanilmaktadir. Diinya literatiirlerine Samsun tiitiinii
olarak ge¢cmistir. Dlinyanin nikotini en az tiitliniidiir. Tokca, tath, hafif kokulu ve yanmasi
iyidir. Samsun tiitiinliniin oymaklar1 arasina giren Samsun (Canik Oymagi) kii¢iik yaprakli,
ince dokulu, zenepli omuzsuzdur. Harmanlara koku vermek maksadiyla katilir ve Nail ¢esiti
bu oymak icinde yer almaktadir. Diger oymak ise Gilimiishacikdy Basmasidir ve
arastirmamizda kullanilan diger ¢esitimiz olan Basma bu oymakta bulunur. Zenepsiz
yagmakli, kalin dokulu, kii¢iik yaprakli tiitiinlerdir. Karadeniz tiitiinleri arasinda yegane
yagmakli tiitliindiir. Karamelemsi kokusu vardir. Harmanlara yavaslilik verir. Sigara

randimani orta, nikotin orani %1.00 - %1.40 arasindadir (Gegit vd., 2009).

Bocek zararlilari, tiim bitkisel liretimde oldugu gibi tiitlin iiretiminde de diinya ¢apinda
biiyiik bir tehdit ve iiretkenligi sinirlayan 6nemli faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Bakhsh vd., 2009a; Sohail vd., 2012). Yaklasik olarak 67.000 zararli canli tiirleri bitkilere

zarar vermektedir. Bunlarin iginde <9000 bocekler ve akarlar bulunmaktadir (Ross ve
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Lembi 1985). Bu zararl bocekler bitkilerin meyve, kok, govde ve yapraklarindaki hiicre 6z
suyunu emerek veya bitkileri keserek Olmelerine sebep olmaktadirlar. Gegmiste yapilan
caligmlarina gére bocekler ve hastaliklarin bitkilere verdigi zarar tiretimde %37 dir ve bu
zararlarda boceklerin payr %13 olarak bildirilmistir (Gatehouse vd., 1992) ve yeni
caligmalara gore %35-100 oraninda zarar verebildigi belirtilmistir (Gatehouse vd., 2011).
Bu oran iklim kosullarina ve bocek tiirlerine gore degisiklik gosterebilmektedir (Bakhsh vd.,
2015a).

Bol yaprakli ve etli yapiya sahip tiitiin bitkileri zararli boceklerin beslenmesi, yasamasi ve
iiremesi i¢in uygun kosullara sahiptir. Tiitiin bitkisine zarar veren yaygin bocek zararlilar
cesitli kurtlar, yaprak biti, yaprak cekirgeleri ve toprak nematodlar1 olup, bunlarin igerisinde
kurtlar en yaygin olanlaridir. En yaygin kurt zararlisi tiitiin ya da domates boynuzlu kurdu
(Manduca sexta)'dur. Tiitiindeki diger yaygin kurtlar ¢izgili yaprak kurdu, bozkurt ve bazen
gamma kelebegidir. Kurt zarar1 dogrudan mahsuliin verimini azaltir, dolaysiyla onlar

kontrol amaciyla gii¢lii 6nlemler alinmaktadir.

Kimyasal bocek oldiiriiciileri, glinlimiizde kullanilan en etkili ve en yaygin zararl kontrol
stratejisi olarak bilinmektedir. Ancak, insektisitlerin yaygin ve sinirsiz kullanimi sonucunda
boceklerde bu ilaglara karsi direng gelistirilmis olup, istelik hedef olmayan yararl
boceklere ve dogal cevreye de zararli etkiler yapmaktadirlar. Bu nedenle, sentetik ilaglara
kars1 alternatif olarak boceklere direngli transgenik bitkiler gelistirilmektedir (Bakhsh vd.,
2009Db; Sohail vd., 2012).

Bitki biyoteknolojisinde en onemli ilerlemelerden birisi, bocek zararlilarina karsi direncli
bitkilerin gelistirilmesidir (Dhaliwal vd., 1998). Molekiiler genetik yontemlerin kullanilmasi
ile boceklere dayanikli transgenik bitkiler elde edilmis ve uygulama yoniinden birgok farkl
yontemler gelistirilmistir. Gliniimiizde kullanilan yontemlerin en bilineni B. thuringiensis
bakterisinin bocekler i¢in 6liimle sonuglanmasina neden olan geninin bitkilere aktarilmasi
ile olmaktadir. Bunu bir bagka bakteri olan ve bitkilerin dogal genetik miihendisi olarak
tanimlanan Agrobacterium tumefaciens bakterisi araciligiyla gergeklestirmesidir (Ozcan,
2009; Ince vd., 2013). Bu bakimdan bdcek zararlilarma kars1 miicadele edebilecek, bocek

direngli tiitiin ¢esidi gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Daha onceki ¢aligmalarda bitkilere boceklere dayanikli bir gen aktarilmigtir. Ancak bocekler
aktarilan gene karsi direnglilik kazandiklari i¢in transformasyon caligsmalari uzun siireli

dayaniklilik saglamamuistir. Bu tez konusunun amaci da oOncelikle gen piramitleme
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teknolojisi kullanarak crylAc ve cry2a genlerini tasiyan genis spektrumlu boceklere
dayanikli genleri tagiyan transgenik tiitiin bitkisi elde edilmesidir. Calismada birden fazla
gen kullanilarak boceklerin direng kazanmasini engelleyerek tiitiin bitkisinin boceklere karst

dayanikli hale getirilmesi hedeflenmistir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1 Agrobacterium Tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarim

Giintimiizde, bitkilere gen transferinde en yaygin olarak kullanilan ara¢ Agrobacterium
tumefaciens bakterisidir. Agrobacterium tumefaciens baklagillerde azot fiksasyonu yapan
Rhizobiaceae familyasina ait bir Alpha proebacterium'dur. Toprakta dogal olarak yasayan
cubuk seklinde, spor olusturmayan gram-negatif bir bakteridir. A. tumefaciens ozellikle iki
cenekli bitkilerin kdk bogazinda olusan yaralardan enfekte ederek ta¢ uru hastaligina
(timo6r) neden olan bir bakteri tiiriidiir (Sekil 2.1.). Yapilan g¢alismalarda bu tiimorli
hiicrelerin, yiiksek oranlarda oksin ve sitokininleri {iirettigi, bundan dolayr da hormon
dengesi bozulan hiicrelerin tiimore doniistiigii belirlenmistir. Bu tiimdrlerin normal bitki
hiicrelerinden farkli, amino asit ve opin’ler olarak bilinen seker tiirevlerini sentezleyerek
bakterinin bu iriinleri karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullandig1 tespit edilmistir

(Hooykaas ve Schilperoort 1992; Ozcan ve Ozgen 1996; Ozcan vd., 2004).

a b

Sekil 2.1. Farkli bitki tiirlerinde (a, b) agrobacterium tumefaciens tarafindan olusturulan
tiimorler (Ozcan vd., 2004 ve www.amerinursery.com/plants/plant-galls-myths
misconceptions web sayfasindan alinmustir, erisim 23.09.2016).

Timoér olusumuna yapilan galismalarin neticesinde, Agrobacterium’dan bitki hiicrelerine
gecen ve bitki DNA’siyla birlesen bazi genlerin neden oldugu tespit edilmistir. A.
tumefaciens’in  kromozomal DNA’st yaninda Ti (tumour-inducing) plazmidi olarak

adlandirilan kiigiik bir plazmid DNA’y1 da igermektedir. Bu plazmid bakterinin bitkiyi
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enfekte ettigi sirada T-DNA (transfer-DNA) bolgesi olarak adlandirilan bir DNA pargasinin
bakteriden bitki hiicresine gectigi (Sekil 2.2.) ve bitki kromozomlariyla birlestigini
belirlemislerdir (Watson vd., 1975; Chilton vd., 1977 Chilton vd., 1980). Bitki hiicresini
enfekte ettikten sonra T-DNA boélgesinde bulunan oksin ve stokinin genleri ile opin
genlerinin (Sekil 2.3.) harekete ge¢mesiyle hiicrede asir1 bir hormon tiretimi yapilarak bitki
hiicresi hizli ve kontrolsiiz bolinmeyle timor olusmaktadir. Tiimorlii hiicrelerin enerji
kaynagi i¢in ise opin genleri aktif hale gegerek seker iiretimi yapmaktadir (Nester vd., 1984;
Ozcan vd., 2004).

Bitki hiicresi

Kromozom

Agrobacterium

T-DNA
Kromozom

T-DNA
transferi

-
«

Vir

A Ti
bolges! Plazmidi

Fenolikler

Sekil 2.2. Agrobacterium hiicresinde bulunan Ti plazmidi ve bitki hiicrelerine T-DNA
aktarimi (Ozcan vd., 2004’den alinmistir, erisim 23.09.2016)

Agrobacterium tumefaciens bakterisinin bitki hiicrelerine gen aktarimi yapabilmesi i¢in ii¢
temel bolge gereklidir (Sekil 2.3). Bunlar, T-DNA bdlgesi, virillens (vir) bolgede ve
kromozomda bulunan genlerdir. Bakterinin Ti plazmidi tizerinde bulunan T-DNA bolgesi
sag (RB/right border) ve soldan (LB/left border) 24 baz gifti (bg) uzunlugunda belirli baz
dizinleri ile smirlandirlmistir (Yadav vd., 1982; Ozcan vd., 2004). Ti plazmid den bitki
kromozomuna aktarilan DNA bolgesi bu sinirlar igerisinde kalan kisim olup, aktarim icin
sag sinir mutlak gereklidir. T-DNA bolgesinde 2 adet oksin ve 1 adet sitokinin sentezini
saglayan genler ile opin sentezine kodlayan genler bulunmaktadir (Sekil 2.3). Bu DNA
parcalar1 bakteri hiicresinde aktif degilken, bitki kromozomlarina aktarildigi zaman aktif
hale ge¢mesinin nedeni, bu genlerin promotor (baslama noktasi) bdlgelerinin bitki

genlerinin promotor bolgeleriyle benzerlik gostermesidir.
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Sekil 2.3. Agrobactgrium’dan bitki hiicrelerine T-DNA aktariminda gerekli olan bolgeler
(Ozcan vd., 2004’den alinmustir, erisim 23.09.2016).

