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OZET

Doktora Tezi

GNA VE CRY1AC GENLERININ BOCEKLERE DAYANIKLILIK ICIN PAMUK
BITKISINE AKTARILMASI

Saber DELPASAND KHABBAZI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Dilek BASALMA

Pamuk  (Gossypium hirsutum L) ekim alam1 ve {iretimi bakimindan Turkiye
ekonomisinde onemli yer almaktadir. Pamuk bitkisindeki zararlilardan kaynaklanan
verim kayib1 % 29’ a ulasmaktadir. Zararli boceklerle miicadelede sentetik insektisitler
kullanilmaktadir; ancak bu strateji ¢gevreye zarar verip insan sagligi iizerinde de olumsuz
etkiler birakmaktadir. Bu c¢alismanin amaci, GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genlerini
farkli kaynaklardan izole edip pCAMBIA1301 vektoriinde klonladiktan sonra
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla pamuk bitkisine aktarilmasidir. CP4-EPSPS
markdr genini tagiyan aday transgenik bitkiler PMG iceren seleksiyon ortamlarinda
rejenere olup topraga aktarilmistir. Aktarilmis genlerin varligi ve ifadelerini incelemek
icin PCR, RT-PCR, ELISA ve bocek denemeleri yapilmistir. Transgenik T bitkilerinin
tohumlar1 seleksiyon ortamlarinda c¢imlendirilip bitkiler {izerinde PCR denemesi
yapilarak genlerin T; nesline gectikleri teyit edilmistir. Transgenik bitkilerden beslenen
Aphis gossypii Glover nimfalarinin iiremeleri % 46 - 66 azalmis; ayrica Spodoptera
littoralis larvalarinda ise % 10 - 100 6liim gdzlenmistir.

Agustos 2017, 128 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik ¢aligmalari, Gen izolasyonu, Gen klonlamasi, Gen
aktarimi, Transgenik pamuk bitkisi, Molekiiler denemeler
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

TRANSFORMATION OF COTTON WITH GNA4 AND CRYIAC GENES FOR
INSECT-RESISTANCE

Saber DELPASAND KHABBAZI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Dilek BASALMA

Cotton (Gossypium hirsutum L) production and farming has very important place in the
economy of Turkey. The damage caused by insect pests in cotton plant has approached
approximately 29 %. Synthetic insecticides are used to kill pests; however, this strategy
harms environment and also has a negative effect on human health. This study aimed to
clone GNA, CrylAc and CP4-EPSPS genes isolated from different sources into
pCAMBIA1301 vector and transfer cotton mature embryos using Agrobacterium
tumefaciens. Carrying the CP4-EPSPS marker gene, putative transgenic plants were
regenerated in PMG containing selection media and transferred to the soil. PCR, RT-
PCR, ELISA and leaf biotoxicity assays were conducted to confirm the presence and
expression of the transgenes. The seeds of transgenic Ty plants were germinated on
selection medium and PCR evaluations were performed on the plants to confirm the
transitions of the transgenes to T; generation. The fertility of Aphis gossypii Glover
nymphs fed on transgenic plants decreased by 46 - 66 %; additionally, 10 to 100 %
mortality was observed in Spodoptera littoralis larvae released on transgenics.

August 2017, 128 pages

Key Words: Bioinformatics studies, Gene isolation, Gene clonining, Gene
transformation, Transgenic cotton plants, Molecular assays
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1. GIRIS

Tetraploid pamuk bitkisinin (Gossypium hirsutum L.) 70 iilkede tarimi yapilmakta olup,
her yi1l 500 milyar dolar katki ile 180 milyon insanin ge¢imini saglamaktadir (John

1997, Rahman vd. 2012).

Tarimsal tiirlinlere zarar veren yaklasik 67.000 zararl tiiri vardir; bunlarin yaklasik
9,000 tiirii bocek ve oriimcek tiirleridir (Ross ve Lembi, 1985). Bocek zararhilari
bitkilerin dokularin1 (yaprak, sap, kok ve meyve) cigneyerek veya 6zsularini emerek
iriin kayiplarina sebep olmaktadir. Bocek zararlhilari virlis, bakteri ve mantarlari

bitkilere bulastirip dolayl olarak bitkilere zarar verebilmektedirler (Rahman vd. 2012).

Gatehouse vd. (1992) bocek zararlilar1 ve hastaliklarin tarimsal {iriinlerde yaklasik % 37
verim kaybma neden oldugunu, bu oranin % 13’ {iniin bodcek zararindan
kaynaklandigini bildirmislerdir. Oerke (2006) yaptig1 arastirma sonuglarina gére pamuk
bitkisindeki hasarin % 29’ a ulastigin1 kaydetmistir. Zararli bocekler ile miicadelede
sentetik insektisitler kullanilmaktadir; ancak bu strateji ¢evreye zarar verip insan saglhigi
lizerinde de olumsuz etkiler birakmaktadir (Curry 2002; Bakhsh vd. 2009). Bir
arastirma sonucuna gore, diinya genelinde is¢ilerin % 1 - 3’ i (25 — 77 milyon kisi)
pestisit kullanimindan zarar gormekte olup, yaklagik yilda bir milyon kisi
zehirlenmeden dolayr hastanelere miiracaat etmektedir (EJF 2007). Dolayisiyla,
pestisitlerin zararli etkilerini azaltmak amaciyla genetigi degistirilerek boceklere

dayanikli hale getirilen bitkiler, gen aktarim yontemleri ile iiretilmistir.

1996 yilinda ticari iiretimi baslayan genetigi degistirilmis bitkilerin ekim alan1 gittikce
artmaktadir. 1996 yilinda 1.7 milyon hektar olan ekim alan1 2016 yilinda 185.1 milyon
hektara yiikselmistir.

Biyoteknoloji iiriinlerinin diinya piyasasindaki degeri 2015 yilina gore % 3 artis ile
2016 yilinda 15.8 milyar dolara yiikselmistir. Bu deger 2016 yilindaki 73.5 milyar



dolarlik bitki koruma piyasasinin % 22’ sini ve 45 milyar dolarlik diinya ticari tohum

piyasasinin ise % 35’ ini temsil etmektedir (James 2016).

Boceklere dayanikli transgenik pamuk {iretimi insektisit kullanimi ve ilaglama
maliyetinde azalma, verim ve elde edilen karda artis, ¢iftci sagliginda iyilesme, ¢evrenin
korunmas1 ve faydali bocekler iizerine olumsuz etki birakmamakla avantaj saglamistir.
Ancak bu yaklagimda bazi olumsuz yonler de tanimlanmaktadir. Zararli bocekler ile
beslenen predatdr ve parazitiler olumsuz yonde etkilenebilmesi, tiim bdcek tiirleri ile
etkili miicadelenin miimkiin olmamasi, toleransi saglayan genler yakin akraba olan
yabani tiirlere gegebilmesi, toleransli transgenik bitkilerin iiretimiyle boceklerin
zamanla tretilen toksine karsi dayaniklilik sergileyebilmeleri boceklere dayanikli

transgenik bitki iiretiminin dezavantajlari olarak bilinmektedir (Karthikeyan vd. 2012).

Bu tezin amaci ise, GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genlerinin farkli kaynaklardan izole
edilmesi, pCAMBIA1301 ifade vektorinin T-DNA bolgesinde klonlanmasi ve
Agrobacterium tumefaciens aracihiiyla pamuk bitkisine aktarilmasi olmustur. Uretilen
genetigi degistirilmis pamuk bitkilerinin lepidoptera ve hemiptera takimlarina ait olan
Spodoptera littoralis ve Aphis gossypii Glover boceklerine kars1 dayaniklilik kazanmlari

hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Boceklere Dayanikh Bitkiler

Biyoteknoloji alanindaki son gelismeler, ¢esitli kaynaklarda bulunan genlerin bitkilere
aktarilmasi ve yeni bdcek zararlilarina dayanikli tarimsal iirlinlerin gelistirilmesinde
onemli rol oynamistir (Dhaliwal vd. 1998). Bocek zararlilar1 ve hastaliklar tarimsal
tiriinlerde yaklagik verimin % 37’ sinin kaybina sebep olarak ciddi bir tehdit
sayilmaktadir; bu oranin % 13’ u bocek zararlilarindan kaynaklanmistir (Gatehouse vd.
1992). Boceklere dayanikli bitkilerin iiretiminde en c¢ok Bacillus thuringiensis
bakterisinden izole edilmis genler kullanilmistir. Bt genlerinin ¢ogu Lepidoptera
boceklerine karsi direng saglamakla birlikte bazen Coleoptera (McPherson vd. 1988)
veya Diptera (Yamamoto and Mclaughlin, 1981) grup boceklerine de karsi dliimciil etki
gostermistir (¢izelge 2.1). Bt genlerinin faydali bocekler, hayvanlar veya insanlar

tizerine zehirli etkisi kanmtlanmamistir (Klausner, 1984).

Bitkilerde daha iyi ifade olmasi amaciyla Bt genlerinde yapilmis modifikasyonlar
boceklere dayanikli bitki iiretiminde 6nemli adimlardan sayilmaktadir (Perlak vd.
1991). Kodonlar1 optimize edilmis genler Lepidoptera ve Coleoptera’ ya Kkars
dayaniklilik saglamak amaciyla ilk olarak sirasiyla pamuk ve patatese aktarilmigtir

(Perlak vd. 1991).

Bacillus thuringiensis’ ten izole edilmis Bt genlerine ilaveten bir¢cok bakteri, bitki ve
farkli kaynaklardan izole edilmis genler zararli boceklere karst dayanikli bitki
tiretiminde kullanilmistir (KereSa vd. 2008). Proteinaz inhibitor (P/) genleri boceklerin
sindirim enzimlerinin faaliyetlerinde engelleyici etki birakmaktadir. Ik g¢alismada,
boriilce bitkisinden izole edilmis tripsin inhibitér geni (CpTI) tiitiin bitkisine
aktarilmistir (Hilder vd. 1987). Diger caligmalarda patates inhibitor II geni celtik ve
pamuk bitkilerine aktarilmistir (Duan vd. 1996; Majeed, 2005).



Cizelge 2.1 Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera boceklerine karsi zehirli etkisi olan bazi

Cry genleri (Bakhsh vd. 2015)

Cry geni Hedeflenmis bocekler Bocek sinifi

CrylA(a) Bombyx mori, Manduca sexta, Ostrinia nubilalis Lepidoptera

CryIA(b) Manduca sexta, Helicoverpa armigera, Lahana solucani, sivrisinek — Lepidoptera ve Diptera
CrylA(c) Helicoverpa armigera, Trichoplusia ni, Helicoverpa zea Lepidoptera

CrylA(e) Helicoverpa armigera Lepidoptera

CryIB Lahana solucani Lepidoptera

CrylC Sivrisinek, Spodoptera littoralis Lepidoptera ve Diptera
CrylC(b) Spodoptera exigua Lepidoptera

CrylD Manduca sexta, Spodoptera exigua Lepidoptera

CrylE Spodoptera littoralis Lepidoptera

CrylF Ostrinia nubilalis Lepidoptera

CrylG Galleria mellonella Lepidoptera

CryllA Lymantria dispar dispar, sivrisinek, Helicoverpa armigera Lepidoptera

CrylIB Manduca sexta, Trichoplusia ni, Lymantria dispar dispar Lepidoptera

CryllC Manduca sexta, Lymantria dispar dispar Lepidoptera

CryllIA Leptinotarsa decemlineata Coleoptera

CrylllA(a) Leptinotarsa decemlineata Coleoptera

CryllIB Leptinotarsa decemlineata Coleoptera

CryllIC Diabrotica undecimpunctata Coleoptera

CrylVA Sivrisinek (Aedes ve Culex) Diptera

CrylVB Sivrisinek (Aedes) Diptera

CrylVC Sivrisinek (Culex) Diptera

CrylVD Sivrisinek (Aedes ve Culex) Diptera

CryV Ostrinia nubilalis, Diabrotica undecimpunctata Lepidoptera ve Coleoptera




Bitki lektinleri basarili bir sekilde bocek zararlilara karsi tarimsal iiriinlerin
korunmasinda kullanilmistir (Goldstein ve Hayes 1978). Cesitli lektinlerin Coleoptera,
Lepidoptera (Czapla ve Lang 1990) ve Diptera (Eisemann vd. 1994) zararlilarina olan
zehirli etkileri kanitlanmistir. Bitki lektinleri bitki 6zsuyunu emen Homoptera
zararlilarin kontrol edilmesinde kullanilmistir. Lektinler orta bagirsak hiicrelerinde
endositozu ve bulunan bagka zehirli metabolitleri uyararak besi maddelerin emilimini
engelleyip orta bagirsak hiicrelerinde par¢alanmaya da sebep olabilirler (Czapla ve Lang

1990).