T-DNA transferinde gerekli olan ikinci bolge ise viriilens genlerin oldugu bélgedir. Bu
bolgede 8 adet gen bolgesi (VirA, B, C, D, E, G, F, H) bulunmaktadir (Sekil 2.3). Bu genler
yaralanan bitki hiicrelerinden gelen fenolik bilesikleri algilayip tiretmis olduklart enzim
sayesinde T-DNA bolgesini smirlardan keserek, bitki hiicresine hareketini ve bitki
kromozomal genleriyle birlestirilmesinde etkili olmaktadirlar. Bitki hiicresine T-DNA
bolgesi birden fazlada aktarilabilmektedir (Tora vd., 1989; Zambryski, 1992; Ozcan vd.,
2004).

Ugiincii bolge ise Agrobacterium bakterisinin kromozomunda bulunan 4 adet gen
bolgesidir (chvA, chvB, pscA ve attR) (Sekil 2.3). Bitki kromozomu tizerinde bulunan bu
genler bakterinin bitki hiicrelerine tutunmasi, yaralanmis bitki dokularinda bakterinin
cogalmasimi ve Ti plazmidi tizerinde bulunan vir genlerinin diizenlenmesinde rol

oynamaktadir (Douglas vd., 1985; Kado, 1991).

T-DNA transferinin aktivasyonunda etkili olan ilk protein olan VirA, bakteri hiicresinde
daima aktiftir. Yaralanmig bitki hiicrelerinden salgilanan asetosringon (AS) gibi fenolik
bilesiklerin bakteri hiicresine girmesiyle VirA proteini uyarilir bu sirada VirG proteini de
uyarilarak biitiin vir proteinlerinin aktif hale getirilmesi saglanmaktadir. Aktif hale gelen vir
genlerinin iretmis oldugu enzimler de T-DNA Kesilerek tek iplik DNA olarak bitki
hiicresine aktarilir ve bitki kromozomuyla birlesmektedir (Sekil 2.4) (Stachel ve Zambryski,
1986; Gelvin, 2000; Ozcan vd., 2004).



Modern teknolojinin gelismesiyle birlikte Agrobacterium hatlarinda bulunan Ti plazmidin
tizerindeki T-DNA bolgesinin tiimor olusumuna neden olan sag ve sol sinir bolgeleri
arasindaki genler kesici enzimler yardimiyla ¢ikartilarak yerlerine herhangi bir canlidan
(bitki, hayvan, mikroorganizma gibi) almip izole edilmistir. izole edilen tarimsal a¢idan
onemli genler aktarildiginda in vitro sartlarda gelisen hiicre ve dokular bu A. tumefaciens
bakterisiyle enfekte edilmektedir. Boylece istenilen 6zelliklere sahip bir veya birden fazla
genler bitki hiicrelerine aktarilarak in vitro doku kiiltiirii yontemleriyle bazi ozellikler

kazandirilmis transgenik bitkiler elde edilmistir (Ozcan vd., 2004).
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Sekil 2.4. Yaralanmis bitki hiicreleri tarafindan salgilanan fenolik bilesiklerin vir genlerini
uyarmast ve bitki kromozomuna T-DNA nin aktarimi (Ozcan vd., 2004’ den alimustir
erigsim 23.09.2016).

10



2.2 Boceklere Dayanikh Transgenik Bitkilerin Gelistirilmesi

Molekiiler biyoloji 6nemli ¢alisma alanlarindan biri de, zararlilarla miicadeledir. Y 6ntemin
baslica prensibi, bocekler icin toksik etkisi bulunan proteinlerin iiretilmesinden sorumlu
genlerin bitki hiicresine aktarilarak genetigi degistirilmis bitkilerin gelistirilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu amagla dogadan veya yapay yolla iiretilen genlerin en ¢ok ve en yaygin
Bacillus thuringiensis (Bt) 6-endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu olan kristalize
(cry) genleri olmasidir (Oktem 2004).

2.2.1 Bacillus thuringiensis 6-endotoksin genleri

Bacillus thuringiensis (Bt) spor olusturan, aerobik, gram pozitif ve 20 tiirden fazla bakteri
tirti igeren genel biyolojik 6zellikleri birbirine benzer Bacillus cinsidir (Lal ve Lal, 1993).
Ilk olarak 1901 yilinda baygmlik hastalifmin rastlandigi ipekbdcegi (Bombyx mori)
larvalarinda, Japonya’da kesfedilerek Bacillus sotto olarak isimlendirilmistir (Ishiwata
1901). Sonrasinda 1911 yilinda bir un giivesi (Ephetia kuhniella) popiilasyonu igerisinde,
Almanya’nin Thuringia kentinde yeniden kesfedilerek ismini oraya izafen almis olup
insektisit etkiside bu yilda belirlenmistir (Berliner, 1911). Bu bakteriler sporiilasyon
esnasinda insektisidal etki gosteren sinirli konukgu profiline sahip, delta-endotoksin, Cry
toksin veya insektisidal Cry proteinleri (ICP) olarak adlandirilan bazi kristalize yapilar
olusturmaktadir. ilk defa Fransa’da 1938 yilinda genis miktarlarda iiretilen Bt’nin, O.
nubilalis (misir kurdu) hasarin1 6nlemek amaciyla musir tarlalarinda spreyi kullanilmistir

(Aronson vd., 1986).

Cry proteini iretebilen ilk Bt geni, 1981 yilinda klonlandiktan sonra Agrobacterium
tumafaciens bakterisinin gen aktarim igin Ozellesmis T-DNA’s1 araciligiyla (Sekil 2.5)
bakteriye aktarilmistir. Sonrasinda Bt genini tasiyan ilk transgenik bitkiler 1987 yilinda
Belgika’daki bir biyoteknoloji sirketi tarafindan, tiitin ve domatese aktarilmasiyla elde
edilmistir (Schnepf ve Whiteley 1981; Ecevit ve Tuncer, 1991; Lal ve Lal, 1993). ilk Bt

geni tagtyan transgenik tUriinler 1995 yilinda piyasaya ¢ikarilmistir.

Bacillus thuringiensis (Bt), bocek direng genlerinin belki de en 6nemli kaynagidir. B.
thuringiensis’den elde edilen genler lepidopteralar (Hofte ve Whitely 1989; Cohen vd.,
2000), koleopteralar ve dipteralar gibi farkli boceklerin larvalari igin zehirli olan kristal

proteinleri kodlamaktadirlar (Krieg, vd., 1983; Herrnstadt vd., 1986).
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Sekil 2.5. Agrobacterium tumefaciens araciligiyla bitkilerde boceklere dayaniklilig
saglayan cry genlerinin bacillus thrungiensis bakterisinden bitki hiicresine aktarilmasi
(Ozcan, 2009 erisim 23.09.2016) .

B. thuringiensis 'in degisik 6zelliklere sahip olan 200°den fazla Cry proteini bulunmaktadir.
Bunlar boceklerde etkili olma durumlarina gore dort gruba ayrilmistir. Bunlardan Cyr-I
toksinleri Lepidoptera larvalarina 6zgii olanlara etki gosterirken, Cry-Il toksini hem
Lepidoptera hem de Diptera larvalari, Cry-III toksini Coleoptera larvalarina 6zgii olanlara
ve Cry-IV toksinide Diptera larvalarina kars1 etki gdstermektedirler (Oktem, 2004; Bravo
vd., 2007). Bu genlerin diger gruplandirilmis olanlart Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Kristalize (Cry) toksin genleri ve etkiledigi bocek tiirleri (Bakhsh vd., 2015)

Cry geni | Hedef bocek tiirleri Bocek sinifi
crylA(@@) Ipek bocegi, tiitiin boynuzlu kurdu, Avrupa msir kurdu Lepidoptera

crylA(b) Tiitiin boynuzlu kurdu, pamuk kurdu, lahana solucani, sivrisinek Lepidoptera ve Diptera
crylA(c) Tiitiin tomurcuk kurdu, lahana piresi, pamuk kurdu Lepidoptera

crylA(e) Tiitiin tomurcuk kurdu Lepidoptera

crylB lahana solucani Lepidoptera

crylC Pamuk yaprak kurdu, sivrisinek Lepidoptera ve Diptera
crylC(b) Pancar ordu solucani Lepidoptera