Zehirli proteinler, lektinler ve inhibitdrler gibi yaygin stratejiler ile diren¢ kazandirmak
yaninda bitki aracilikla RNAi teknolojisi zararlilarla miicadelede yeni ufuk a¢mistir
(Price ve Gatehouse 2008). ilk olarak Caenorhabditis elegans’ ta tanimlanns RNAi
(Fire vd. 1998), ¢esitli organizmalarda etkili gen susturma yontemi olarak kullanilmigtir
(Hannon 2002). Farkli Hymenoptera (Lynch ve Desplan 2006), Coleoptera (Tomoyasu
vd. 2008), Diptera (Dzitoyeva vd. 2001) ve Lepidoptera (Terenius vd. 2011)
boceklerinde genlerin susturulmasi, dSRNA’ y1 oral yolla besletmek ile ger¢eklesmistir.
Ancak, Mao vd. (2011), Zhu vd. (2012), ve Mao ve Zeng (2014)’in ¢alisma sonuglari
daha timit verici sayilmaktadir; Bitki aracilifiyla RNAi teknolojisini kullanarak
cytochrome P450 (CYP6AEI14), ecdysone reseptor (EcR) ve hunchback (4b) genleri
sirastyla Helicoverpa armigera, Spodoptera exigua ve Myzus persicae bdceklerinde

susturulmustur.

2.2 Bt Uriinlerinin Ekonomik Etkileri

Sentetik insektisit {iretiminde yaklasik 8.11 milyar amerikan dolar1 harcanmaktadir;
tiretilen insektisitin % 30’ u sebze ve meyveler, % 23 ve % 15 ise sirastyla pamuk ve
celtik tariminda kullanilmaktadir (Krattiger 1997). Diinya pirincinin yaklagik % 92” si
Asya’ da iretilmektedir; verilere gore insektisit i¢cin yaklasik olarak bir milyar dolar
harcanmaktadir. Pamuk ziraatinda yaklastk 1.9 milyar dolarlik insektisit
kullanilmaktadir. Bt transgenik bitkilerin etkinligine bakildiginda etkili ve ideal
alternatif olmaktadir (Bakhsh vd. 2009; 2015). Boceklere dayanikli pamuk {iretimi

diinya genelinde insektisit kullaniminda % 49.8 azalma saglamistir; Meksika, Cin,



Arjantin, Hindistan, Giiney Afrika’ da insektisit tiikketiminde sirasiyla yiizde 77, 65, 47,
41 ve 33 azalma olmustur (Qaim 2009). Insektisit kullammindaki azalma f{iriin
veriminde de artisa sebep olmustur. Ortalama, diinya genelinde Bt transgenik bitki
tiretimi ile verimde % 22.5 artis gézlenmistir. Transgenik pamuk tiretimi, 1996 ile 2012
yillar1 arasinda Cin’ de 15 milyar dolarlik kar saglamistir. Hindistan’ da Bt pamuk
ziraatindan elde edilen gelir 2002 ile 2008 yillar1 arasinda 5.1 milyar dolar ve 2008
yilinda 1.8 milyar dolar (Brookes ve Barfoot 2010) , Pakistan’ da ise 1.7 milyar dolar
olmustur (Kouser ve Qaim 2012; Bakhsh 2015).

2.3 Pamuk Zararh Boceklerinin Ana Gruplarn

Pamuk belirsiz biiyiime 6zelliklerinden dolay1 bdocekler icin 1yi bir yiyecek ve barinma
bitkisidir. Pamuktaki zararli bocekler, sokucu emici bocekler, tirtillar ve cigek
tomurcugu veya kozalardan beslenen bocekler olmak tizere ii¢ gruba ayrilir. Yaprak biti,
ligus bocegi, trips, iki noktali kirmizi 6riimeek bitki 6zsuyunu emebilmek igin bitki
dokusunu delerek veya torpiileyerek zarar vermektedir. Pamuk kurtlari, kabak oyucu
tirtili ve boz kurtlar yaprak ve fideyi ¢igneyerek veya keserek bitkiye zarar vermekteler.
Pamuk hortumlu bodcegi ¢igek tomurcugu ve kozalardan beslenerek bitkiye zarar

verirler. Bazi zararlilar ve olusturduklari hasar sekil 2.1’ de gdsterilmistir.



Sekil 2.1 Bazi pamuk zararlilar:

Pamuk yaprak biti (aphids) ve hasar1 (A1, A2), ligus bocegi (tarnished plant bug) ve hasar1 (B1,
B2), Trips ve hasar1 (C1, C2), Pamuk ¢izgili yaprak kurdu (beet armyworms) ve hasar1 (D1, D2),
Giiz tirtili (fall armyworm) ve hasar (E1, E2), pamuk yaprak kurdu, yellowstriped armyworm
(F), kabak oyucu tirtili (cabbage looper) ve hasari (G1, G2), boz kurt (cutworm) ve hasar1 (H1,
H2), pamuk hortumlu bocegi, Boll Weevil (1), iki Noktali Kirmiz1 Oriimcek (Two spotted spider
mite) ve hasari (J1, J2) (Kaynak: Anonim)

2.4 Transgenik Bitikilerin Diinyada Uretim Durumu

Son bes yilda transgenik bitkiler gelismekte olan iilkelerde gelismis iilkelere gére daha
fazla iiretilmistir. 2016 yilinda gelismekte olan 19 iilkede 99.6 milyon hektardir (diinya
transgenik ekim alaninin % 54’ u) ancak 7 gelismis ililkede 85.5 milyon hektar (diinya

transgenik ekim alaninin % 46’ s1) transgenik bitki iiretilmistir (James 2016).

2016 yilinda transgenik bitki iireten toplam 26 tilkeden, 18’ 1 biyotek mega-iilke olarak
tanimlanmistir (sekil 2.2 ve ¢izelge 2.2). ABD 72.9 milyon hektar (toplam transgenik
tiretiminin % 39’ u) transgenik bitki retimiyle 2016 yilinda diinyanin en biiyilik

tireticisidir. Brezilya 49.1 milyon hektar (% 27) iireterek diinyada ikinci sirasinda yer



almaktadir (sekil 2.3). 2015-2016 yilinda biyotek iiriin iiretiminde Brezilya en yiiksek
artisa sahiptir (% 4.9) (James 2016).

Sekil 2.2 2016 yilinda transgenik bitkilerin yetistirildigi tilkeler

Pakistan Giiney Afrika ~ Uruguay
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Sekil 2.3 2016 yilinda transgenik bitkilerin yetistirildigi tilkeler



2016 yilinda soya, misir, pamuk ve kanola en fazla {iretilen transgenik iiriinlerdir.
%1°1ik tiretim artisina ragmen transgenik soya, % 50’ lik iiretim miktarini1 korumus ve
91.4 milyon hektarlik ekim alani ile en fazla {iretilen biyotek bitki haline gelmistir. Bu

miktar diinya soya iiretiminin % 78 ini kapsamaktadir.

En fazla dretim gelismesi 2015-2016 yillarinda transgenik misir iiretiminde
gbzlenmistir (% 13). Transgenik misir diinyada 60.6 milyon hektarda yetistirilmektedir.

Bu miktar 2016 yilinda toplam musir iiretim alaninin % 64’ unu olusturmaktadir.

Transgenik pamugun ekim alan1 2016 yilinda 2015° e gére % 7 azalmakla 22.3 milyon
hektara diismiistiir. Bu tiretimdeki azalma transgenik olmayan pamuk bitkilerinde de

goriinmiistiir ve nedeni dlinya pamuk piyasasindaki fiyatlarin azalmasina atfedilmistir.

Tansgenik kanola tiretimindeki % 1° lik artig ile ekim alan1 2015 yilinda 8.5 milyon
hektardan 2016’ da 8.6 milyon hektara yiikselmistir. Bu artigin nedeni ise ABD, Kanada

ve Avustralya’ daki sofralik yaglara olan marjinal talebin yiikselmesine atfedilmistir.

Ilk olarak 2016 yilinda ticarilestirilmis diisiik-lignin yonca yiizde 15 — 20 verimin
artisgin1 saglamaktadir; ABD’ de yaklasik 1.2 milyon hektar herbisite toleranshi ve
21,000 hektar diisiik lignin i¢eren yonca yetistirilmistir; Kanada’da ise diislik-lignin
yonca yaklasik 1,000 milyon hektarda yetistirilmistir (James 2016).

1996 yilinda ticari {iretimi baslayan genetigi degistirilmis bitkilerin ekim alani gittikge
artmaktadir (sekil 2.4). 1996 yilinda 1.7 milyon hektar olan ekim alan1 2016 yilinda
185.1 milyon hektara ylikselmistir (cizelge 2.3). ISAAA’ nin verilerine gére 2016
yilinda bu bitkiler ticari olarak toplam 26 iilkede yetistirilmektedir (¢izelge 2.4). Diinya
iilkeleri arasinda ABD 72.9 milyon hektar ile en fazla transgenik bitki iiretip Brezilya ve
Arjantin ise sirasiyla 49.1 ve 23.8 milyon hektarla ikinci ve iiglincii sirada yer

almaktalar (James 2016).
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Sekil 2.4 Transgenik bitkilerin diinyada ekim alani (1996-2016)

Cizelge 2.2 Transgenik Bitkilerin Diinyada Ekim Alan1 (1996-2016) (James 2016)

Yil Hektar (Milvon)
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
2012 170.3
2013 175.2
2014 181.5
2015 179.7
2016 185.1
Toplam 2.149.7
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Cizelge 2-3 2015 ve 2016 yillarinda 26 iilkede transgenik bitkilerin tiretim miktarlar
(milyon hektar) (James 2016)

Sira Country 2015 2016
1 ABD* 70.9 72.9
2 Brezilya* 44.2 49.1
3 Arjantin* 24.5 23.8
4 Kanada* 11.0 11.6
5 Hindistan* 11.6 10.8
6 Paraguay* 3.6 3.6
7 Pakistan* 2.9 29
8 Cin* 3.7 2.8
9 Gliney Afrika* 23 2.7
10 Uruguay* 1.4 1.3
11 Bolivya* 1.1 1.2
12 Avustralya* 0.7 0.9
13 Filipin* 0.7 0.8
14 Myanmar* 0.3 0.3
15 Ispanya* 0.1 0.1
16 Sudan* 0.1 0.1
17 Meksika* 0.1 0.1
18 Kolombiya* 0.1 0.1
19 Vietnam <0.1 <0.1
20 Honduras <0.1 <0.1
21 Sili <0.1 <0.1
22 Portekiz <0.1 <0.1
23 Banglades <0.1 <0.1
24 Kosta Rika <0.1 <0.1
25 Slovakya <0.1 <0.1
26 Cek Cumbhuriyeti <0.1 <0.1
Toplam 181.5 179.7

*50,000 hektardan fazla biyotek iiriinleri tireten mega-iilkeler
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Bacillus thuringiensis (Bt) zehir proteinini {ireten transgenik bitkiler bazi Onemli
zararhilar kontrol ederek, insektisit kullanimini1 azaltarak fayda saglamaktadir (Shelton
vd. 2002, Carrie're vd. 2003). Bt iirlinlerinin ticarilestirilmesinden dnce, boceklerin bu
zehir proteinine dayaniklilik kazanacagi bir¢ok bilim adami tarafindan sdylenmistir.
Boceklerin insektisitlere yaygin olarak kazandiklar1 dayaniklilik, laboratuvar
denemelerindeki Bt’ ye karsi kazanilmis dayaniklilik, tarlada Bt ilacinin Plutella
xylostella® ya karsi kullanimi ardindan kazanmis oldugu dayaniklilik bu iddiay:
desteklemistir (Georghiou ve Lagunes-Tejeda 1991, Tabashnik 1994, Shelton vd. 2002,
Ferre” ve Van Rie 2002). Boceklerin dayaniklilik kazanmalarini engellemek amaciyla
siginma stratejisi (refuge strategy) yaygin olarak kabul edilmistir (Tabashink vd. 2003).
Bu stratejiye gore hassas boceklerin korunmasi amaciyla Bt bitkilerinin yanina Bt

olmayan bitkiler ekilmistir.

Diinya Bt pamuk ve misir iiretim miktar1 2011 yilina kadar 66 milyon hektara
ulagmistir. Bt bitkilerinin iiretim artisiyla, direng kazanan bocek tiirlerinin de sayisi
artmaktadir; 2011 yilina kadar bu bdceklerin cins sayist bese artmistir (Tabashnik vd.
2013).

2.5 Zararh Boceklere Kars1 Dayanikh Bitkilerin Uretiminde Kullanilmis Genler

Bakteri kaynakli genler Cry, cyt, vip; bocek kaynakli genler AaHIT (Androctonus
australis hector insect toxin), CYP6AEI4 (P450 mono-oksijenaz), Kitinaz, Proteaz
inhibitorleri ve lektinler (GNA, ACA ve ASAL), Proteinaz inhibitorleri, Alfa-amilaz
inhibitorleri, proteazlar gibi bitki kaynakli genler zararli boceklere karsi dayaniklilik

kazandirmak amaciyla bitkilere aktarilmistir. (Nanasaheb ve Bryony 2012).

2.5.1 Bacillus thuringiensis 5-endotoksinler (Bt)

Gram pozitif Bacillus thuringiensis bakterisi 1902 yilinda, Ishwata tarafindan

Japonya’da kesfedilmistir. Bu bakteri sporiilasyon esnasinda bocek 6ldiiriicii etkisi olan
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kristalize yapilar olusturmaktadir. Bu delta-endotoksin yapilar pro-toksinlerden

olusmaktadirlar. Bt son 40 yilda biyoinsektisit olarak kullanilmistir (Schnepf vd. 1998).

Dogal Bt genlerinde yiiksek A/T oranindan dolay1 bu genlerin bitkilere aktarimindan
sonra ifade seviyeleri diislik goriilmiistiir (1-5 ng/mg). Bu miktarin yilikselmesi i¢in bu
gen modifiye edilip veya tamamen sentetik olarak iretilmistir. Farkli promotorler
kullanarak bu genin ifade seviyesi 100 - 200 ng/mg seviyesine yiikseltilmistir (Palma
vd. 2014).

2.5.1.1 Cry proteinlerinin yapisal bolgeleri

Cry proteinleri ii¢ yapisal bolgeden olusmustur; birinci bolge 7 alfa sarmal (o-helix) ile
proteinin hiicre zarma girisiminden sorumludur. Ikinci bolge ise “Grek anahtarr”
yapisinda 3 adet anti paralel beta katmanindan (B-sheets) olugsmustur. Ugiincii bolge ise
Joleli rol yapisinda iki adet anti paralel beta katmanindan olusmustur. Bu iki bolge

reseptorlerin tanimlanma ve baglanmasindan sorumludur (De Maagd vd. 2001).

2.5.1.2 Cry proteinlerin etki mekanizmasi

Bt 3-endotoksinler protoksin halinde farkli biiytikliikte olan proteinlerden olusmaktalar.
Kristal proteinler veya protoksinler yiiksek pH’ ta bocek orta bagirsaginda ¢oziindiigii
zaman parcalanir ve 65-70 kDa’ luk aktif toksinlere doniisiirler. Aktif toksinler
bagirsagin epitel hiicrelerinde bulunan reseptorlere baglanip hiicre zarinda delikler

olusturarak bu hiicrelerin patlamasina neden olurlar (Palma vd. 2014).

2.5.1.3 Piyasada bulunan ticari transgenik pamuklar

Ticari amagla tiretilmis zararli boceklere dayanikli pamuk bitkisinde alt1 gen CrylAc,
CrylAb, Cry24b2, Cry24e, CrylF, vip3A(a) kullanilmigtir. Bu genler tek veya birlikte

bitkiye aktarilmistir. Bt genlerinin birlestirilmesindeki esas amag, dayaniklilik ve
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etkinligini artirmaktir. Ticari olarak, herbisitlere toleranslh pamuk iiretiminde ise CP4-

EPSPS, ZM-2MEPSPS, Bar ve bxn genleri kullanilmistir (¢izelge 2.4 ve 2.5).

Cizelge 2.4 Ticari transgenik pamuk cesit ve 6zellikleri

Ticari ad Ureten firma Ticari Ozellikler Aktarilmis gen Bocek /herbisit tiirleri
VIPCOT™ Cotton Syngenta Bocege direng vip3A(a) Lepidoptera
WideStrike™ Cotton Dow AgroSciences Bdcege direng CrylF Lepidoptera
LLC
CrylAc
WideStrike™ Roundup Monsanto ve Dow  Herbisite cp4 epsps (aro4:CP4)  Gilifosat,
Ready™ Cotton AgroSciences LLC tolerans & Bocege
direng CrylF Lepidoptera
CrylAc
BXN™  Plus  Bollgard™  Monsanto Herbisite tolerans &  bxn Oxynil
Cotton Bocege direng herbisitlerinin ot
CrylAc oldirici
ozelliklerini
kaldirmak,
Lepidoptera
VIPCOT™ Roundup Ready Syngenta ve  Herbisite cp4 epsps (aroA:CP4)  Gilifosat,
Flex™ Cotton Monsanto tolerans & Bocege
direng vip3A4(a) Lepidoptera
CrylAb
Bollgard® IIT Monsanto Bocege direng vip3A(a) Lepidoptera
CrylAc
Cry24b2

14



Cizelge 2.5 Ticari transgenik pamuk cesit ve 6zellikleri (Bakhsh vd. 2015)

Ticari ad Ureten firma Ticari Ozellikler Aktarilmis gen Bocek /herbisit tiirleri
K1 JK Agri Genetics Bocege direng CrylAc Lepidoptera
Ltd (Hindistan)
Glytol™ x Twinlink™ Bayer CropScience Herbisite 2mepsps Gilifosat,
tolerans & Bocege
direng CrylAb lepidoptera
Cry24e
Fibermax™ Liberty Link™  Bayer CropScience Herbisite bar Glifosinat,
Bollgard II™ tolerans & Bocege
direng CrylAc Lepidoptera
Cry24b2
Bollgard™ Cotton Monsanto Bocege direng CrylAc Lepidoptera
Roundup Ready™ Bollgard Monsanto Herbisite cp4 epsps (aroA:CP4)  Gilifosat,
II™ Cotton tolerans & Bocege
direng Cry24b2 Lepidoptera
CrylAc
Bollgard™ Cotton, Ingard™ Monsanto Bocege direng CrylAc Lepidoptera
Bollgard® III x Roundup Monsanto Herbisite cp4 epsps (aroA:CP4)  Gilifosat,
Ready™ Flex™ tolerans & Bocege
direng vip34(a) Lepidoptera
CrylAc
Cry24b2
Roundup Ready™ Bollgard™  Monsanto Herbisite cp4 epsps (aroA:CP4)  Gilifosat,
Cotton tolerans & Bocege
direng CrylAc Lepidoptera
TwinLink™ Cotton Bayer CropScience Herbisite  tolerans  CrylAb Glifosinat,
& Bocege direng
Cry24e Lepidoptera
bar
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2.5.2 Lektinler, kaynak ve etkileri

Sekonder metabolitlerin bir gurubu olan lektinler bitkiden beslenen boceklere karsi
dayaniklilik saglar. Lektinler bdceklerin bagirsak hiicrelerinde pargalanmaya,
mikrovililerin gismesi veya epitel hiicrelerin uzamasi ile bagirsak liimeninin
kapamasina, amino asit ve demir metabolizmasinin engellenmesiyle boceklere zarar

verip onlarin bitkiden beslenmelerine engel olurlar (Chougule ve Bonning 2012).

Bitkisel lektinlerin bircogu bocek-karsiti potansiyeline sahipler. Lektilerin g¢ogu
bdceklerin gelisme ve ¢ogalmalarini olumsuz yonde etkileyip bazilar ise gliglii bocek
Oldiiriicii 0zelligine sahipler. Bazi arastirma sonuglarina gore lektinler beslenme ve
ovipozisyon faaliyetler ilizerine caydirici etki birakirlar. Genelde yutulmus lektinler
bocek bagirsaginin bazi bolgelerine baglanirlar. Ayrica, GNA lektin gibi bazilarn
bagirsak epitelinden hemolimf ve diger dokulara gegerler (Michiels vd. 2010).

Lektinler en az bir katalitik olmayan bolgeye sahip olan protein molekiilleridir, bunlar
ters olarak 6zel karbonhidratlara baglanirlar; bu karbonhidratlar basit monosakkaritler
veya daha karmagik gelikanlar olabilirler (Peumans ve Van Damme 1995). Klasik bitki
lektinleri genelde yogun olarak tohum, kabuk ve soganlarda bulunurlar. Bu proteinlerin
tam islevi heniliz aydinlatilamamis olsa da, yiiksek konsantrasyon ve kaynak dokulari,
onlarin depolama proteinleri olduklarin1 6nermektedir. Ayrica, bitkilerden beslenen
bocekler ve patojenlere karsi savunma molekiilleri olarak goérev yapmaktadirlar

(Michiels vd. 2010).

Son yirmi yilda, bitkilerde devamli olarak {iretilen birgok Ilektin molekiilleri
tanimlanmistir. Bu lektinler cesitli yap1 ve seker 6zelliklerine sahipler. Bunlarin yaninda
son yillarda, indiiklenen ifadeye sahip lektinler bulunmuslardir. Tiim bu lektinler 12
familyada siniflandirilmistir (Van Damme vd. 2008). Lektinlerin ifadeleri tuz stres
kosullarinda (Zhang vd. 2000), patojen bulasmasinda (Qin vd. 2003), jasmonik asit
muamelesinde (Lannoo vd. 2007) ve boceklerin bitkiden beslenmesinde (Subramanyam
vd. 2008; Vandenborre vd. 2004 a, b) uyarilmaktadir. Depolanan klasik lektinlerin

aksine indiiklenen lektinler ¢ogu zaman bitki hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda
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yerlesmektedir. Bu lektinlerin ifade seviyeleri devamli ifade olunan lektinlere gére daha

diisiiktiir (Michiels vd. 2010).

Bitkisel lektinler boceklerin {ireme ve biiyiimeleri lizerine agir etki birakmaktadirlar.
Aragtirmalara gore GNA lektin en ¢ok bdcek-karsiti potansiyele sahiptir (Rahbe vd.
1995). Ayrica mannoza baglanmayan lektinlerin de insektisit faaliyetlerine sahip

olduklar1 belirlenmistir (Michiels vd. 2010).

GNA lektin mannoza 6zel olarak baglanan bir lektindir. Ilk Hemiptera boceklerine kars
etkiye sahip olan bitkisel lektin olarak ve kolay saflastirmasina gore bir¢ok caligmada
incelenmistir (Shi vd. 1994; Hilder vd. 1995). Bu lektin 6zel olarak yiiksek-mannozlu

glikanlarin terminal mannoz kalintilarina baglanir (Michiels vd. 2010).

GNA’ nin hemipteran ve lepidopteran zararlilari iizerine negatif etkisi belgelenmistir,
ancak etki derecesi lektin yogunlugu ve bocek tiiriine gore degismektedir (Wang vd.

2005; Setamou vd. 2002).

Galaktoza 6zel baglanan Amaranthus caudatus lektini (ACA) bezelye yaprak biti
tizerine (4. pisum) yliksek zehirli etki birakmaktadir (Rahbe vd. 1995). Wu vd. (2006)
transgenik pamuk {izerinde beslenen pamuk bitinin (Aphis gossypii Glover)

popiilasyonunun biiyiimesinde ACA ' nin engelleyici etkisi oldugunu agiklamistir.

Mannoz/glukoza 6zel baglanan baklacik (jackbean) lektini (ConA), A. pisum bdcegi
tizerine yiiksek zehirli etki birakmaktadir (Rahbe vd. 1995). Bu lektinin 6limciil ve
negatif etkileri Lepidoptera ve Hemiptera tiirleri lizerinde de belirlenmistir (Fitches vd.

2001; Gatehouse vd. 1999; Sauvion vd. 1996).

Saha vd. (2006 a, b) arastirma sonuglarina gore geltik bitkisinde ifade olan sarimsak
yaprak lektini (ASAL) olumsuz sekilde N. virescens ve N. lugens boceklerinin lireme ve

canliligini etkilemistir. Sonuglara gore GNA lektin S. furcifera’ ya kars1 daha etkili iken
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ASAL lektin N. virescens ve N. lugens’ e kars1 daha etkili goériinmiistiir. ACA lektininin
en fazla zehirli etkisi L. erysimi’ ye kars1 belirlenmistir (Michiels vd. 2010).

GNA, NPA ve ASAL lektinleri 6zel mannozlara baglanarak etki birakmaktalar. Yapay
diyet denemeleri sonuglarina gére GNA nimfalarin biiylime ve gelismelerinde en fazla
toksik etkiyi gosterdigi belirlenmistir. GNA lektin 1500 ug/ml yogunlugunda nimfalarin
% 42’ sinin 6liimiine neden olmustur. NPA (Narcissus pseudonarcissus agglutinin) ve
ASA (Allium sativum agglutinin) 10-1500 mg/ml yogunlugunda diyetlerde Onemli

derecede 6liime sebep olmustur (Sauvion vd. 1996).

Bitkisel lektinler heterojen protein olduklarindan dolay1 farkili biyokimyasal 6zelliklere
sahip olup 6zel karbonhidratlara baglanirlar. Kardelen bitkisinden elde edilen agglutinin
lektin (GNA) 50 kDa’ luk bir tetramerik protein yapisina sahip olmaktadir (Vandamme
vd. 1987). Bu protein dort homojen alt birimden olugmiistiir. Bu lektin alfa-D-mannoz
gurubuna baglanmakta benzersiz 6zellilege sahiptir (Shibuya vd. 1988). Kristalografik
caligmalarinin sonuglarma gore 12 baglanma noktasina sahip olan bu protein diger

lektinlerden farkli olmaktadir (Hester vd. 1995).