crylD Pancar ordu solucani, Tiitiin boynuzlu kurdu Lepidoptera

crylE Pamuk yaprak kurdu Lepidoptera

crylF Avrupa musir kurdu, pancar ordu solucani Lepidoptera

crylG Biiyiik mum kurdu Lepidoptera

cryllA Cingene giivesi, sivrisinek, pamuk kurdu Lepidoptera

cryllB Cingene giivesi, lahana piresi, tiitiin boynuzlu kurdu Lepidoptera

cryllC Tiitiin boynuzlu kurdu, ¢ingene giivesi Lepidoptera

crylllA Patates bocegi Coleoptera

crylllA(a) Patates bocegi Coleoptera

crylllB Patates bocegi Coleoptera

crylliC Benekli salatalik bocegi Coleoptera

crylVA Sivrisinek (Aedes ve Culex) Diptera

crylvVB Sivrisinek (Aedes) Diptera

crylvC Sivrisinek (Culex) Diptera

crylVD Sivrisinek (Aedes ve Culex) Diptera

cryV Avrupa musir kurdu, benekli salatalik bocegi Lepidoptera ve Coleoptera

B. thuringiensis d-endotoksin genlerinin etki sekli 3 farkli bolgeden meydana gelmektedir
(Sekil 2.6). 1. bolge, bocekgin bagirsagna yapisma ve hiicreleri pargalamaya neden
olmaktadir. II. ve Ill. bolgeler ise bocegin bagirsagindaki epitel hiicrelerinin reseptorlerini
tanimasi ve baglanma 6zelligi tasimasidir (De Maagd vd., 1999). Bu, Bt Cry proteinlerinin
etki mekanizmasi, bocegin orta bagirsagindaki kristalin ¢dziilmesine neden olmasi
seklindedir. Bu proteinler larva tarafindan yenildiginde, zehirli proteinler orta bagirsak
bolgesinde spesifik reseptorlere baglanmakta ve duyarli boceklerin orta bagirsak epitel
dokusunu pargalamaktadir. Bdylece genel zehirlenme etkisine neden olur ve sonunda
larvalar 6lmektedir (Kranthi vd., 2005). Bu zehirlenmenin aktif kismi, bcegin orta bagirsak
floras1 ve Cry proteinlerinin istenilen uygun reseptorii barindiran zara baglanmasi ile
olusmaktadir (Sekil 2.7). Giiniimiizde, sirasiyla crylAb, crylAc ve cryllIA genlerini

barindiran pamuk, misir ve patates bitkileri gelistirilmis. Gliniimiizde ticari olarak crylAb,
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crylAc, crylFa, cryllIBb, cry34Ab, cry35Ab genlerini bulunduran misir, crylAc ve cryllAb
genlerini bulunduran pamuk ile crylllAa genlerine sahip patates ticari gesitleri piyasada

bulunmaktadir.

. BOLGE
™ 111. BOLGE

1. BOLGE

Sekil 2.6. (Bt) Bacillus thuringiensis 6-endotoksin (cry) genlerinin ii¢ boyutlu yapisi (De
Maagd vd., 1999)
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Sekil 2.7. Cry proteinlerinin etki mekanizmasi. (a) Cry proteinleri bocek tarafindan alinarak
bagirsak sivisinda ¢6ziiniir, (b) mor ile gosterilen C-terminal ve sari ile gosterilen N-
terminal bolgenin bir kism1 bagirsak proteazlari tarafindan kesilir, (c) aktif toksin epitel
hiicreleri lizerinde bulunan reseptorlere baglanir, (d) 1. bélgenin yapisinda bulunan 2 heliks
sa¢ tokasi epitel hiicrelerine yerlesir, (e) toksin hiicre zarinda delikler olusturur ancak delik
olusumunun mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir (De Maagd vd., 2001)

Giiniimiizde ve gegmiste bircok bitkiye ve tiitlinde Bt geni aktarilarak boceklerle miicadele
konusunda c¢alismalar yapilmistir. Bunlardan bir kismi asagida kaynak Ozetlerinde

verilmistir.

Barton vd. (1987), B. thuringiensis bakterisinden izole edilen & endotoksin genini tiitiin
bitkisine aktarmiglardir. 100°den fazla transformat bitki denemesinden yaklasik olarak %
25’inde transformasyon goriilmiis ve bununla beslenen M. sexta larvalarinin tamaminin 4
giin icinde 6ldiigli gozlenmistir. Daha dayanikli bitkilerde denemenin ilk birka¢ saatinde

larva beslenmesinin ¢ok az oldugu gosterilmistir.

De Maagd vd. (1996), crylAb, crylC genlerinin hibrit ve hibrit olmayan arasindaki etkiyi
yoniinden arastirma yapmiglardir. Bu baglamda Spodoptera exiqua (pancar kurdu)
zararlisina kars1 etkisi belirlenmis. Yapilan ¢alisma sonuglarina gore yapay genlerin etkisi
dogal genlere (crylAb ve crylC) oranla yiiksek ve 6lim orani istenilen diizeyin iistiinde

cikmustir.

Stewart vd. (1996), kanolada yaptiklar1 ¢calismalarinda, crylAc genine dayanikli gesitler elde
etmigler. Gen aktarim yontemi olarak A. tumefaciens araciligiyla yapilimis. Plutella

xylostella ve Trichoplusiani zararlilarina kars1 yapilan ¢alismada, toplamda 57 adet bitki
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materyali kullanmilip 23 adet trasgenik adayr bitkide Southern analizi sonucunda
belirlenmistir.  Protein  konsantirasyonu seviyesini % 0-0.4 arasinda oldugunu

belirlemislerdir.

Christov vd. (1999), tiitiinde yaptiklar1 ¢alismalarinda, yabani tip genler ve sentetik
genlerden olusan crylC (Agrobakterium tumefaciens LBA4404 bakterisi hatti kullanilmais)
genleri ile rbcS promotorii kullanilarak genetigi degistirilmis bitkiler elde edilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda Spodoptera litura’ya direncli bitkiler belirlemislerdir. Yabani tip
gene gore sentetik genlerin (crylC) etkili daha ¢ok oldugu belirlenmistir. Daha sonrasinda
bitkilerden 23 tanesinde 3 giin sonrasinda % 80-100 arasinda zehirlenme belirtisi gosterip
oliim meydana gelmistir. Protein konsantrasyonu en yiiksek RSC23 bitkisinde % 0.01 olarak

bulunmustur.

Wang ve Guo’e (1999) gore crylA (b&c) ve GNA genlerini tasiyan pGW4BAI vektorii
barindiran Agrobakterium tumefaciens (LBA4404) hatti ile yapmis oldugu ¢alismasinda,
tiitlin bitkisine gen aktarimi yapilarak transgenik tiitiin bitkisi elde edilmistir. Calismada
kanamisine direngli 28 bitki belirlenmis ve PCR, Southern blot analiz yontemleriyle
kesinlestirmis olup cotton bollworm (Pamuk kilifi kurdu) (H. armigera) karsi yaprak diski

analizlerinde tiitiin bitkilerinin, ¢ok iyi aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

Cao vd. (2005), lahana (Brassica oleracea)’da Plutella xylostella’ya kars1 crylAc (npt- 1l ile
birlikte) ve crylC genlerini kullanarak hedef bocege dayanikli bitkiler elde etmeye
calismislardir. 30 adet kanamisin antibiyotigine dayanikli, 28 adette higromisin
antibiyotigine dayanikli bitki elde etmislerdir. Bu bitkilerin bir kism1 yiiksek (%0.1°in
tizerinde) diizeyde toksin iiretmistir ve P. Xylostella’ya kars1 yiiksek oranda dayaniklilik
saglanmistir. Elde edilen biitiin bitkilerde duyarli larvalara karsi1 %100 dayaniklilik elde

etmislerdir.

Chen vd. (2005), cry2A genini ¢eltige Agrobacterium araciligiyla aktarmiglardir. Yapilan
PCR analizinde 102 adet tek bitkiden 71 tanesinin cry2A genini icerdigini belirlemisler.
Transgenik bitkilerde cry2A protein miktar1 9.65 — 12.11 pg/g arasinda degisim gostermistir.
Transgenik bitkilerin Lepidoptera takimina ait c¢eltik zararlilarina karsi 6nemli Olgiide

koruma sagladigin1 gdzlemislerdir.

Sanyal vd. (2005), nohutta yaptiklart ¢aligmasinda CrylAc geninin kullanarak A.

tumefaciens ile boceklere dayanikli transgenik bitkiler elde etmeye c¢alismislardir.
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Transformasyon frekansini %1.12 olarak belirlemisler. TO ve T1 bitkilerinde crylAc protein
miktart 14.5-23.5 27 ng/mg olarak belirlemisler. 10 ng/mg’dan daha yiiksek ekspresyon

seviyelerinde Helicoverpa armigera’ya karsi yiliksek oranlarda koruma saglamislardir.

Zaidi vd. (2005), yaptiklar1 ¢alismalarinda Tiitiinde ST-LS1 (sap ve yaprak spesifik)
promotorunun cry2Aa?2 geninin degisik dokulardaki ekspresyon seviyesi ile Heliothis
virescens larvalarina karsi etkisini arastirmiglardir. Toplamda 30 adet kanamisine dayanikli
bitki elde etmisler bunun 27 tanesinin PCR sonuglar1 pozitif bulunmustur. Bioassay
sonuclarinda ise yaprakla beslenen larvalarda oliim orani % 100, sapla beslenenlerde
sirastyla %41, 44, 35 ve 22, kokte ise %1-5 0lmiistiir. Yesil dokularda belirlenen bu degisik
protein oranlarinin bitkiye zarar veren boceklerin devamli toksine mahzur kalma durumunda

kazanacaklar1 dayanikliliga kars1 engel olusturabilecegini bildirmislerdir.

Bakhsh’a (2010) gore A. tumefaciens araciligiyla NIAB-846 ¢esidinin olgun embriyolarinin
stirglin ucu meristemlerine CrylAc genini aktarmistir. Transformasyon i¢in Rbcs promotor
ve crylAc genini igeren pRb-Ac ve 35S promotér ve crylAc genini igeren pk2Ac
plazmidlerini tagtyan LBA4404 bakteri hatti kullanilmis. Siirgiin ucu meristemleri ko-
kiiltivasyon ortamimna alindiktan sonra silirglin olusturma ve koklendirme ortamlarina
alinmigtir. Daha sonra topraga alman aday transgenik bitkiler GUS, PCR, ELISA ve
Southern Blot analizleri ile transgenik bitkiler dogrulanmistir. Sonuglar crylAc geninin

bitkilerin genomuna entegre oldugunu gostermistir.

Chuan vd. (2012), Agrotis ypsilon bocegine kars tiitiin bitkisinin genetik transformasyon
yontemiyle direncli hale getirilmesi ¢alismasi yapilmis. Once cry2Ab4 geni ve Vip3Aall
geninin, Bacillus thuringiensis'den klonlanmistir. Sonrasinda iki bitki ifade vektorleri
pCS2Ab ve pCSvip3A igerisine cry2Ab4 ve Vip3Aall genlerini aktarimi yapilarak
Agrobakterium tumefaciens araciligiyla tiitin (Nicotiana tabacum L.) icine transfer
edilmistir. Olusturulan transgenik bitkiler 32 ile 35 arasinda pozitif aktivite gosterdigi
belirlenmis ve sonuglar PCR, RT-PCR ve Western blot analiz yontemleriyle dogrulamaislar.
Calisma sonucunda Agrotis ypsilon larvalarina karsi direnglilik %82 oraninda oldiiriicii etki
yaptig1 tarla ve yaprak analizlerinde gozlemlemislerdir. Ayrica Vip3Aall geninin cry2Ab4

genine gore daha etkin oldugunu belirlemislerdir.

Sohail vd. (2012), boceklere dayanikli tiitiin bitkisi elde etmek igin yapilan ¢alismada,
crylAc ve cry2Ab iki tanesinin ayni zamanda aktarilmasi yapilmak igin tiitiin bitkisinde

denemeler yapilmis olup bitki ekspiresyon vektorii kullanilarak tiitlin bitkisine aktarilmistir.
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Bu bitkilerden 58 tanesinde gen aktariminda basari saglanmis olup PCR yontemiyle de
genlerin aktarimi dogrulanmis. Toplam RNA izole edilip ¢ogaltilmistir. Daha sonrasinda
yapraklar tizerine Helicoverpa armigera ve Spodoptera exigua larvalari konularak 24 saat
sonra S. exigua larvasinda %12 H. armigera larvasinda ise %62 oranin direnglilik

gostermislerdir.

Yiiceer’e (2012) gore crylAc genin tasiyan EHA101 Pcambia 1301 A. tumefaciens hatti ile
yapmis oldugu calismasinda, Marfona ve Granola patates ¢esitlerinin yaprak ve bogum arasi
eksplantlarin1 kullanarak transgenik patates bitkileri elde etmistir. Transgenik bitkiler PCR
ile dogrulanmis olup, yapilan bdcek biyotestlerinde transgenik bitkiler {izerinde beslenen

patates bocegi larvalarinda % 80-85 oraninda 6liim olusturdugunu belirtmistir.

Negawo vd. (2013), B. thuringiensis ‘ den izole edilen crylAc geni bezelyeye gen aktarim
calismasi yapilmig olup bitkinin bir sonraki jenerasyonunda (T1) analiz edilmis ve PCR,
Southern blot, RT-PCR ve protein analiziyle tespit edilmistir. tobacco budworm tiitiin
kurduna kars1 yapilan yaprak denemelerinde %85 oraninda transgenik bezelye bitkisinin

diren¢ gosterdigi belirlenmistir.
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BOLUM III

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Calismada Basma ve Nail tiitiin hatlar1 bitki materyali olarak kullanilmistir. Deneme
materyali olarak kullanilan hatlar Samsun il tarim midiirliigiinden temin edilmistir. Basma
ve Nail hatlar1 yiiksek verime sahiptirler ve tiitin iiretim bdlgelerinde ticari olarak

yetistirilmektedirler; ancak her ikisi bocek saldirilarina karsi hassastirlardir.

3.1.2 Bakteri materyali

Bakteri materyali olarak pK2AC plazmidini tasiyan Agrobacterium tumefaciens’in
LBA4404 hatt1 kullanilmistir. pK2AC plazmidi, iki bocek oldiirticii gen crylAc ve cry2a ile
GUS-INT genini icermektedir. Bocek oldiriicii genlerin ikisi de iki kat artirilmis 35S
promotor ve nos terminator tarafindan yonetilmektedir (Bakhsh vd. 2009b; Sekil 3.1).
Ayrica plazmid de bitki besin ortaminda se¢ilmesi amaciyla kanamisine dayaniklilig
saglayan neomisin fosfotransferaz Il (npt-11) ) geni ve bitkide soliisyon yardimiyla mavi
renk olusturan GUS (B-glukuronidaz) genide bulunmaktadir. Agrobacterium’da ifadesini

engellemek i¢in GUS geninin kodlama bolgesine bitkisel bir intron yerlestirilmistir.

Sygl  Hindll Hindil Pel  Asd
nos

35

erylAe

Promoter |
romoter Terminator

Sekil 3.1. pK2AC plazmidinin T-DNA bolgesi igindeki 35ScaMV altinda crylAc ve cry2A
gosteren bolgelerin sematik goriintiileri. Ayrica bitki se¢mek i¢in kanamisin geni olan nptl|
kullanilmistir
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3.2 Metot

3.2.1 Besin ortam ve doku Kkiiltiirii kosullar:

Calismalarda %3 sakkaroz igeren ve %0,7’lik agar ile katilastirilan MS mineral tuz ve
vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962; Cizelge 3,1) temel besin ortami olarak
kullanilmistir. Ortamlarin hazirliginda distile su kullanilmis, duruma gore besin ortamlarina
farkli konsantrasyonlar da bitki biiylime diizenleyicileri (BAP, NAA) ilave edilmistir. Besin
ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’e ayarlandiktan sonra, 1.2
atmosfer basing altinda ve 121 ‘C’de 20 dk otoklavda tutularak steril edilmistir. Tiim
kiiltiirler beyaz floresan 151k altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyot
uygulanip 24 + 2 'C’de tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu ve tiim doku kiltiirii islemleri
steril kabin i¢inde yiiriitiilmiistiir. Kaplarin, metal ekipman (bistiiri, pens ve makas), cam
petri, saf su ve ortamin sterilizasyonunda 1.2 atmosfer, 121°C ve 20 dakikaya ayarl otoklav

kullanilmustir.

Cizelge 3.1. MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve miktarlari1 (Murashige ve Skoog

1962)
Besin Maddeleri Miktar1 (mg/1)

Makro besin elementleri  NH4NO3 1650,00
KNO3 1900,00
CaCl2.2H20 440,00
MgS04.7H20 370,00
KH2PO4 170,00

Mikro besin elementleri  KI 0,83
H3BO3 6,20
MnSQO,.4H,0 22,30
ZnS0,4.7 H,O 8,60
Na2Mo04.2 H,O 0,25
CuS04.5 H,0 0,025
CoCl2.6 H,0 0,025
FeS0O4.7 H,0 27,80
Na2EDTA.2 H,0 37,30

Vitaminler Inositol 100,00

Nicotinik Asit 0,50
Pyridoksin-HCI 0,50
Thiamin-HCI 0,10
Glisin 2,00
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3.2.2 Tohum yiizey sterilizasyonu

Her iki tiitiin hattina ait tohumlar % 2 Tween 20 iceren % 30 camasir suyu (%5 sodyum
hipoklorit igeren ¢ozeltisi) ile 10-15 dk ¢alkalanarak yiizey sterilizasyonlar1 yapilmistir.
Sterilize edilmis tohumlar, steril saf su ile 5-7 defa durulanmustir. Tohumlar kurutulmus,
ardindan katilagtirnllmig 2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu tohumlarin ¢imlenmesi

sonucu olusan bitkilerin yapraklari gen transferinde eksplant olarak kullanilmaistir.

3.2.3 Agrobacterium Kkiiltiirlerinin biiyiitiilmesi

Calismada kullanilan A. tumefaciens LBA4404 hatlar1 -80°C’de muhafaza edilen gliserol
stoklardan alinarak 10 ml’lik steril tiiplerde, sivi LB (Lysogeny broth) besin ortaminda,
28°C’de, calkalamali inkiibatorde 200 rpm’de bir gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Biiyiiyen
bakteri kiiltiirleri 6rnekler alinarak petri kaplari icerisinde segici antibiyotikleri iceren kati
LB besin ortamina yayilarak, petri kaplar ters ¢evrilmek suretiyle 2 giin siireyle 28°C’de
gelismeye birakilmistir. Kat1 besin ortamlarinda gelisen bakteri kiiltiirleri 2 ay boyunca
+4°C’de muhafaza altina alinarak, ihtiya¢ durumunda kullanilmigtir. Tiitline gen
aktariminda kullanilmak tizere kat1 besin ortaminda gelisen bakteriler, igerisinde segici
antibiyotik olarak 20 pl rifampisin ve 10 pl kanamisin igeren 10 ml’lik sivi LB besin
ortaminda, 50 ml’lik steril tiiplerde, 28 °C’de ve 200 rpm devirde ¢alkalamali inkiibat6rde
bir gece boyunca tekrar biiyiitiilerek, gen aktariminda kullanilmistir (Sekil 3.2). Segici
antibiyotikler steril stok sollisyonlardan alinip kullamildiktan sonra -20°C’de muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.2. Agrobacterium tumefaciens ’in LBA4404, pK2AC plazmidinin T-DNA bolgesi
igindeki 35ScaMV altinda crylAc ve cry2A genleri i¢eren bakterilerin LB ortaminda
¢ogaltilmasi, (a) LB besin ortaminda ¢izilmis bakterilerden steril pipet ucuyla tek koloni
alinmasi ve rifampisin ve kanamisin antibiyotiklerinin ilave edilmesi. (b) bir gece
inkiibatorde ¢ogaltilmaya hazir bakteri. (C) bir gece sonra ¢ogaltilmis bakteri
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3.2.4 Agrobacterium tumefaciens aracihgiyla tiitiine gen aktarim

Gen aktariminda, in vitro kiiltiirde 4-6 hafta biiyiitiillen steril Basma ve Nail tiitiin ¢esitlerine

ait fidelerinden alinan yaprak eksplantlar1 kullanilmistir. Tiitiine gen aktarimi asagidaki

gibi yapilmistir (Sekil 3.3).