Bt proteinlerinin etkili olmadiklar1 sokucu-emici boceklerde, GNA lektin Homoptera
boceklerine karsi dayaniklilik verip gen aktarim ¢alismalarinda kullanilmistir (Shelton
vd. 2002). Homopterlerin yaninda Lepidoptera (Fitches ve Gatehouse 1998; Se’tamou
vd. 2002 a, 2003), ve Cloeoptera (Nutt vd. 1999) gibi bocekler lizerine de GNA lektinin

etkisi belirlenmistir.

Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan lektinler
karbonhidratlara baglanma 6zelliklerine sahip olan proteinlerdir (Glynn vd. 1990;
Kilpatrick vd. 2002; Van damme vd. 2008). Bu proteinler katalitik olmayan
bolgelerinden ters olarak 6zel monosakaridlere ya da karmasik glikanlara baglanip ve
biyolojik fonksiyonlarini gergeklestirirler (Peumans ve Vandamme 1995). Lektinler
bitki biiylime diizenlenmesi (Howard vd. 1972), gelismesi (Brill vd. 2001), tohum
depolanmast (Huang vd. 2006), zararlilar ve patojenlere karst savunmasinda rol

almaktadir (Rodrigues Macedo vd. 2003; Luo vd. 2007). Lektinlerin farkli baglanma
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Ozellikleri ve memelilere karsi zehirli etkileri belirlenmistir. Lektinler fasulye, bugday,
patates, muz, kardelen, sogan, pirasa ve sarimsak gibi bitkilerde bulunmaktalar. Mannoz
karbonhidratina baglanan Galanthus nivalis agglutinin (GNA), Hemiptera bdceklerine
kars1 zehirli etkiye sahiptir. Bu gurubun lektinleri (sogan, sarimsak ve pirasa)
memelilerde oral zehirlenme yapmazlar; bu lektinlerin ham ya da islenmis hali
bulundugu yiyeceklerde zararli degildir (Peumans vd. 1996). GNA lektin sadece
terminal o-1-3-baglantili mannozlara baglanir. Bu a-1-3-baglantili mannoz kalintilari
memelilerin ince bagirsaklarinin zarlarinda bulunmamaktadir. Fare iizerine yapilmis
calismalara goére GNA lektinin zehirli etkisi tespit edilmemistir (Pusztai vd. 1995;
Vandenborre et al. 2011). Lektinlerin bocek bagirsaginin epitelyumuna baglanmasi
zehirlenmenin ~ 6nkosuludur.  Lektinler bodcegin  bagirsak  zarinda  bulunan

glikoproteinlere baglanarak bdcegin fizyolojik islevlerinde engel olusturur.

GNA lektin, bezelye yaprak bitlerinin zara sabitlenmis aminopeptidaz-N (APN)
enzimlerine baglanir (Cristofoletti vd. 2006); APN mannoz ile glikozile olduktan sonra
GNA’ nm 6zel baglantisindan dolayr (mannoz baglantis1) kalici olarak kalmaktadir
(Rahbe vd. 1993). N.lugens ve S.littoralis boceklerinde GNA, ferritinin altbirimine
baglanip ve demir metabolizmasini engeller (Du vd. 2000; Sadeghi vd. 2008); ayrica
GNA bilinmeyen mekanizmalar ile bagirsak epitelyumundan gegis yapip zarar vermesi
gozlenmistir (Fitches vd. 2001). Bunlarin yaninda yutulmus GNA lektin, N./ugens
boceklerinin yag yapilari (fat body), ovariyolar ve hemolenflerinde gozlenmistir (Powell

vd. 1998).

Tarla bitkileinde yapilmis gen aktarimi caligmalarinda, cizelge 2.6, 2.7 ve 2.8° te
belirtildigi gibi, bocek zararlilarina dayaniklilik kazandirmak amaciyla Bt ve lektin
genleri kullanilmigtir. Yapilmis c¢alismalarin sonucuda aktarilmis genlerden dolay1
lepidoptera, homoptera, coleoptera ve hemiptera zararlt boceklerine karsi direng

saglanmustir.

Perlak vd. (1990), pamuk bitkisine aktarilmis CryAc ve CrylAb genlerinin etkilerini
incelemiglerdir. Bu genler CaMV 35S kontrolu altinda ifade edilmistir. Agrobacterium

tumefaciens araciligiyla pamugun hipokotil eksplantlarina gen aktarilmistir. Aday

19



transgenik bitkiler rejenerasyon ortamlarindaki kanamisin huzurunda gelismeye devam
etmigler. Transgenik bitkilerin Helicoverpa zea ve Spodoptera exigua zararl

boceklerine kars1 dayanikliliklart bildirilmistir.

McCabe ve Martinell (1993), tarafindan yapimis ¢alismada Cry2Ab ve gusA genleri
CaMV35S promotorii kontrolu altinda pamuk bitkisine aktarilmigtir. Hazirlanmis gen
kasetleri partikiil bombardimani araciligiyla embriyo eksplantlarina aktarilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, transgenik pamuklarin Heliothis viscerens, H. zea, ve Spodoptera

frugiperda boceklerine kars1 direngleri saptanmustir.

Thomas vd. (1995), Manduca sexta’ nin proteaz inhibitor genini, CaMV35S ve Ppc-1
promotorleri kontrolu altinda pamuk bitkisine aktarmiglar. Hazirlanmis plazmid A.
tumefaciens araciligtyla kotiledon eksplantlarina aktarilmistir. Aday transgenik
bitkilerin seleksiyonu ic¢in kanamisin antibiyotii rejenerasyon ortamlarina ilave
edilmistir. Caligma sonuglarina gore transgenik pamuk bitkilerinin Bemisia tabaci

bocegine karsi direnci belirtilmistir.

Majeed vd. (2000) calismasinda, CaMV35S-Cryl4b gen kaseti pamuk bitkisine
aktarilmistir. Hazirlanmis plazmid A. tumefaciens yontemiyle pamugun olgun
embriyolarina aktarilmistir. Rejenerasyon ortamlarinda seleksiyon yapilmasi igin
kanamisin ilave edilmistir. Elde edilmis sonuglara gore, transgenik pamuk bitkilerinde
Cry proteini 100-120 ng/mg konsantrasiyonunda tiretilmistir. Helicoverpa amigera
larvalarinin transgenik bitklerin iizerinde beslenmesinden dolay1 boceklerde % 44 — 89

olim gozlenmistir.

Singh vd. (2004) calismasinda, Cry/EC geni CaMV35S promotorii kontrolliiglinde
pamuk bitkisine aktarilmistir. Inokiilasyon ardindan hazirlanmis plazmid 4. tumefaciens
araciligiyla hipokotil eksplantlarina aktarilmigtir. Elde edilen sonuglara gore, transgenik
pamuklar S. litura larvalarina karst dayanikliliklar1 saptanmistir. Yapraklar izerine

beslenen larvalarda %100 6liim gozlenmistir.
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Leelavathi vd. (2004) tarafindan yapilmis calismada, CaMV35S-Crylla5 gen kaseti A.
tumefaciens araciligiyla pamuk embriyonik kaluslarina aktarilmistir. Rejenerasyon
kanamisinli ortamda gerceklestirilmistir. Bu calisma H. armigera zararli bocegiyle
miicadele etmek amactyla yapilmistir. Southern blot analiz sonuglarina gore bitkilerin %

83’ {iniin transgenik oldugu belirtilmistir.

Wu vd. (2005) calismasinda, CrylAc ve API-B genleri CaMV35S promotorii kontrolii
altinda pamuk bitkisine aktarmistir. Embriyonik kalus dokularina gen aktarimi, A.
tumefaciens araciligiyla yapilmistir. Transgenik aday bitkilerin rejenerasyonlari
kanamisin i¢eren ortamlarda saglanmistir. Elde edilen sonuglara gore, transgenik pamuk

bitkileri lizerinde beslenen H. armigera larvalarinda % 95.8 - 100 6liim gozlenmistir.

Wu vd. (2006), pamuk bitkisinde Aphis gossypii Glover bdceginin hasarmi diistirmek
amactyla ACA lektin genini CaMV35S promotdrii yaninda klonlayip, 4. tumefaciens
araciligiyla hipokotil eksplantlarina aktarmislar. Transgenik aday bitkiler kanamisinli
ortamlarda gelistirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, transgenik pamuk bitkileri

izerinde beslenen bitlerin liremesinde % 64.5 diisiis gdzlenmistir.

Guo vd. (2007) tarafindan yapilmis calismada, H. armigera larvalarina Kkarsi
dayaniklilik kazandirmasi amaciyla, Crylc, Cry2A ve Cry9c genleri Ubil promotorii
kontrolii altinda pamuk bitkisine aktarilmistir. Hipokotil eksplantlarina gen aktarimi A.
tumefaciens araciligiyla yapilmistir. Transgenik bitkiler T-DNA {izerinde bulunan BAR
geninden dolay1 seleksiyon ortamlarinda fosfinotrisin huzurunda gelismisler. Elde
edilen sonuglara gore transgenik bitkilerin % 80’ ninin bocek denemelerinin sonucu

olumlu bildirilmistir.

Katageri vd. (2007) ¢alismasinda, CaMV35S-CrylAc gen kaseti A. tumefaciens
araciligiyla pamuk siirgiin apikal meristem hiicrelerine aktarilmigtir. Doku kiiltliriindeki
aday transgenik bitkilerin seleksiyonu igin ortama kanamisin ilave edilmistir. Bu
caligmada transgenik pamuk bitkilerinin H. armigera larvalarina kars1 6nemli derecede

dayaniklilik kazanmalar1 bildirilmistir.
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Rashid vd. (2008) pamuk bitkisinde, H. armigera zararli bocegine kars1 dayaniklilik
kazandirmak amaciyla, CrylAc ve Cry2A4 genlerini CaMV35S promotorii yaninda
klonlayip, olgun embriyo eksplantlarina aktarilmistir. Gen akatarimi A. tumefaciens
bakterisi ile yapilmistir. Transgenik bitkilerin rejenerasyonu kanamisin iceren
ortamlarda gerceklesmistir. Elde edilen sonuglara gore, transgenik bitkiler iizerinde

beslenen larvalarda % 75 - 100 6lim gozlenmistir.

Wu vd. (2008) c¢alismasinda, H. armigera bocegine kars1 dayaniklilik kazandirilmasi
amaciyla, CaMV35S-4aHIT gen kasetinin pamuk bitkisine aktarilmasi hedeflenmistir.
A. tumefaciens araciligiyla gerceklestirilmis gen aktarimi ardinda bitki rejenerasyonu
kanamisinli ortamlarda yapilmistir. Bu ¢alismada, hipokotil eksplantlarina gen
aktarilmistir. Bocek denemeleri sonuglarina gore, H. armigera larvalarin % 44 — 98’

inde 6liim gozlenmistir.

Tohidfar vd. (2008) calismasinda, CaMV35S-Cryldb gen kaseti A. tumefaciens
araciligtyla pamuk hipokotil eksplantlarina aktarilmistir.  Bitkilerde seleksiyon
yapilmas1 amaciyla rejenerasyon ortamlarina kanamisin ilave edilmistir. Bocek
denemeleri sonuglarina goére H. armigera larvalarinin % 80 — 100’ {inde olim

gozlenmistir.

Kumar vd. (2009) tarafindan yapilmis c¢alismada, CaMV35s(r)PR-1a-CrylEc geni
pamuk bitkisine aktarmistir. Gen aktariminda 4. fumefaciens bakterisi kullanilmustir.
Pamuk bitkisinin kotiledon ve hipokotil dokular1 gen aktariminda kullanilmustir. inokiile
edilmis bitkilerin rejenerasyonu kanamisin igeren ortamlarda saglanmistir. Uretilmis
transgenik bitkiler {izerinde beslenmis Spodoptera litura larvalarinin % 100’ iinde 6lim

gbzlenmistir.

Dunse vd. (2010), pamuk bitkisinde H. armigera ve H. punctigera bdceklerinin
olusturdugu zarar1 engellemek amaciyla, NaPIl ve StPinlA genlerini CaMV35S
promotorii kontrolii altinda hipokotil eksplantlarina aktarmislar. Gen akatarimi A.
tumefaciens bakterisi ile yapilmistir. Gen aktarimi ardindan rejenerasyon kanamisin

iceren ortamlarda gergeklesmistir. Elde edilen sonuglara gore, NaPIl ve StPinlA
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genlerinin transgenik bitkilerde birlikte bulunmalar, H. armigera ve Helicoverpa

punctigera larvalaria kars1 daha dayanikli olduklar1 saptanmaistir.

Liu vd. (2013) tarafindan yapilmis ¢alismada, GNA ve CrylAc genleri pamuk bitkisine
aktarilmistir. GNA geni Mas-uas (mannopine synthase upstream activating sequence)
promotdrii ve CrylAc geni ise CLCu viriisiiniin replikasyon proteinin promotdrii
kontrolii altinda ifade edilmistir. Gen aktarimi polen tup yolagi yontemi araciligiyla
yapilmistir. Aday transgenik bitkilerin rejenerasyonu kanamisin iceren ortamlarda
yapilmistir. Bocek denemeleri sonuglarina gore transgenik bitkiler Aphis gossypii
Glover boceklerinin iiremelerini 6nemli derecede engellemistir; H. armigera larvalar

tizerinde ise % 7 — 95 o6liimciil etki birakmustir.