1.

10.

pK2AC vektorlerini igeren A. tumefaciens LBA4404 hatti, 50 mg/l rifampisin ve 50
mg/l kanamisin ihtiva eden 10 ml LB si1v1 besin ortami igerisinde bir gece boyunca
bliytitiilmiistiir.

Inokiilasyon icin s1vi LB besin ortami, Ko-kiiltivasyon igin kat1 MS bitki besin
ortami ve tiitiin seleksiyon i¢in MSD4X2 ortam1 (1 mg/l BAP, 0.1 mg/l NAA) + 30
g/l sakkaroz + genis spektrumlu Duocid (Pfizer Istanbul - A. tumefaciens’in
gelisimini engellemek amaciyla) + kanamisin (gen aktarimi yapilan bitki seleksiyon
icin) kullanilmistir.

Steril ortamda gelisen Basma ve Nail tiitlin c¢esitlerinin uygun biiytkliikteki
yapraklart steril kabin igerisinde ortalama; 0.5 cm ¢apinda kesilerek her 35 adet
yaprak eksplantlar tizerine 2 ml crylAc ve cry2A genleri iceren A. tumefaciens
LBA4404 hattina ait siv1 bakteri stispansiyon eklenerek 30 dk siireyle ara ara hafif
calkalanarak inokiilasyon yapilmistir.

Inokiile edilen eksplantlar daha sonra kat1 ko-kiiltivasyon ortamina aktarilarak 3 giin
boyunca biiyiitme kabininde ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur.

Ug giin sonra eksplantlarin steril kabin igerisinde steril saf su ve 500 mg/l duocid
kullanilarak 10 dk yikama islemi yapilarak steril kagit iizerinde kurumasi
saglanmistir. Yikama islemi eksplantlarin kenarindaki biitiin bakterileri ortamdan
uzaklastirmak i¢in yapilmistir

Daha sonra eksplantlar1 seleksiyon ortamina her bir petri kabinda 10 adet eksplant
olacak sekilde 3 tekeriirlii olarak yapilarak biiyiitme kabininde tutulmustur.

Yaklasik 6 hafta sonra yaprak eksplantlari tizerinde hem kanamisine dayanikli kallus
sayimi hemde kanamisine dayanikli slirglin sayimi yapilmistir.

Gelisen transgenik aday siirgiinleri daha sonra 100 mg/l kanamisin ve 500 mg/I
duocid igeren MS besin ortaminda koklendirilmistir.

Koklendirilmis siirgiinler (10-15c¢m) dis ortama alistirmak amaciyla 3:1 oraninda torf
ve perlit iceren saksilara sasirtilarak sera ortama aktarilmistir.

Sera ortamda gelistirilmis bitkilerden yaprak ornekleri alinarak histokimyasal GUS
analizi, PCR analizi, ELISA testi ve yaprak biyoanalizi ile teyit edilmistir
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Sekil 3.3. Tiitiin bitkisine Agrobacterium tumefacien’in LBA4404 pK2AC plazmidinin T-
DNA bolgesi igindeki 35ScaMV altinda crylAc ve cry2A genleri igeren hattiyla gen
aktarim c¢aligmalarin asama asama goruniimi (a, b) steril ortamda yapsak disk eksplantlarin
elde edimesi ve (c, d) LB ortamnda agro inokiilasyonu (e, f) 30 dk sonra 3 giinliik ko-
kiiltiivasyon ortamina alinmasi (g, h) fazla gelismis bakterilerin steril su ve antibiyotikle
yikanmasi ve ardindan kurutulmasi
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3.2.5 Histokimyasal GUS analizi

pK2AC plazmidinin T-DNA bdlgesi GUS genini igeriyor olmasi nedeniyle, transgenlerin
erken donemde taranmasi nispeten kolay olmaktadir. Gen aktarim caligmalarinda sonra,

yaprak disklerinde histokimyasal GUS analiz yapilmstir.

Etki mekanizmasi, X-gluc (5-Brom-4-klor-3-indolyl glucoronide)’in -glukoronidaz enzimi
tarafindan hidrolizi sonucu renksiz indoksil tiirevinin oksidatif dimerizasyonu vasitasiyla
giclii ¢ivit (indigo, mavi) rengi olusturmasidir. Histokimyasal gen analizi Jefferson
(1987)’1n tarif ettikleri sekilde yapilmistir. X-Gluc soliisyonu i¢in Cizelge 3.2’de gerekli

kimyasallar verilmistir.

Cizelge 3.2. X-Gluc soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal ve miktarlar

Kimyasallar Miktar
X-GIUS : . 1mM
(5-Brom-4-klor-3-indolyl glucoronide)

NaHPO, (pH 7.0) 100 mM
Triton X-100 % 0.1
EDTA 10 mM
Methanol % 50
Kloramfenikol 100 pg/ml

X-Gluc soliisyonu hazirlandiktan sonra yaprak disk eksplantlari soliisyon igerisine
daldirilarak 38 °C’de 1-12 saat inkiibe edilmis meydana gelen mavi renk degisimi
gozlenmistir. Sonrasinda muamele edilmis yapraklart ¢ozelti ortamindan uzaklastirilip

%95’lik etanol igerisinde 24 saat bekletildikten sonra GUS gen ekspresyonu belirlenmistir.

3.2.6 Polimeraz zincir reaksiyonu

DNA izolasyonu

Transgenik aday bitkilerdengeng yaprak Ornekleri alinmis olup, -80°C’de muhafaza
edilmistir. Bu yaprak dokularindan DNA izolasyonu, NucleoSpin Plant Il ticari kiti

yardimiyla saglayici firmanin kiti ile protokolii dogrultusunda yapilmistir.
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Primer dizileri

Transgenik titiin bitkilerini belirlemek amaciyla npt-Il, crylAc ve cry2A gen dizileri PCR
ile cogaltillmistir. Cizelge 3.3.’te transgenik tiitiin bitkileri belirlemek amaciyla npt-I1I,

crylAc ve cry2a genlerinin ¢ogaltiminda kullanilan primer dizileri goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Tiitliniin Basma ve Nail hatlarina ait aday transgenik bitkilerin teyit
edilmesinde kullanilan gen bolge, kullanilan primer baz dizileri, gen bolge uzunluklari ile
primerlerin baglanma sicakliklari

Cogaltilan gen Primerlerin
Gen . . . . - <
. Primer baz dizini bolgesi uzunlugu baglanma
bolgesi o
(bo) sicaklig
5’-TTG CTC CTG CCG AGA AAG-3
npt-11 5’-GAA GGC GAT AGA AGG CGA-3’ 780 58
5’-ATGGACAACCCAAACATC-3’
crylAc 5’-TCATGTCGTTGAATTGAATACG-3’ 690 58
5’-AGATTACCCCAGTTCCAGAT-3’
cry2A 5’-GTTCCCGAAGGACTTTCTAT-3’ 600 58

PCR reaksiyon kosullar ve analizi

Tiitiin bitkisinden izole edilen DNA &rnekleri npt-11, crylAc ve cry2a genlerinin varligi
acisindan PCR analizleri ile test edilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu i¢in gen spesifik
primerler kullanilmistir. Reaksiyon karisimi, 2 pul 1X PCR tamponu (50 mM KCI, 1.5 mM
MgCl; ve 10 mM Tris-HCI ), 0.2 pul NTP (200 uM), 1 ul ileri primer (50 pmol/ul), 1 ul geri
primer (50 pmol/ul), 0.1 ul Tag DNA Polimeraz (10 uM), 1 ul genomik DNA (50 ng/ul) ve
14.7 wl ddH,O kullanilarak 20 pl toplam hacimde olacak sekilde 0.2 ml’lik santrifiij

tiiplerinde hazirlanmistir.

Orneklerin agaroz jel elekroforezi

PCR sonuglari, %1 agaroz jel ve 0.5X TBE (Tris- borat EDTA) tamponu kullanarak jel
elektroforez yontemiyle analiz edilmistir. Buna gore %]1°’lik agaroz 0.5X TBE c¢ozeltisi
icerisinde mikrodalga firinda eritilmis ve 50-60°C ye kadar sogutulduktan sonra DNA’nin
UV’de goriintiilenebilmesi i¢in 4 pl etiidyum bromit eklenmistir. Sonrasinda iki tarafi bant
ile kapatilmis, tarakl jel kalibina dékiilmistiir. Agaroz katilastiktan sonra bantlar ve tarak
cikartilmss, jel kab1 0.5X TBE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir. PCR

sonucu elde edilen 6rnekler iizerine 2 pl yiikleme tamponu eklenmis ve karisim kuyulara

26



yiiklenerek 6,7V/cm gerilimde, 45 dk kosturulmustur. Elektroforez islemi sonlandirildiktan

sonra jel UV lambasi iizerinde kontrol edilerek fotograflanmistir.

3.2.7 ELISA testi ile crylAc genin ekspresyon analizi

Aday transgenik tiitlin bitkilerinde crylAc geninin ifadesini yaprak Orneklerinde
belirlenmesi icin Envirologix (Cat # APO051) kiti kullanilarak ELISA testi yapilmistir.
ELISA testi icin 20 mg taze yaprak drnegine 200 pl ekstraksiyon tamponu ilave edilerek
ELISA kitinde tarif edildigi sekilde dl¢iimler yapilmistir. OD4so degeri ayarlandiktan sonra
ELISA okuyucusu ile cryl4 nin protein miktari hesaplanmistr.