Li vd. (2014) calismasinda, Cry9C genini A. tumefaciens araciligiyla pamuk bitkisine
aktarilmistir. Gen aktariminda, nptll geni kullanmilmistir. Cry9C genini igeren pamuk
bitkileri CrylAc igeren hatlara gore H. armigera’ ya karsi orta derecede toksik etki
gosterdigi halde, S. litura’ ya kars1 siddetli toksik oldugu bilinmektedir. Bocek
zararlilarma kars1 direnci arttirmak amaciyla, gen piramitleme stratejisi kullanilip
Cry9C ve Cry24 veya CrylAc genleri pamuk bitkisinde birlestirmistir. Melezleme
sonucunda elde edilmis pamuk bitkilerinin H. armigera ve S. litura’ ya Xkarsi

dayanikliligr artirilmistir.

Awan vd. (2015) ¢alismasinda, CrylAc ve Cry2A genleri ve GTGene (CP4-EPSPS) iki
ayr1 konstraktta pamuk bitkisine aktarilmistir. Gen aktariminda pamuk bitkisinin olgun
embriyolar1 kullanilmigtir. Gen aktarimi1 A. tumefaciens araciligiyla yapilmistir.
Transgenik bitkilerinin yapraklar1 {izerinde beslenen H. armigera larvalarda % 100
Olmii gozlenmistir. CP4-EPSPS geninin etkisini incelemek amaciyla, 3 aylik TO
bitkileri glifosate herbisiti ile sprey yapilmistir. Herbisit uygulamasindan {i¢ giin sonra
yabani otlar herbisitten olumsuz etkilenirken, transgenik pamuk bitkileri tolerans

gostermistir.

Anayol vd. (2016), CrylAc toksik protein {iiretimini bdcegin 1sirdigr bolgelere
kisitlamak amaciyla, CrylAc genini AoPR1 promotorii yaninda klonlayip, A4.
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tumefaciens araciligiyla pamuk olgun embriyolarinin apikal meristem hiicrelerine
aktarmiglar. Aday transgenik bitkilerin seleksiyonu fosfinotrisin iceren ortamlarda
yapilmustir. Elde edilmis sonuclara gore transgenik bitkiler lizerinde beslenen S. exigua

larvalarinda % 73 - 97 6liim gozlemlenmistir.

De Oliveira vd. (2016) tarafindan yapilmig ¢alismada, 35s-Cryllal2 gen kaseti pamuk
bitkisine aktarilmistir. Gen aktariminda polen tiip yolu teknigi kullanilmistir. Gen
aktariminda nptll geni kullanilmustir. T1 transgenik bitkiler, Spodoptera frugiperda
larvalarinda % 40 o6liime neden olmustur; ayrica kontrol bitkilere gore boceklere
gelismesinde Onemli derecede gecikme gozlenmistir (30 kat). Transgenik bitkiler
tizerinde beslenen Anthonomus grandis yetiskinlerinin ortaya ¢ikmasinda % 60 azalma

gbzlenmistir.

Chen vd. (2017) pamuk bitkisi lizerindeki ¢alismasinda, CrylAc ve Vip3AcAa genleri
piramitleme yapilip S. litura, S. exigua ve Agrotis ipsilon boceklerine kars1 dayaniklilik
kazandirilmistir. Bu bitkiler iizerinde beslenen boceklerin 6liim yiizdeleri kontrol ve Bt-
CrylAc bitkiler iizerinde beslenenlere gore onemli derecede artmustir. Elde edilmis
sonuglarina gore, Vip3AcAa geni piramitleme stratejisinde Onerilebilecek bir opsiyon

olarak sunulmustur.
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Cizelge 2.6 Boceklere dayanikli transgenik bitki {iretim caligmalarinin bazilar;
aktarilmis gen ve bitkiler (Bakhsh vd. 2015)

Bitki Aktarilmis gen Zararh bocek Cahsma
Pamuk CrylA(a) Lepidoptera Perlak vd. 1990
CrylA (b) Homoptera Majeed 2005
CrylA (c) Tohidfar vd. 2008
Cryll4 Khan vd. 2011
CrylEC Bakhsh vd. 2012
Potato inhibitor Pushpa vd. 2013
GNA Anayaol vd. 2016
CrylAc Bakhsh vd. 2016
Patates/tatli patates Cry34a Coleoptera Peferoen vd. 1990
CrylA (c) Lepidoptera Cheng vd. 1992
Cowpea trypsin inhibitor Adang vd. 1993
GNA Perlak vd. 1993
Newell vd. 1995
Moran vd. 1998
Soya CrylA(b) Lepidoptera Parrott vd. 1994
CrylA(c) Dufourmantel vd. 2005
Dang vd. 2007
Celtik CrylA(b) Lepidoptera Fujimoto vd. 1993
CrylA(c) Waunn vd. 1996
Pinll Cheng vd. 1998
CrylC Bashir vd. 2005
sbk+sck Tang vd. 2006
Zhang vd. 2013
Misir Cry3Bbl Lepidoptera Koziel vd. 1993
CrylAb Vaughn vd. 2005
CrylAb (MONS10) Gassmann vd. 2011
Cryl9c
Kanola CrylA (c) Lepidoptera Tabashnik vd. 1993
Stewart vd. 1996
Ramachandran vd. 1998
Halfhill vd. 2001
Nohut Cryl4 (c) Lepidoptera Sanyal vd. 2005
Cry24a Indurker vd. 2007
CrylA (c) + CrylA (b) Acharjee vd. 2010
Mehrotra vd. 2011
Domates CrylA (c) Lepidoptera Mandaokar vd. 2000
CrylA (b) Kumar vd. 2004
Koul vd. 2014
Yonca Cry3a Coleoptera Tohidfar vd. 2013
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Cizelge 2.7 Boceklere dayanikli transgenik bitkilerde aktarilmis lektin genleri ve etkileri

(Bakhsh vd. 2015)

Bitki Gen Bocek Uygulanmis yontem ve Sonucg Cahsma
eksplant
Celtik  GNA Nilaparvata Protoplast ve Olgunlasmamis BPH’ in hayatta kalma Rao vd. 1998
lugens; BPH embriyo/ Elektroporasyon ve ve  dogurganlifinda
pargacik bombardimani azalma
Celtik  GNA Sokucu emici Olgun embriyo/ Pargactk BPH ve Bakteri blight Tang vd. 1999
bocekler, BPH bombardimant hastaligina kars1
direng
Celtik GNA Sokucu emici  Olgunlagsmamis embriyo/ BPH ve GLH Foissac vd. 2000
bocekler, BPH Parcacik bombardimani boceklerine kars1
ve GLH direng
Celtik  GNA Sokucu emici Olgun embriyo/ parcactk GNA geninin ifade Wu vd. 2002
bocekler, SBPH bombardimani seviyesi total proteinin
%0.3* 1
Celtik  GNA Sokucu emici Embriyogenik kalus/ BPH ve GLH Nagadhara  vd.
bocekler, BPH Agrobacterium tumefaciens boceklerine karst 2003
ve GLH 6nemli direng
Celtik  GNA Sokucu emici Embriyogenik kalus/  BPH, GLH ve WBPH Ramesh vd. 2004
bocekler, BPH, Agrobacterium tumefaciens boceklerine kars1
GLH ve WBPH onemli direng
Celtik  ASAL Sokucu emici  Scutellar kalus/ BPH ve GLH Saha vd. 2006
bocekler, BPH  Agrobacterium tumefaciens boceklerinin - hayatta
ve GLH kalma ve
dogurganliklarinda
azalma
Celtik  ASAL Sokucu emici Embriyogenik kalus/ BPH, GLH ve WBPH  Yarasi vd. 2008
bocekler, BPH, Agrobacterium tumefaciens boceklerine kars1
GLH ve WBPH direng
Celtik  ASAL Sokucu emici  kalus/ Agrobacterium  BPH ve GLH Sengupta vd.
bocekler, BPH tumefaciens boceklerinin - hayatta 2010
ve GLH kalma ve
dogurganliklarinda
onemli azalma
Celtik  DB1/G954-  Sokucu emici  kalus/ Agrobacterium  BPH’ in hayatta kalma  Yoshimura  vd.
mALS bocekler, BPH tumefaciens ve  dogurganliginda 2012
azalma
Celtik  ASAL BPH Embriyogenik kalus/ BPH’ e karst 6nemli Chandrasekhar
Agrobacterium tumefaciens direng vd. 2014
Hint WGA-B Hardal Biti Hipokotil/ Agrobacterium  Hardal Bitinin hayatta Kanrar vd. 2002
hardal tumefaciens kalma ve

dogurganliginda

azalma
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Cizelge 2.8 Boceklere dayanikli transgenik bitkilerde aktarilmis lektin genleri ve etkileri
(Bakhsh vd. 2015)

Bitki Gen Bocek Uygulanms yontem ve Sonu¢ Calisma
eksplant
Hint ASAL Hardal Biti Hipokotil kaynakli kalus/ Hardal Bitine kargt ~ Dutta vd. 2005
hardali Agrobacterium tumefaciens o6nemli direng
Hint ACA, Hardal Biti Apikal meristem/ Hardal Bitinin  Hossain vd. 2006
hardali  ACA- ASAL Agrobacterium tumefaciens hayatta kalma ve
dogurganliginda
azalma
Hint ASAL Hardal Biti Agrobacterium tumefaciens Hardal Bitine kars1  Bala vd. 2013
hardal direng
Patates  ConA Seftali- Patates  Yaprak pargalar/  Yaprak bitine Gatehouse  vd.
Biti Agrobacterium tumefaciens kars1 koruma 1999
Bugday GNA Tohum Biti Kalus/ Parcacik bombardimant  Bitlerin Stoger vd. 1999
dogurganliklarinda
azalma
Misir GNA Misir Yaprak  Olgunlagsmamis embriyo  Bitlerin Wang vd. 2005
Biti kaynakli embriyonik kalus/ dogurganliklarinda
Agrobacterium tumefaciens azalma
Nohut  ASAL Nohut Biti Tek embriyo & yarim embriyo/ Bitlerin ~ hayatta  Chakraborti vd.
Agrobacterium tumefaciens kalma ve 2009
dogurganliklarinda
azalma
Pamuk ACA Pamuk Biti Agrobacterium tumefaciens Bite kars1 direng Wu vd. 2006
Pamuk  ASAL Jassid ve Agrobacterium tumefaciens Jassid ve Vajhala vd. 2013
Beyazsinek Beyazsineke karsi

dayaniklilik
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Pamuk bitkisine gen aktarimi ¢alismasinda ¢esit se¢iminde bitkisel ozellikler, in vitro’
da rejenerasyon kabiliyeti ve gen aktarimi frekansi gibi faktorler géz oniine alinmistir.
GSN-12 bir melez ¢esidi olarak verim, makineli hasada uygunluk ve lif 6zellikleri
bakimindan gelistirilmistir. Islah edilmis GSN-12 ¢esidi, yliksek verim potansiyeli
sayesinde, kuraklik stresinden olusabilecek verim kayiplarmni tolere edebilmektedir
(Bozbek, 2008). Ayrica, yiiksek gene aktarimi ve rejenearsyon kabiliyetinden dolay1
(Anayol, 2016), GSN-12 pamuk c¢esidi ve tohumlar1 Nazilli Pamuk Arastirma

Enstitiisiinden temin edilmistir.

Hazirlanan pGTGNAoCIAC ve pGTGN35C1AC kasetlerin caligmalarini incelemek
amactyla pamuk Oncesi tiitiin gen aktarimi planlanmistir. Tiitiin bitkisinde gen aktarimi
calismas1 icin Samsun Canik c¢esidi kullanilmistir. Bu ¢esidin tohumlar1 Ankara

Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii tarafindan saglanmustir.

GNA lektin gen izolasyonu i¢in Ankara ilinde kis mevsiminde dogal yetisen kardelen
(Galanthus nivalis) bitkisi toplanmistir (Sekil 3.1). Gen izolasyonu i¢in bitki yapraklar

s1v1 azotta dondurulup, — 80 ‘C’ de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1 Dogadan toplanmis kardelen bitkisi (Galanthus nivalis)
(Kaynak: Orjinal)

3.1.2 Genler ve kaynaklan

GNA lektin geni Galanthus nivalis bitki yapraklarinda izole edilmistir. Pakistan CEMB
arastirma merkezinde kodonlar1 optimize edilmis CP4-EPSPS geni, Yrd. Dog. Dr. Allah
Bakhsh tarafindan saglanan plazmit iizerinden izole edilip ve ifade vektoriinde altklon
yapilmustir. CrylAc geni promotdr ve terminatdriyle birlikte (AoPR1-CrylAc-CAMV
ve 35S-CrylAc-CAMYV gen kasetleri) pJIT61-CrylAc vektoriinden izole edilip ve ifade
vektdriinde altklon yapilmistir. pJIT61-CrylAc vektorii TUBITAK Marmara Arastirma
Merkezinden (Dog. Dr. Selma Giilbitti-Onaric1) temin edilmistir.

3.1.3 Bakteriler

Klonlama asamalar1 E. coli bakterisinin DH5a ve JM109 suslar1 ve A. tumefaciens

bakterisinin EHA105 susunda yapilmustir.
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3.2 Yontem

3.2.1 GNA geninin izolasiyonu ve pCAMBIA 1301 vectoriinde altklonlamasi

3.2.1.1 GNA dizi incelemesi ve biyoinformatik calismalar:

Literatiirdeki bulunan GNA dizileri arastirilip ve farkli uzunlukta olan niikleotid dizileri
toplanmistir. Yapilmis caligmalara gore GNA geninin 477 ¢ift bazinin trettigi lektin
bocek kontrolii icin yeterli sayilmaktadir. NCBI data bankasinda bulunan 477 ¢b GNA
niikleotid dizileri toplanmis ve incelemeye alinmistir (Erisim No: M55555.1, M55556.1,
M55557.1, MS55558.1, MS55559.1, AF413083.1, AF413084.1, AF413085.1,
AF413086.1 ve AF413087.1). Se¢ilmis dizilerin birbiriyle uyusmalarini incelemek igin
Clustalx 2.0 yaziliminda siralama (alignment) yapilmistir. Gen dizisinin baglama/durma
kodonlarim1 dikkate alarak spesifik primerler tasarlanmistir. Niikleotid dizisi iizerine,
Webcutter 2 yazilimindan faydalanarak kesme enzim incelemeleri yapilmistir.
Primerlerin 5° uglarina Xhol kesme enzim dizisi ilave edilmistir. Enzimin kesme
yerinde oturup ve ¢alisabilmesi amaciyla kesme yerlerinin 5’ {li¢larina ii¢ niikleotid daha
ilave edilmistir (¢izelge 3.1). Tasarlanmig primerlerin GC orani, primer dimer olusumu,
Tm ve dongii olusturma olasiliklarini incelemek icin Primer3 ve Oligo7 yazilimlari
kullanilmigtir. Tasarlanmis spesifik perimerlerin bitki genomunda diger lokuslara
baglanabilecegini incelemek i¢in NCBI-BLAST yazilimi kullanilmistir. Primerler

iiretim i¢in IDT Inc. sirketine siparis edilmistir.

Cizelge 31 Kardelen bitkisinden GNA izolasyonu amaciyla tasarlanmis primer ¢iftleri

Primer Primer ad1 Primer dizisi

1. cift fgnaext 5’AACCTCGAGATGGCTAAGGCAAGTCTCC 3’
rgnaext 5’ACCCTCGAGTCATTACTTTGCCGTCAC 3’

2. ¢ift fgnanoe 5’ATGGCTAAGGCAAGTCTCC 3°
rgnanoe S’TCATTACTTTGCCGTCACAA 3’
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3.2.1.2 Bitki yapraklarindan total RNA’ nin izole edilmesi

Kardelen bitkisinden GNA geninin izole edilmesi icin ilk asamada total RNA’ nin
izolasyonu gerekmektedir. RNA izolasyonunda dikkate alinmasi gerekmekte olan
prensiplerden biri RNase enziminin bulunmadigi kosullarda caligmaktir. Kullanilmis
tiim malzeme ve aletler ¢alismadan 6nce otoklav edilmis ve daha sonra % 0.1 DEPC’ de
gece boyunca c¢alkalanmisgtir. Calisilan bengin iizeri “RNase away reagent”

sollisyonuyla sprey yapilmistir.

Total RNA’ nin izole edilmesine yonelik farkli yontemler bulunmaktadir; TRIzol®
reaktifini kullanarak total RNA izolasyonu kolay ve hizli oldugundan dolayi, Kardelen
bitkisi total RNA izolasyonunda kullanilmistir. Eksi 80 derecede muhafaza edilmis bitki
yapragi sivi azotla havanda oOgiitiilmiistiir. 100 mg pudra haline gelmis yaprak
dokusundan ependdrf tiipe aktarilip iizerlerine 1 ml TRIzol" ilave ettikten sonra 5 dk
oda sicakhiginda birakilmistir (bu siiregte niikleoproteinlerin  tam  ayrilmasi
gerceklesmektedir). Uzerine 200 pl kloroform ilave edip 15 saniye kuvvetlice elde
calkalayip, 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Karigim 15 dk 4 derecede
santrifiij yapilip (12000 xg) elde edilmis {i¢ fazli karigimin renksiz sivi iist fazi RNA

izolasyonu i¢in alinip ve yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir (Sekil 3.2).

RNA molekiillerini izole etmek icin 500 pl % 100 izopropanol sivi faza ilave edilip 10
dk oda sicakliginda bekletildikten sonra santiftij yapilmistir (12000 xg, 10dk, 4 "C).
Stipernatant atilmis ve RNA peletini yikamak i¢in 1 ml % 75 etanol ilave edilmistir;
kisaca vortks yapildiktan sonra 5 dk santrifiij yapilmigtir (7500 xg, 4 ‘C). Santrifijj
sonrasi etanol atilmig ve peletin kurumasi amaciyla 5-10 dk havaya maruz birakilmastir.
Elde edilmis peletin {izerine 30 pul RNase-free su ilave edip su banyosunda 60 'C’ de 15
dk inkiibe edilmistir. Izole edilmis RNA’ nin kalite ve yogunlugunu belirlemek igin
NanoDrop 1000 spektrofotometre cihazi kullanilmistir . Ayrica izole edilmis total RNA

agaroz jelinde elektroforez yapilmstir.
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SULU FAZ : RNA
INTERFAZ : DNA

Sekil 3.2 Total RNA izolasyonunda TRIzol® reaktifi kullanilmistir. Karisima kloroform
ilave edildikten sonra karigim ti¢ faza ayrilmistir

3.2.1.3 c¢DNA sentezi ve GNA geninin izolasyonu

cDNA sentezlenmesinde “Thermo Scientific RevertAid RT #K1691” Kiti kullanilmistir.
DNA molekiillerinin tamamen giderilmesi i¢in izole edilmis total RNA, DNase I enzimi

ile muamele edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 DNA kontaminasyonunu gidermek icin total RNA, DNasel enzimi ile
muamele edilmistir

Bilesenler Miktar

RNA 1 pg

10x reaksiyon tamponu 1l

DNasel 1 ul(10)

Su 10 pl tamamlanmustir

Reaksiyon kurulduktan sonra 30 dakika 37 derecede inkiibe edilmistir. Reaksiyon
sonunda 1 ul EDTA (50mM) ekleyip ve 10 dakika 65 derecede bekletilmistir.

Hazirlanmis total RNA ters transkripsiyon reaksiyonunda kullanilmstir.

cDNA sentezleme reaksiyonlarinda oligo (dT)18 primerleri kullanilip birinci sarmal
cDNA molekiilleri sentezlenmistir (Cizelge 3.3). Reaksiyon kurulduktan sonra 60
dakika 42 derecede inkiibe edilmistir. Reaksiyon 5 dakika 70 derecede bekletilmekle

sonlandirilmistir.
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Cizelge 3.3 cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesen ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Kalip RNA 1 pg
Oligo (dT)s 1ul

5X tampon 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1l

10 mM dNTP Mix 2ul
RevertAid M-MuLV RT 1ul
Toplam 20 pl

Uretilmis ¢cDNA molekiilleri kalip olarak GNA geninin iiretimi i¢in kurulmus PCR
denemesinde kullanilmistir. PCR’ da 5’ uglarinda Xhol kesme yeri bulunan tasarlanmis
spesifik primerler kullanilmistir (Cizelge 3.1). Primerlerin baglanma sicakligin
belirlemek i¢in gradian PCR yapilmigtir. Primer baglanma belirlendikten sonra, GNA
cogaltimi i¢cin PCR denemesi yapilmistir. PCR c¢izelge 3.4’ de belirtildigi kosullarda
kurulmustur. PCR’ da Dream Taq DNA Polymerase enzimi kullanilmistir (#EP0702 -
Thermo Scientific). PCR iiriinii % 1 agaroz jelinde elektroforez yapilmis ve beklenen

bant dogrulandiktan sonra jelden ekstrekte edilmistir.

Ekstraksiyon ve saflagtirmak icin GeneJET Gel Extraction Kiti (Thermo Fisher

Scientific) kullanilmistir.

Cizelge 3.4 GNA izolasyonu i¢in optimize edilmis PCR programi

Dongii Sicaklik ('C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 3dk 1
denatiirasyon 95 30s 35
Primer baglanmasi 58 30s

Uzama 72 60 s

Nihai uzama 10 dk
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3.2.1.4 GNA klonlama ve dogrulanmasi

izole edilmis GNA geni pGEM®-T Easy (3.015kb) lincer vektoriinde (Sekil 3.3)
klonlanmustir. Klonlama yapihisinda pGEM®-T Easy vektdr maniiskripti (#A1360-
Promega) takip edilmistir.

Xmnl 2009
7l
Scal 1890 Neel 2707 / || 14 %"
) Aatl| 20
1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
Ampr ﬁStIZI ig
pGEM®-T Easy lacZ . Sgéll 49
Vector EcoRI | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
‘ Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl 118 &
Nsil [127 4
1 141§
SP6 g

Sekil 3.3 pGEM®-T Easy plazmit haritasi (Kaynak: https://worldwide.promega.com/ )

pGEM®—T Easy lineerlestirilmis iki 3’ uglarinda T bazi bulunan vektor olarak
bulunmaktadir. Ligasyon reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in insertin 5° uglarinda A
bazinin bulunmasi gerekmektedir. Ligasiyonun saglanmasi icin GNA geninin
amplifikasyonunda Dream Taq Polymerase enzimi (#EP0702-Thermo scientific)
kullanilmigtir. Bu enzim amplifiye edilen fragmanlarin 5° uglarina A bazi ekleme
kabiliyetine sahip olmaktadir. Ligasyonun basariyla yapilmasi i¢in vektor ile insert Mol
sayis1 1:3 oraninda hesaplanip kullanilmistir (Cizelge 3.5). Reaksiyon kurulduktan sonra

bir saat 16 "C ardindan 24 saat 4 ‘C’ de bekletilmistir.
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Cizelge 3-5 GNA ve pGEM®™-T Easy ligasyonu i¢in optimize edilmis bilesenler ve

miktarlart
Bilesenler Konsantrasyon
2x Rapid ligasyon tamponu Sul
pGEM®-T Easy vektor 1ul (50ng)
PCR iiriinti (GNA) 0.5ul (25ng)
T4 DNA ligaz Il
De-iyonize su 2.5ul

Ligasyon reaksiyonu ile elde edilmis GNA genini iceren plazmit (pGEMT-GNA),
JM109 kompetan E. coli hiicrelerine “Heat-shock” yontemiyle aktarilmigtir.

Transformasyonda Promega maniiskripti (#A1360) takip edilmistir.

Ligasyon reaksiyonunun dort mikro litresi buz iizerinde tutulmus 1.5 ml tiiplere
koyulmustur. Kompetan bakterilerden 100 pl tiipe ilave edilmistir. Hafif¢e vurmakla
plazmit-bakteri karigtirllmigtir. Karisim 20 dk buzda bekletildikten sonra, 55 saniye 42
derecede ardindan 2 dk buzda bekletilmistir. Transform edilmis bakterilerin
toparlanmasi i¢in tizerlerine 900 pul SOC besi ortamu ilave edilip 1.5 saat 37 "C* de
calkalanmistir (~150 rpm). Bakteriler 5 dk 6000 rpm’ de santrifiij yapilip elde edilmis
peletler 500 ml taze hazirlanmis SOC ortaminda ¢oziilmistiir. Bakterinin 100 mikro
litresi alinip, X-Gal-IPTG-ampisilin iceren kati LB ortam {izerine dagitilmistir
(ampisilin: 100 mg/L; X-Gal: 40 pl [% 2 stok]; IPTG: 7 pl [% 20 stok]). Bakteri
plaklar1 gece boyu 37 ‘C’ de inkiibe edilmistir. Bakteri kolonileri gelistikten sonra
plakalar +4 "C’ ye alinip dort saat bekletilmistir. Beyaz ve mavi Koloniler ortamda
gelismistir. Beyaz kolonilerde bulunan Lac Z geni GNA yerlesmesinden dolay1 deaktif
hale gelmis ve bu kolonilerin beyaz olmalarina sebep olmustur. Mavi koloniler ise GNA
geninin yerlesemedigi i¢in pGEM®-T Easy vektoriinde bulunan Lac Z geni bakteride
ifade edilmistir; liretilen B-galaktozidaz enziminin faaliyetinden dolay1 ortamda bulunan
X-Gal ¢oziliip gelisen koloniler mavi olmuslar. Beyaz kolonilerin kag tanesi segilip ve
GNA geninin vektor iizerinde bulundugunu dogrulamak amaciyla koloni PCR, kesme