3.2.8 Yaprak biyoanalizi

Transgenik tiitiin bitkilerdeki bocek oldiirticii genlerin toksit potansiyelini belirlemek icin
laboratuvarda bocek biyoanalizi yapilmistir. Hedef boceklere karst dayaniklilik sergileyen
aday bitkileri belirlemek i¢in Onceden a¢ olan 2. instar safhasindaki patates
glivesi (Phthorimaea operculella) larvalari aday transgenik tiitiin bitkilerinin yapraklari ile
beslenmistir. Kontrol amaciyla transgenik olmayan tiitlin yapraklarmada kullanilmistir.
Larva sayist az oldugu i¢in bir kez yapilimistir ve bir yaprak i¢in bir larva kullanilmistir.

Larvalarin 6liim oranlar1 48 saat sonra kaydedilmistir.

3.2.9 T, bitkilerinde tohumlarin ¢imlendirilmesi

Aday transgenik tiitlin bitkilerin sera ortaminda biiyiitiilerek olusturdugu ciceklerin kendi
polen ve yumurtasiyla déllenmesi (kendilenmesi) sonucu tohum olusturmustur. Kendilenmis
transgenik bitkilerin tohumlari, %2 Tween 20 den %30 c¢amasir suyu (%5 sodyum
hipoklorit igeren ¢ozeltisi) ile 10-15 dk yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sonrasinda

tohumlar steril saf su ile 5-7 defa durulanmustir.

Bu ¢alismada kullanilan LBA4404 pK2AC plazmidinin T-DNA bélgesi i¢indeki 35ScaMV
altinda crylAc ve cry2A genleri ve nptll geni bulunmaktadir. Bitki besin ortaminda segilimi
miimkiin oldugu i¢in (nptll) kanamisin direnglilik geninin olup olmadigi test edilmistir.
Toplam 20 adet Nail ve Basma aday transgenik hatlar kullanilarak 100 mg/l kanamisin
igceren MS besi ortam1 hazirlanmis ve her hattan 50’ser adet steril tohum kanamisin igeren
secici ortama 3 tekrarli olarak ekilmistir. Petri kaplar iklim odasinda/ kabininde 24 °C

altinda biiylimeye birakilmistir. 2 hafta sonra ekilen tohumlar ¢ikis yapip yapmadigina
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bakilarak sonuclar ki-kare testi ile degerlendirilmistir. Ayrica ¢ikis yapan tohumlardan

rastgele bir tohum secilerek histokimyasal GUS analizi yapilmstir.
3.2.10 Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi
Rejenerasyon denemeleri 3 tekerriirlii olarak yapilmis olup, her bir tekerriirde 10

eksplantin kiiltiire alindigir 10010 mm’lik petri kutular1 kullanilmistir. Calismadan elde

edilen veriler bilgisayarda “SPSS for Windows” ki kare programi ile analiz edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Tiitiin Hatlarimin Tohum Yiizey Sterilizasyonlar:

Her iki ¢esidin tohumlari, %1.5 sodyum hipoklorit ¢zeltisi i¢erisinde 15-20 dk calkalanarak
sterilize edilmistir. Tohumlar, steril distile su ile 5-7 kez durulanmis ve MS besi ortami
iceren petrilerde kiiltlir alinmistir. Kontaminasyon ve ¢imlenme oranlarina iligkin veriler 6-7
giin sonra toplanmistir. Sonug olarak, Basma hattina ait tohumlarda % 80; ve Nail hattina

ait tohumlarda % 90 oraninda ¢imlenme meydana gelmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Basma (a) ve nail (b) tiitiin hatlarinin tohumlarinin MS besin ortaminda
cimlendirilmesi

4.2 Tiitiin Hatlarimmin Agrobacterium Aracihgiyla Genetik Transformasyonu

Basma ve Nail tiitiin hatlarinin yaprak diskleri kullanilarak yapilan transformasyon
biiyiitme asamasina birakildiktan sonra kallus olusumu goézlenmistir. Kallus olusumu
genlerin (npt-11, crylAc ve cry2A) bitki hiicresinin kromozomuna baglanmasi sonucunda
olusan hiicrelerde gergeklesmistir. Kromozomda degisiklilige ugramamis yaprak diskleri ise
4-6 gilin sonra sararmig, ardindan 6-12 giinliilk siire boyunca kararmis ve kallus
olusturmamustir. Kallus olusturmus yaprak disklerinden 20-25 giin sonra siirgiinler meydana
gelmistir. Inokiilasyondan 5 hafta sonra tiitiin yaprak eksplantlari iizerinde kanamisine
dayanikli transgenik aday1 slirglinlerin sayimi yapilmistir (Sekil 4.2). Kanamisine dayanikl

stirgiinler kesilerek, kanamisin igeren MS besin ortaminda koklendirilmis (Sekil 4.3) ve iyi
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bir biiyiime gergeklestiren (Sekil 4.4), kdklenen siirgilinler topraga aktarilarak sera ortaminda
biiyiitilmistiir (Sekil 4.5). Tim bu kanamasine direngli bitkiler normal bir fenotip
olusturmuslardir. Segicilik saglayan kanamisin ile Agrobacterium arasinda iyi bir dengenin,
antibiyotiye direngli bitkilerin olusmasina yardimc1 olabilecegi belirtilmistir (Silva ve Fukai,
2001). Saksiya aktarilan bitkiler iyi bir sekilde biiyiimiis ve kendi ¢i¢eklerinden polen ve
yumurta hiicresinin doéllenmesi ile tohum olusturmustur. Bu calisma sonucunda kallus
olusumu, eksplant basina siirgiin olusumu, kok/siirgiin orani verileri ve transformasyon

verimliligi ile ilgili bilgiler Cizelge 4.1’de toplanmistir.

Cizelge 4.1. Basma ve nail tiitiin hatlarinin transformasyon parametreleri verileri

Hatlar Kullamlan Elde edilen Elde Elde Topraga Elde Elde edilen
Toplam direncli edilen edilen aktarilan edilen PCR pozitif
Eksp kalluslarin  eksplant  siirgiinler bitki PCR  Transgenik
lant sayis1  oram (%)  basina basima sayis1 pozitif  bitki orani
(adet) Siirgiin Kok (adet)  Transg (%)
sayisi sayisi enik
bitki
sayisi
(adet
Basma 800 85,625 105 105 40 22 55
Nail 800 63,75 53 53 40 3 7,5

Cizelge 4.1°de gosterilene gore her bir hattan 800 adet yaprak eksplanti kesilmistir ve her
eksplant basina siirgiin Basma ¢esitinden 105 adet elde edilirken Nail ¢esidinde 53 adet
stirglin elde edilmistir. Siirgiinler 10-15 cm boyuna geldiklerinde koklendirme ortamina
aktarilarak uygun kosullarda siirgiinlerin tamami kok olusturarak Basma cesitinden 105
adet, Nail cesitinden ise 53 adet tam tesekkiilli aday transgenik tiitiin bitkileri
gelistirilmigtir. Elde edilen bitkilerden her birinden 40’ar adet topraga aktarilarak biiyiime

ve gelismesi saglanmistir.

Bolgesel alanda yetistirilen iki tiitiin ¢esidi Basma ve Nail Agrobacterium araciligiyla
genetik olarak degisiklige ugratilmistir. Bu calismada, tiitiinde genetik degisiklik i¢in bazi
diizenlemeler yapilarak Horch vd., (1985) nin daha 6nce tarif ettigi yontem takip edilmistir.
Genel olarak Solanaceae familyasina ait tiirlerin in vitro rejenerasyon kabiliyetleri yiiksek
olup, Agrobacterium enfeksiyonuna kars1 oldukga hassastirlar. Ozellikle tiitiin, gen aktarimi

caligmalarinda model bitki olarak kullanilmakta ve degisik organizmalardan izole edilen
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genler dncelikle bu bitkide test edilmektedir (Giirel 2001; Ozcan vd. 2004). Transformasyon
isleminde Agrobacterium suslar1 da hem enfekte etmesi hem de gen transferindeki etkisi
bakimindan olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir (Chetty vd., 2013; Bakhsh vd., 2014).
Transformasyon i¢in en uygun Agrobacteium tumefaciens susunun LB4404 oldugu tespit
edilmistir (Bakhsh vd., 2015b).

Bitki transformasyonu genlerin islevsizlestirilmesi ya da bitkiye yeni bir gen aktarilmasi i¢in
oldukca giiclii bir tekniktir. Bitki transformasyonu teknigi farkl: tiirlerdeki istenilen 6zelligin
veya geleneksel yontemlerle bocek direncliligi, herbisit direngliligi ya da donma veya
kuraklik gibi abiyotik stresletre tolerans gibi aktilmasit olduk¢a zor hatta imkansiz
ozelliklerin hedef bitkiye aktarilmasina imkan saglamaktadir. Tiirler aras1 gen transferinde

dogal engellerden dolayi tiretkenlikte diisme gibi zorluklar da ortaya ¢ikmaktadir (Ribas vd.,
2006).
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Sekil 4.2. Basma ve nail tiitiin hatlarinin genetik transformasyon asamalari. (a) basma tiitiin
hatina ait 10 adet eksplantin seleksiyon ortaninda alinmasi, (b) 3 haftalik basma (c) nail
hatlarina ait eksplantlari tizerinde kallus olusmasi, (d) 5-6 haftalik basma ve (e) nail
hatlarma ait yaprak diski eksplantlarinda kallus olusturmadan direk siirglin olusumu
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c

Sekil 4.3. Basma ve nail tiitiin hatlarinin genetik transformasyon asamalarinin devamu. (a)
stirgiin olusturan eksplantlarin 100 mg/l kanamisin bulunduran seleksiyon ortamina
aktarilmasi, (b) siirgiinlerin biiytimesi, (c) tekrar yeni seleksiyon ortaminda alt kiiltiirii ve (d)
bitkilerin biiylimesi

Sekil 4.4. Basma ve nail tiitiin hatlarinin genetik transformasyona ugramis (a, b) kok ve
stirglin olusturmus bitkilerin dig ortama aktarilmaya hazir aday bitkiler
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C d

Sekil 4.5. Basma ve nail tiitiin hatlarina ait genetik transformasyona ugramis bitkilerin ()
Sera ortaminda alistirilmast, (b, c¢) biiyiimesi ve (d) ¢igeklenmesi

4.3 Aday Transgeniklerin Molekiiler Analizleri

Serada yetisen her iki ¢esidin birincil transgeniklerde bocek oldiiriicti genlerin yerlestigini

dogrulamak amaciyla ¢esitli molekiiler analizler yapilmstir.