reaksiyonu ve gen sekanslama yapilmistir.
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Pozitif koloniler 100 mg/L. ampisilin iceren LB sivi ortamlarinda inokiile edilmistir.
Bakteriler bir gece boyu 155 rpm’ de calkalanarak 37 derecede biiyiitiilmiistiir.
pGEMT-GNA plazmiti mini-prep ekstraksiyon yontemini kullanarak izole edilmistir.
Ekstraksiyonda i¢cin GeneJET™ Plazmid Miniprep (Thermo Scientific #K0503) kiti
kullanilmistir. Bakteriler 10 dk santrifiij yaparak (13000 xg) coktiiriilmiistiir. Bakteri
peleti 250 pl risiispansiyon tamponunda ¢oziilmiistiir. Elde edilmis karisima 250 pl liziz
sollisyonu ilave edilip, viskoz ve biraz acik hale donmesi i¢in 4-6 kere ters diiz ederek
karistirilmistir. Viskoz soliisyona 350 pl nétralizasyon soliisyonu ilave edip, hemen 4-6
kere iyice ters diiz yaparak karigtirllmistir. Bakteriyel hiicre kirintilar1 (debris)
olustuktan sonra 5 dakika santrifiij (13000 xg) yapilmistir. Siipernatant nazik¢e alinmis
ve kit slitununa aktarilmistir. 1 dk santrifiij yapildiktan sonra alt tiipe ¢cokmiis sivi
atilmig ve tekrar siitun yerlestirilmistir. ylizde 70 etanol igceren yikama soliisyonundan
500 pl siituna koyulmus ve 1 dk santrifiij yapilmigtir. Tiipe gegmis sivi atilmig ve siitun
tekrar yerlestikten sonra yikama tekrar yapilmistir. Siitunda kalmis etanolu tamamen
gidermek i¢in siitun tekrar santrifiij yapilmistir. Siitun yeni 1.5 ml’ lik tiipe aktarilmistir.
Siitunun merkezine 50 pl eliisyon tamponu koyulup 2 dk oda sicakliginda tutulmasi
ardindan santrifiij yapilmistir. Siitun atilip ve armndirilmis plazmit - 20 ‘C’ ye alinip

saklanmustir.

GNA geninin plazmit lizerinde bulundugunu dogrulamak icin ekstrakte edilmis plazmit
Xhol enzimiyle kesilmistir (Cizelge 3.6). Kesme reaksiyonu Thermo scientific sirketine

ait Xhol (#FD0694 FastDigest) enzimiyle yapilmistir.
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Cizelge 3.6 pGEMT-GNA plazmitini Xhol ile kesmek i¢in kurulmus reaksiyon
bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar

Su (nuclease-free) 14 ul

10x FastDigest Green Buffer 2 ul

Plazmit DNA 3 ul (400 ng)
Xhol 1 pl

Toplam 20 pl

Kesme reaksiyonu 15 dk 37 ‘C’ de inkiibe edilmistir. Reaksiyonu sonlandirmak
amaciyla 5 dk 80 ‘C’ de bekletilmistir. Sonucun izlenmesi igin % 0.8 agaroz jeline
yuklenmis ve elektroforez yapilmistir. Jel hazirlanmasi ve elektroforez yapilmasi igin
1x TAE tamponu kullanilmistir. DNA’ y1 jelde takip etmek i¢in 1x loading tamponu
orneklere ilave edilmistir. Elektroforez sonrasi etiidiiyiim bromiir ile boyanmis jel,
goriintilleme cihazina almip GNA geninin pGEM®-T Easy vektoriinde klonlanmasi

incelenmistir.

Nihai teyit icin, pGEM®-T Easy vektorinde klonlanmis GNA geni niikleotid
sekanslamasina gonderilmistir. Sekanslama REFGEN ltd. sirketinde yapilmistir. GNA
geninin izolasyonunu dogrulamak i¢in elde edilmis GNA niikleotid sonucu NCBI data
bankasinda BLAST edilmistir. Izole edilmis GNA geninin niikleotid ve amino asit
dizisini incelemek i¢cin CLC Sequence Viewer 7.6.1 yazilimi kullanilmigtir. Niikleotid
ve amino asit dizi benzerlik orani, ORF uzunlugu, sinyal peptid dizisi ve konservatif
bolgeler gibi 6zellikler biyoinformatik ¢alismalarinda dikkate alinmistir. Dizi analizleri
devaminda niikleotid ve protein dizi alt-siralamasi (sequence alignment) yapilmistir.

Bulunan diziler arasinda benzerlik miktar1 filogramda arastirilmistir.

Elde edilmis GNA niikleotid sonucu NCBI data bankasinda BLAST edilip ve genin

dogru izole edildigi saptanmustir.
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3.2.1.5 pGN plazmitinin hazirlanmasi

Gen aktariminda kullanmak i¢in pPCAMBIA 1301 ifade vektorii se¢ilmistir. Bu se¢imde
uygun kesme yerlerinin bulunmasi, bulunan direng genler, vektér uzunlugu (11837 ¢b)

ve gen aktariminda iyi verimi dikkate alinmistir (Sekil 3.4).

pGEM®-T Easy vektorinde klonlanmis GNA geni, pGEMT-GNA’ den kesilip
pCAMBIA 1301 ifade vektoriinde alt-klonlanmasi i¢in vektorlerin ikisi de Xhol enzimi

ile kesilmisidir.

Tasarlanmis klonlama planina gére GNA geni pCAMBIA 1301 vektoriindeki Hph
(Hygromycin phosphotransferase) geninin yerine yerlestirilmistir. Yaklasik birer
mikrogram pCAMBIA 1301 ve pGEMT-GNA vektorleri kesme reaksiyonlarinda Xhol

enzimi ile kesilmistir (Cizelge 3.7).

Hind 111 {11076)
Sph 1(11074)

Sal 1(11058)
Xba1(11052)
BamH 1 (11046)})
Sma 1¢11043) Wi
Kpn 1(11041)\ {8
Sae 1(11035)\\il)
EeoR T(11025 N\

CaMV 35S promoter

Gus first exon

2h 1) :
/ Bgil(s) Catalase intron

Bst XI( 10?82)_&
CaMV35S promot
Xho 1(9995)

KGI.IS second exon

Nhe 1(2014)
Histidine tag
L~ Bst EII (2050)
Nos poly-A
T-Border {right)
Spr 1(2453)

hygromycin (R}

Jho 1(3901) pCAMEIA1301

CaMV358 polyA 11837 bp
T-Border (lefi) i
Sae 11 (8383)

""‘-\-\.,_‘
kanamycin (R} pVS1 sta

PBR322 ori
pBR322 bom Hhe 1(5458)
pVS1 rep

Sekil 3.4 pCAMBIA1301 ifade vektor haritas1 (Kaynak: http://www.cambia.org/)
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Cizelge 3.7 pCAMBIA 1301 ve pPGEMT-GNA vektorlerinin kesimleri i¢in kullanilmig
bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Su (nuclease-free) 14 ul

10x FastDigest Green Buffer 2 ul
Plazmit DNA 3ul(lpg)
Xhol 1l
Toplam 20 pl

Kesilmis vektorler % 0.8” lik agaroz jeline yiiklenmis elektroforez yapilmistir. Hph
geni ayrilmis pCAMBIA 1301 vektorii (10783¢b) ve pGEMT-GNA vektoriinden
kesilmis GNA geni (497 ¢b) jelden izole edilmistir. izolasyon icin GeneJET Gel
Extraction Kiti (# K0691-Thermo Scientific) kullanilmstir.

Izole edilmis GNA geni, lineer pCAMBIA 1301 vektériinde alt-klonlanmast igin

ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon ¢izelge 3.8 belirtildigi gibi kurulmustur.

Cizelge 3.8 GNA geni ve lineer pPCAMBIA 1301 ligasonunda optimize edilmis
bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Lineer pCAMBIA 1301 (~10.783kb) 1 ul (100 ng)
GNA (~497 ¢b) 1 ul (14 ng)
10x T4 DNA ligaz tampon 2 ul

T4 DNA Ligaz 1 ul

Su (nuclease-free) 15 ul
Toplam 20 pl

Ligasyon yapilmasinda vektor ile insert mol sayisi 1:3 oraninda hesaplanmistir.
Ligasyonun basaril1 bir sekilde geceklesmesi i¢in reaksiyondaki toplam DNA miktar1
200 nanogrami ge¢memistir. Ligasyon reaksiyonu kurulduktan sonra bir saat 16 'C’ de

ardindan 24 saat 4 'C’ de bekletilmistir.
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Ligasyon reaksiyonu ile elde edilmis GNA genini iceren pCAMBIA 1301 plazmiti
(pGN), DH5a kompetan E. coli hiicrelerine “Heat-shock™ yontemiyle aktarilmastir.
Transformasyonda Promega maniiskripti (#A1360) takip edilmistir.

Ligasyon reaksiyonunun dort mikro litresi buz iizerinde tutulmus 1.5 ml tiiplere
koyulmustur. Kompetan bakterilerden 100 pl tlipe ilave edilmistir. Hafif¢ge vurmakla
plazmit-bakteri karistirllmistir. Karisim 20 dk buzda bekletildikten sonra, 55 saniye 42
derecede ardindan 2 dk buzda bekletilmistir. Transform edilmis bakterilerin
toparlanmasi i¢in tizerlerine 900 ul SOC besi ortamu ilave edilip 1.5 saat 37 'C’ de
calkalanmistir (~150 rpm). Bakteriler 5 dk 6000 rpm’ de santrifiij yapilip elde edilmis
peletler 500 ml taze hazirlanmig SOC ortaminda ¢oziilmiistiir. Bakterinin 100 mikro
litresi alinip, 50 mg/L kanamisin igeren kati LB ortam iizerine dagitilmistir. Bakteri
plaklart gece boyu 37 ‘C’ de inkiibe edilmigtir. Bakteri kolonileri gelistikten sonra

plakalar + 4 °C’ ye alinip muhafaza edilmistir.

GNA geninin pCAMBIA 1301’ de klonlanmasim1i dogrulamak i¢in plakta gelisen
kolonilerin bes tanesi secilip spesifik GNA primerler ile koloni PCR yapilmistir. Pozitif
olan kolonilerin ii¢ tanesi plazmit kesme reaksiyonu kurulmasi i¢in LB sivi ortaminda
cogaltilmigtir. Plazmitler mini-prep yontemini kullanarak bakterilerden izole edilip
Xhol enzimiyle kesilmistir. Kesme reaksiyon f{iriinii agaroz jelinde -elektroforez
yapilmstir. UV 111 altinda 497 ¢b’ lik bandin goriinmesiyle GNA® nin pCAMBIA

1301’ de klonlanmas1 dogrulanmustir.

GNA’ nmn dogru yoénde (5’ ucu promotdre ve 3’ ucu ise terminatdre yakin)
klonlanmasini1 dogrulamak amaciyla pGN plazmiti Sall enzimi ile kesilmistir (Cizelge

3.9).
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Cizelge 3.9 pGN plazmitinin Sall enzimi ile kesilmesinde gereken bilesenler ve

miktarlari
Bilesenler Miktar
Su (nuclease-free) 15 ul
10x FastDigest Green Buffer 2 ul
Plazmit DNA 2 ul (300 ng)
Sall 1 ul
Toplam 20 ul

3.2.2 pGTGN plazmitinin hazirlanmasi

CP4-EPSPS (GTG; Glyphosate Tolerance Gene) genini pGN plazmitinde klonlamak
icin CP4-EPSPS genini igeren kaynak plazmit ve pGN plazmiti Ncol ve Bglll
enzimleriyle kesilmistir (Cizelge 3.10 ve 3.11). Reaksiyon fiiriinleri % 0.8’ lik agaroz
jelinde elektroforez yapilip istenen pargalar (~ 11 kb lineer pGN vektorii ve ~ 1.4 kb
CP4-EPSPS) jelden izole edilmistir.

Cizelge 3.10 pGN plazmitinin kesme reaksiyonundaki gereken bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Su (nuclease-free) 11pl

10x FastDigest Green Buffer 2 ul

pGN 5pl(l pg)
Ncol 1l

Bglll 1l
Toplam 20 pl
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Cizelge 3.11 pCAMBIA-CP4-EPSPS plazmitinin kesme reaksiyonundaki gereken
bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Su (nuclease-free) oul

10x FastDigest Green Buffer 2 ul
pCAMBIA-CP4-EPSPS 7 ul (1 pg)
Ncol 1 ul

Bglll 1l
Toplam 20 pl

Ncol ve Bglll enzimleriyle kesilmis pGN plazmiti ve CP4-EPSPS genin birbirine
baglanmalar1 i¢in ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Jelden izole edilmis bu parcalarin

ligasyonu 1:3 mol oraninda yapilmistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12 pGN plazmiti ve CP4-EPSPS geninin ligasyon reaksiyonundaki bilesenler
ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Lineer pGN vektori (~ 11.3 kb) 1 pl (100 ng)
CP4-EPSPS (~ 1.4 kb) 1 ul (38 ng)
10x T4 DNA ligaz tamponu 2 ul

T4 DNA Ligaz 1 ul

Su (nuclease-free) 15 pul
Toplam 20 ul

Ligasyon yapilmasi i¢in vektor ile insert 1:3 mol oraninda kullanilmistir. Basarili
ligasyonun saglanmasi i¢in reaksiyondaki toplam DNA miktar1 200 ng’ 1 gegmemistir.