4.3.1 Gen aktarimin dogrulanmasi

Aday transgenik bitkilerde yapilan PCR analizi nptll, crylAc ve cry2A genlerinin bu tiitiin
hatlarina dengeli bir sekilde girdigini dogrulamistir. Transgenik bitkilerde nptll, crylAc ve
cry2A genlerinin sirasiyla 780 bp, 690 bp ve 600 bp uzunlugundaki pargalar1 PCR ile

34



cogaltilmistir (Sekil 4.6-8). PCR analizi sonucunda negatif kontrolde her hangi bir ¢ogalma

belirlenmemistir.

Topraga aktarilan toplam 80 adet aday transgenik bitkilerin hepsi crylAc, cry2A ve nptll
genlerinin varligint dogrulamak i¢in PCR analizine tabi tutulmustur. Sonuclar yabanci

genlerin uygun bir bigimde tiitiin bitkilerine yerlestigini gostermistir.

Sekil 4.6. Basma ve nail aday transgeniklerde nptll geninin gogaltimi. (M):1 kb DNA
marker, (B): Basma hattinin aday transgenik bitkileri, (N): Nail hattinin aday transgenik
bitkileri, (PK): Pozitif kontrol (Plazmid DNA), (NK): Negatif kontrol

Sekil 4.7. Basma ve nail aday transgeniklerde crylAc geninin ¢ogaltimi. (M): 1 kb DNA
Marker, (B): Basma hattinin aday transgenik bitkileri, (N): Nail hattinin aday transgenik
bitkileri (NK): Negatif kontrol, (PK): Pozitif kontrol (Plazmid DNA)
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600 bp

Sekil 4.8. Basma ve nail aday transgeniklerde cry2A geninin ¢ogaltimi. (M): 1 kb DNA
marker, (B): Basma hattinin aday transgenik bitkileri, (N) Nail hattinin aday transgenik
bitkileri, (PK): Pozitif kontrol (Plazmid DNA), (NK): Negatif kontrol

PCR analizi sonuglarina gore nptll, crylAc ve cry2A genlerinin 3’iinii birden ayni bitkiye
aktarildigini gostermistir. Bu bakimimdan PCR pozitif olan aday transgenik bitki sayisi
Basma hattinda 22 adet olarak kaydedilirken, bu sayr Nail hattinda 3 adet olarak
belirlenmistir. Transformasyon orani ise Basma hattinda %55, Nail hattinda %7.5 olarak
belirlenmistir. Her 2 hattin genotip arasindaki farkliligi bitki transformasyonuna belirgin
sekilde etkilenmistir. Her ne kadar Nail hattinda transformasyon orani diisiik ¢iksa da
ortamlarda kanamisin kullanilmasi bitkilerin rejenerasyonu igin iyi bir seleksiyon sistemi
oldugu sonucunu degistirmemistir. Ayrica bitkilere gen aktarim c¢aligmalarinda, seleksiyon
ortamindan transgenik olmayan bitkilerin kagtigina dair sonuglar daha 6nceki ¢alismalarda
da rapor edilmistir (McCormick vd., 1986; Magbool vd., 2010; Khan vd., 2011; Bakhsh vd.,
2015b). Ote yandan Sohail vd., (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismalarinda tiitiin bitkisine crylAc
ve cry2Ab genlerinin aktarilmasi ¢alismasi yapilmis, topraga 58 adet bitki aktarilmis ve
transformasyon orani %77 olarak Olgmiislerdir. Gulbitti-Onarici vd., (2009)’nin tiitiin
bitkisinde crylAc transformasyonu c¢alismasinda topraga 20 bitki aktarilmig ve PCR

sonucunda 14 tanesinin pozitif sonu¢ verdigini belirlemislerdir.

4.3.2 Histokimyasal GUS analiz

pK2AC plazmidinin T-DNA boélgesinde GUS genini igeriyor olmasi nedeniyle, transgenik
bitkilerin erken donemde taranmasi nispeten kolay olmaktadir. Bu nedenle, bu g¢alismada
transgeniklerin taranmasi igin histokimyasal GUS analizi uygulanmistir. Bu amagla, yaprak

diskleri ve siirgiinleri X-Gluc c¢ozeltisine daldirilmis ve 37 °C’de gece boyu inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, kontrolle mukayese edildiginde aday bitkilerinden
kanamisine direncli yaprak orneklerinde mavi boyamasi ile GUS ekspresiyon gozlenmistir
(Sekil 4.9). Ardindan, boyama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmis ve dokular daha berrak

hale gelene kadar %95 etanol ile yitkanmistir.

Sekil 4.9. Yaprak, siirgiin ve kesilmis eksplantlarin histokimyasal GUS analizi. Mavi renkli
olan bitki kesitleri aday transgenik bitkiyi gosterirken mavi renkli olmayanlar transgenik
aday1 degildir
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4.3.3 ELISA testi ile crylAc genin ekspresyon analizi

Her iki hattan gelistirilen aday transgenik bitkilerin yapraklarinda ifade edilen crylAc
proteinin miktarinin belirlenmesi i¢in Envirologix kiti (Cat# AP051) kullanilarak ¢ift
sandvi¢ antikor enzim ilintili immiin test (double-antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay; ELISA) yontemi kullanilmistir (Sekil 4.10). ELISA sonuglari, aday
transgenik bitkilerin PCR sonucu pozitif ¢ikmis bitkilerde yapilarak toplam 23 adet
bitkilerde crylAc proteinin ifade edildigini gostermis fakat crylAc proteinin ifade diizeyleri
bitkilere gore farkli olusturduklar (Sekil.4.11)’de gosterilmistir. Bulgular ve c¢izelge hali
(Ek-A) verilmistir. Sekil 4.11°de gosterildigi lizere en yiiksek crylAc protein konsantrasyon
icerigi 9B c¢esidinde kaydedilirken, en diisiik konsantrasyon 11N c¢esidinde belirlenmistir.
Yapilan testte iki hat icin (3N ve 39B) protein konsantrasyonu hi¢ iretilmedigini

gostermektedir.

Sekil 4.10. Aday transgenik bitkilerdeki crylAc protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in
yapilan ELISA testinin yapim goriiniimdi.
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crylAc proteinin ekspresyon sonuglarina gore her iki hattan gelistirilen farkli transgenik
hatlarda ifade seviyeleri degiskenlik gostermistir (Sekil 4.11). crylAc proteininin
transgenler arasindaki bu degisiklik Karanthi vd. (2005), Xia vd. (2005), Olsen vd. (2005),
Bakhsh vd. (2009b) ve Adamczyk vd. (2009), tarafindan yapilan farkli ¢alismalarda da
belirtilmistir. Protein ifadesindeki bu seviye farkliligi genin niikleotid sekansi, promoter ve
genin DNA’da girdigi bolge, transgen kopya sayisi, bulundugu hiicrenin ¢evresi ve ¢evresel
faktorlerden kaynakli olabilir (Hobbs vd., 1993; Guo vd., 2001; Rao, 2005). Bu sebeple,
fizyolojik seviyelerin yani sira molekiiler genetik arastirmalarin da yiiriitiilmesiyle
transgenlerin  ifadesindeki seviye farklarinin ve transgenik bitkilerdeki insektisit

proteinlerdeki kantitatif degisimlerin sebepleri anlasilabilir.
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Sekil 4.11. Basma ve nail transgenik hatlarinin ELISA testi ile crylAc ekspresyonu. N: Nail
transgenik bitkiler, B: Basma transgenik bitkiler, NC: Negatif kontrol

Bundan onceki c¢alismalarda, Gulbitti-Onarici vd. (2009), tiitiin bitkisine AOPR1AC
promotor ile crylAc gen aktariminda yaptiklar ¢alismada, Heliothis virescens ve Manduca
sexta larvalarinin yapragi isirmasinda 72 saat sonrasinda dlgmiisler ve %0.083 en yliksek
konsantransyon oranina ulagmislardir. Yun vd., (2008)’de yaptiklar1 bir diger
caligmalarinda, tiitiin bitkisine crylAc ve crylle genlerinin transformasyonu yapilmis.
Yaptiklar1 ¢alismasinda ELISA test sonucuna gére crylAc protein igerigi %0,182 olarak,
crylle %0,124 olarak bulmuslardir.
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4.4 Yaprak Biyoanalizi

Transgenik tiitiin bitkilerdeki bocek oldiiriici genlerin toksit potansiyelini belirlemek icin
laboratuvarda bocek Dbiyoanaliz  yontemi kullanilmigtir.  Hedef bocekler —patates
giivesi (Phthorimaea operculella) larvalart Omer Halisdemir Universitesi Tarimsal Genetik
Miihendisligi Boliim serasindan 2. instar sathasinda alinmistir. Larva sayist az oldugu i¢in
yaptigimiz ¢alismada Basma ve Nail’den rastgele 10 aday transgenik bitkiler test edilmistir.
11N, 33N, 9B ve 40B aday transgenik bitkiler Phthorimaea operculella larvalarina karsi
dayaniklilik sergileyerek larvalarin bitki yapraklariyla beslenmeye baslamasindan 48 saat ile
72 saat arasinda zehirlenerek %100 6liimle sonuglanmistir (Sekil 4.12). Kontrol bitkilerde

yapilan denemede de larva 6liimii gergeklesmistir.

Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde onceki calismalarda da oldugu gibi
(Bakhsh, 2010; Khan vd., 2011; Mogali vd., 2011; Hussain vd., 2014), elde edilen bireysel
transgenik bitkilerde T-DNA pozisyon etkisi ve kopya sayisina bagli olarak (Ozcan vd.,

2004) bocek dlimlerinde 6nemli bir varyasyon yaganmustir.

Sekil 4.12. crylAc ve cry2A genlerinin aktarildigi basma(B) ve nail(N) aday transgenik
bitkilerine ait yapraklarda biyoanaliz test ¢alismalar1 sonucunda zehirlenerek 6lmiis olan
Phthorimaea operculella larvalar
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4.5 T1 Transgenik Tiitiin Bitkilerinin Tohum Analizi

Sera ortaminda biiyiitiilen birincil transgenik Basma ve Nail tiitiin hatlarinin olusturdugu
ciceklerinden olusan tohumlar kullanilmistir. Tohumlarin yiizeyi %1.5 sodyum hipoklorit
iceren ¢Ozeltisi yardimiyla steril edilmistir. nptll geninin (kanamisin direnglilik geni)
transgenlerde kalitimini belirlemek amaciyla Nail ve Basma bitkilerinin 20’ser adet hattinda

ki-kare testi uygulanmustir.

Ki-kare analizlerine goére, ¢imlenen tohumlarda nptll geni Mendel dagilimina goére ayrilma
gostermistir. Sadece bes hat (10B, 19B, 29B, 32B ve 35B) beklenen 3:1 oranindaki Mendel
acilimin1 gostermistir, geri kalan hatlar orantisiz bir dagilim Cizelge 4.2°de gostermistir.
Ekilen tohumlardan rasgele segilen ve iyi gelisen hatlardan histokimyasal GUS analizine

tabi tutularak mavi renk olusumu gézlenmistir (Sekil 4.13).

Transgenik bitkilerde yabanci genin alfalfa (Micallef vd., 1995), ¢eltik (Duan vd., 1996),
musir (Fearing vd., 1997), pamuk (Canming vd., 2000; Xia vd., 2007; Daud vd., 2009) ve
boriilcede (Ivo vd., 2008) Mendel’e gore kalitim gosterdigi gozlenmistir. Fakat ¢ogu
durumda yabanci gen Mendel dagilimindan daha ziyade orantisiz bir dagilim gdstermistir
(Spencer vd., 1992; Somers vd., 1994; Altman vd., 1996; Wu vd., 2002; Rashid vd., 2008;
Bakhsh 2010).

Bu orantisiz Mendel dagilimimin sebebi, transgenlerde yabanci genlerin farkli birden fazla
bolgede bulunarak farkli dagilim gostermesi olabilir (Hashmi vd., 2011). Cizelge 4.2’deki
sonuclara gore, bes hat tekbir dominant gen icermektedir ki bunlardan birisi de 1slah

programlari i¢in umut verici bir aday olarak goriilebilir.
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Cizelge 4.2. crylAc ve cry2A genlerinin aktarildigi basma(B) ve nail(N) aday transgenik
bitkilerine ait T1 transgenlerindeki nptll geni uyumlulugunu degerlendirmek igin ki-kare

testi
T1 Gozlenen (G) Beklenen (B) v degeri

Transgenleri

(Tekrar bagina | Kanamisine | Kanamisine | Kanamisine | Kanamisine =y (G-

her hatta 50 direncli duyarh direncli duyarh B)?/B

tohum

kullamlmistir)

11 N (Nail) 45 5 375 12,5 6,00
4B (Basma) 50 0 37,5 12,5 16,66
9B (Basma) 17 33 375 12,5 44,82
10B (Basma) 32 18 375 12,5 3,22
13B (Basma) 48 2 37,5 12,5 11,76
15B (Basma) 16 34 37,5 12,5 49,3
16B (Basma) 21 29 37,5 12,5 29,06
18B (Basma) 50 0 37,5 12,5 16,66
19B (Basma) 40 10 37,5 12,5 0,66
21B (Basma) 26 24 37,5 12,5 141
23B (Basma) 46 4 375 12,5 7,7
25B (Basma) 29 21 37,5 12,5 7,7
26B (Basma) 31 19 375 12,5 45
28B (Basma) 50 0 37,5 12,5 16,66
29B (Basma) 34 16 375 12,5 1,3
32B (Basma) 39 11 37,5 12,5 0,24
34B (Basma) 50 0 375 12,5 16,66
35B (Basma) 42 8 37,5 12,5 2,38
37B (Basma) 46 4 375 12,5 7,7

Ki kare testine (df=1) gore belirlenen %5°lik olasilik 6nemine gore deger 3,84 ¢ikmustir.
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c d

Sekil 4.13. crylAc ve cry2A genlerinin aktarildigi basma(B) ve nail(N) hatlarina ait aday
transgenik tiitlin bitkisinden olusan tohumlarindan gelisen bitkilerde (a, b) kanamisinli
ortamda seleksiyon ve (c, d) GUS histokimyasal analizi ekspresiyonu

43



BOLUM V

SONUCLAR

Tiitlin, tarim ve sanayi agisindan dogal olarak Tiirkiye ekonomisi i¢in stratejik bir role
sahiptir. Bunun yaninda, tiitiin tariminda ¢esitli sorunlar bulunmakta ve bunlardan birisi de
tiitlin liretiminde Onemli kayiplara neden olan bocek zararlilaridir. Tiitiin bitkisine zarar
veren yaygin bocek zararlilar cesitli kurtlar, yaprak biti, yaprak cekirgeleri ve toprak
nematodlar1 olup, bunlarin igerisinde kurtlar en yaygin olanlaridir. Titlin bitkisi hayat
dongiisiinlin her asamasinda ve depolarda c¢esitli bocek tiirlerinin saldirisina ugramakta ve
zarar gormektedir. Bu boceklere karsi ilag kullanmasina ragmen tarimi yapilan tiitiinde yilda
100 milyon dolar ve son yillarda depolanan ve mamul tiitiin {iriinlerinde 5 ile 10 milyon

dolar civarinda kayiplar oldugu tahmin edilmektedir.

Bu tez calismasinda yerel tiitlin hatlarinda zararli bdceklere dayanikliligin arttiriimasi

hedeflenmistir.

i.  Birinci denemede, her 2 ¢esidine ait tohumlar1 60 dk %100 konsantrasyonda ticari
camasir suyu (Sodyum hipoklorit-%5 NaClO igeren etken madde) ile belirtilmis
cesitlerin tohumlart steril edilmistir.

ii.  Calismada, Basma ve Nail hatlarina Agrobacterium araciligiyla iki bocek oldiiriicii
gen (crylAc ve cry2A) aktarilmistir ve Seleksiyon amaciyla MSD4X2 + duocid ve
kanamisin i¢eren ortami kullanilmistir.

iii.  Elde edilen siigiinler MS ortam1 + duocid ve kanamisin da koklendirilmistir.

iv.  Seleksiyon ortamda gelisen GUS pozitif bitkilerin PCR analizleri sonucunda, Basma
hattindan 22 adet pozitif transgenik tiitiin hatti, Nail hattindan ise 3 adet transgenik
tiitlin hatt1 gelistirilmistir.

v. Daha sonra yapilmis olan ¢alismada protein iceriklerinin belirlenmesinde ELISA
testinin kullanilmis olmas1 transgenik tiitiin bitkisi liretiminde giivenilir bir sonug
elde etmemizi saglamistir.

vi.  Yaprak biyoanaliz sonucuna gore lepidoptera larvalarina dayanikli bocek direngli
tiitlin hatlar1 gelistirilmistir.

vii.  Birincil transgenik tiitiin hatlarinin bu ¢alisma sonucunda, aday transgenik bitkilere
aktarilan bocek direngli genlerin birincil T; hatlara gegtigi yapilan kanamisin (npt-11)
ortaml testi ile belirlenmistir olup bunlardan birisinin 1slah programlari i¢in umut

verici bir aday olarak goriilebilir.

44



viii.

Daha sonraki donemlerde, boceklere direngli olarak gelistirilen bu transgenik tiitiin
hatlarinin miiteakip soylarinda, tiitiin 1slah programinda kullanilacak homozigot
hatlarin gelistirilmesi amaciyla baska yeni ¢aligmalar yiiriitiilecektir.

Bu sonuglara gore tiitiin transformasyon genotip spesifik olup, farkli oranda
transgenik bitki elde edilmistir.

Boceklere karst genis spektrumlu direngli tiitiin ¢esitlerinin gelistirilmesi, tarimsal
tiretim girdilerinin 6nemli diizeyde azaltilmas1 vasitasiyla zararli bdceklerle
miicadele edebilmeyi saglayacak, sonug olarak verimin artmasi ve ekonomik gelirin

yiikselmesi seklinde tiitiin tireticilerine avantajlar saglayacaktir.
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Ek-A : Basma ve Nail ¢esitlerinin birincil transgenik bitkilerindeki ELISA testinin crylAc

konsantrosyonu
crylAc crylAc
Bitki cesit no konsantrasyonu Bitki ¢esit no konsantrasyonu
(ng/g taze doku) (ng/g taze doku)
3N 0 23B 0,178
11N 0,017 25B 0,14
33N 0,178 26B 0,255
4B 0,296 28B 0,174
9B 0,607 29B 0,206
10B 0,49 32B 0,212
13B 0,321 34B 0,14
14B 0,319 35B 0,085
15B 0,146 37B 0,082
16B 0,438 38B 0,192
18B 0,26 39B 0
19B 0,215 40B 0,478
21B 0,114

N: Nail c¢esidinin birincil transgenikleri ifade ederken, B: Basma c¢esidinin birincil
transgeniklerini ifade etmektedir.
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