Reaksiyon kurulduktan sonra bir saat 16 "C’ de ardindan 24 saat 4 "C’ de tutulmustur.

pGTGN vektori (pGN-CP4-EPSPS) ligasyon ardindan E. coli DH5a kompetan
hiicrelerine  aktarilmistir. Bakteriye plazmit aktarmasinda 1s1 soku yoOntemi
kullanilmigtir. Transform edilmis bakterilerin 100 mikro litresi alinip, 50 mg/L

kanamisin iceren kati LB ortam iizerine dagitilmistir. Bakteri plaklari gece boyu 37
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‘C’de inkiibe edilmistir. Bakteri kolonileri gelistikten sonra plakalar +4 ‘C’ ye alinip

muhafaza edilmistir.

CP4-EPSPS geninin pGTGN plazmitinde klonlanmasini dogrulamak amaciyla plakta
gelisen kolonilerden kag tanesi segilip koloni PCR yapilmistir. Pozitif koloniler LB sivi
ortaminda (kanamisin 50 mg/L) ¢ogaltilip mini prep ydntemiyle pGTGN izole
edilmistir. Ekstrekte edilmis pGTGN plazmiti Bglll ve Ncol enzimleriyle kesilmistir.
Reaksiyon tiriinii % 0.8 lik agaroz jelinde elektroforez yapilmistir. Jel goriintiilemek jel
dokiimantasyon cihazinda yapilip ~ 1.4 kb parcanin goriintiisiiyle CP4-EPSPS geninin

vektorde alt klonlanmasi1 dogrulanmustir.

3.23 CrylAc gen kasetinin hazirlanmis pGTGN ekspresyon vektoriinde

altklonlanmasi

3.2.3.1 pGTGNAoC1AC plazmitinin hazirlanmasi

pJIT61-CrylAc plazmit (Sekil 3.5) iizerinde bulunan AoPRI1-CrylAc-CAMV kaseti
Kpnl ve EcoRV enzimleri ile (Thermo Scientific FastDigest) kesilip (Cizelge 3.13)
agaroz jelinde elektroforez yapilmistir. AoPR1-Cryl4c-CAMV Kkaseti elektroforez
ardindan jelden izole edilip saflagtirnlmigtir. Saflastirilmis kaset T4 DNA polimeraz

enzimi ile “End Filling” yapilip agaroz jelinde elektroforez yapildiktan sonra

saflastirilmistir.
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Sekil 3.5 pJIT 61 vektor haritas: (Kaynak: http://www.pgreen.ac.uk/)

Cizelge 3.13 AoPR1-CrylAc-CAMV Kkasetini pJIT61° den kesiminde gereken bilesenler
ve miktarlari

Bilesenler Miktar

Su (nuclease-free) 6 ul

10x FastDigest Green Buffer 2 ul

pJIT61 (AoPR1-CrylAc-CAMV) 10 pl (1 pg)
Kpnl 1 ul
EcoRV 1 ul
Toplam 20 ul

AoPR1-CrylAc-CAMV kasetinin pGTGN plazmitinde alt-klonlanmasi i¢in pGTGN
MCS bolgesinde bulunan Smal enzim yeri kullanilmistir. pGTGN vektorii Smal enzimi
ile kesilip (Cizelge 3.14) ardindan CIAP (Calf-intestinal alkaline phosphatase) ile
defosforile edilmistir. Defosforilasyon i¢in Invitrogen sirketi (#18009-027) manueli
takip edilmistir ancak daha verimli defosforilizasyon i¢in 10 pl CIAP kesme
reaksiyonuna ilave edilmistir. Defosforilizasyon reaksiyonu bes dakika 50 'C’ de
ardindan 90 dk 37 "C’ de inkiibe ederek yapilmistir. Lineer defosforile edilmis pGTGN

vektorii elektoforez sonrasi jelden izole edilip saflastirilmigtir.
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Cizelge 3.14 pGTGN kesme reaksiyonunda gereken bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar

Su (nuclease-free) 7 ul

10x FastDigest Green Buffer 2 ul
pGTGN 10 pl (1 pg)
Smal 1 ul
Toplam 20 pl

Hazirlanmis AoPRI1-CrylAc-CAMV kaseti 1:3 vektor-insert mol oranmiyla pGTGN
vektoriine baglanmistir (Cizelge 3.15). Elde edilmis 16.3 kb pGTGNAoC1AC plazmiti

cogaltilmak amaciyla DH5a bakteri hiicrelerine aktarilmistir.

Cizelge 3.15 AoPRI1-CrylAc-CAMV ve pGTGN ligasyonu icin gereken bilesenler ve

miktarlari
Bilesenler Miktar
Lineer pGTGN vektorii (~ 12.7 kb) 1 pul (100 ng)
AoPR1-CrylAc-CAMYV (~ 3.4 kb) 2.5 ul (81 ng)
10x T4 DNA ligaz tamponu 2 ul
% 50 PEG 4000 solusyonu 2 ul
T4 DNA Ligaz 1 ul
Su (nuclease-free) 11.5ul
Toplam 20 pul

3.2.3.2 pGTGN35C1AC plazmitinin hazirlanmasi

pJIT61 plazmiti iizerinde bulunan 35s-CrylAc-CAMYV kaseti Kpnl ve EcoRV enzimleri
ile (Thermo Scientific FastDigest) kesilip (Cizelge 3.16) agaroz jelinde elektroforez
yapilmustir. 35s-CrylAc-CAMV  kaseti elektroforez ardindan jelden izole edilip
saflagtirilmistir. Saflastirilmis kaset T4 DNA polimeraz enzimi ile “End Filling” yapilip

agaroz jelinde elektroforez yapildiktan sonra saflastirilmistir.
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Cizelge 3.16 35s-CrylAc-CAMYV kasetini pJIT61° den kesiminde gereken bilesenler ve

miktarlari
Bilesenler Miktar
Su (nuclease-free) 6 ul
10x FastDigest Green Buffer 2 ul
pJIT61 (35s-CrylAc-CAMVter) 10 ul (1 pg)
Kpnl 1 ul
EcoRV 1 ul
Toplam 20 ul

35s-CrylAc-CAMV Kkasetinin pGTGN plazmitinde alt-klonlanmasi i¢in pGTGN MCS

bolgesinde bulunan Smal enzim yeri kullanilmistir. pGTGN vektorii Smal enzimi ile

kesilip (Cizelge 3.17) ardindan CIAP (Calf-intestinal alkaline phosphatase) ile

defosforile edilmistir. Defosforilasyon igin Invitrogen sirketi (#18009-027) manueli

takip edilmistir ancak daha verimli defosforilizasyon i¢in 10 pl CIAP kesme

reaksiyonuna ilave edilmistir. Defosforilizasyon reaksiyonu bes dakika 50 'C’ de

ardindan 90 dk 37 °C’ de inkiibe ederek yapilmistir. Lineer defosforile edilmis pGTGN

vektorii elektoforez sonrasi jelden izole edilip saflastirilmistir.

Cizelge 3.17 pGTGN kesme reaksiyonunda gereken bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar

Su (nuclease-free) 7ul

10x FastDigest Green Buffer 2l
pGTGN 10 pul (1 pg)
Smal 1 ul
Toplam 20 ul

Hazirlanmig  35s-CrylAc-CAMV  kaseti

1:3 vektor-insert mol oraniyla pGTGN

vektoriine baglanmistir (Cizelge 3.18). Elde edilmis 16 kb pGTGN35C1AC plazmiti

cogaltilmak amaciyla DH5a bakteri hiicrelerine aktarilmistir.

46



Cizelge 3.18 35s-CrylAc-CAMYV ve pGTGN ligasyonu i¢in gereken bilesenler ve

miktarlari
Bilesenler Miktar
Lineer pGTGN vektorii (~ 12.7 kb) 1 ul (100 ng)
AOPR1-CrylAc-CAMV (~ 2.9 kb) 2.5 ul (65 ng)
10x T4 DNA ligaz tamponu 2 ul
% 50 PEG 4000 solusyonu 2 ul
T4 DNA Ligaz 1ul
Su (nuclease-free) 11.5 ul
Toplam 20 ul

Hazirlanmis pGTGNAoCRIAC ve pGTGN35CRIAC plazmitler E. coli (DH5a)
kompetan hiicrelerine aktarilmigtir. Transformasyonda 1s1 soku yontemi kullanilmistir.
Bakterilerin transformasyon sonrasi toparlanmalari i¢in 90 dakika 37 C’ de
calkalanarak inkiibe edilip iiremis bakterilerin 100 pl’ si 50mg/L kanamisin igeren kati
LB ortamlarina dagitilip 37 'C’ de inkiibe edilmistir. Kolonilerin gelistiginden sonra

plaklar +4 "C’ de muhafaza edilmistir.

35s-CrylAc-CAMV ve AoPRI1-CrylAc-CAMV Kkasetlerinin pGTGNAoCRI1AC ve
pGTGN35CRI1AC plazmitlerinde klonlanmalarin1 dogrulamak amaciyla plazmit kesme
reaksiyonu yapilmustir. Uremis tek kolonilerin on ikisi segilmis ve mini prep ydntemini
kullanarak plazmitler izole edilmistir. izole edilmis plazmitler Sall enzimini kullanarak
kesilmistir. GNA, AoPR1 promotorii ve pCAMBIA1301 vektoriiniin MCS bolgesinde
Sall kesme yerinin bulundugundan dolayr kesme reaksiyonu sonucunda pozitif
orneklerde pPGTGNAo0C1AC plazmiti i¢in ii¢ bant ve pPGTGN35C1AC plazmiti i¢in de
iki bandin elektroforez jelinde goriinmesi beklenmistir. Pozitif olan kolonilerin ikisi
secilip dizilemeye gonderilmistir. Dizileme i¢in GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genlerine
Ozel tasarlanmig primerler kullanilmigtir. Dizileme sonuglarina gore dogru genlerin

klonlanmas: teyit edilmistir.
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3.3 ifade Plazmitlerin A. tumefaciens Hiicrelerine Aktarimi

3.3.1 Elektro kompetan A. tumefaciens hazirlanmasi

Plaklarda gelismis EHA105 bakteri kolonilerden biri secilip 10 ml sivi LB ortami igeren
elli mililitrelik falkon tiipte inokiile edilmistir. Bakteri kiiltiirii 28 'C’ de 48 saat
calkalanmistir (180 rpm). Bakterilerin 5 mililitresi alinip 500 ml taze LB igeren bir
litrelik siselerde 28 ‘C’ de calkalanarak inkiibe edilmistir. Bakterilerin OD 409 degerleri
0.5-1.0° e ulastiginda steril 50 ml falkon tiiplere aktarilip buz iizerinde 30 dk
tutulmustur. Hiicreler 10 dk 4 ‘C’ de 4000 rpm ile ¢oktiiriilmiistiir. Ust faz atilip pelet 50
ml soguk steril suda ¢oziilmiistiir. Santrifiij ayn1 sartlarda tekrarlanip {ist faz atilmistir.
Pelet 25 ml soguk steril suda ¢oziilmiistiir. Hiicreler ¢oktiiriiliip 10 ml % 10’ luk steril
gliserol iceren saf suda ¢Oziilmiistiir. Son asamada pelet 1-1.5 ml % 10° luk steril
gliserolda ¢oziiliip 1.5 ml’ lik tiiplerde alikot yapilmigtir. Kompetan hiicreler — 80 'C” de

muhafaza edilmistir.

3.3.2 Elektroporasyon

Hazirlanmis pGTGNAoCIAC ve pGTGN35CIAC plazmitleri elektroporasyon
araciligiyla 4. tumefaciens EHA105 susuna aktarilmistir. Plazmitlerden 2 ng alinip 40
ul kompetan hiicrelere ilave edilip ve hafifce pipetaj yapilmistir. Karisim soguk kiivete
aktarilmstir. Elektroporasyon Eppendorf Eporator® cihazim kullanarak 2200 V’ da 5
mili saniyede yapilmistir. Hiicreler 1.5 ml tiiplere alinip tizerlerine 1 ml LB besi ortami
ilave edilip 28 ‘C” de 90 dakika calkalanarak ¢ogaltilmistir. Bakterinin 200 pl” si alinip
kanamisin (50 mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) i¢eren LB plaklarin yiizeyine yayilmistir.
Plaklar gece boyu 28 ‘C’ de inkiibe edilip koloniler gelistikten sonra +4 dereceye

alinmustir.
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3.3.3 Elektroporasyon dogrulanmasi

pPGTGNAO0CIAC ve pGTGN35C1AC plazmitleri 4. tumefaciens’ e aktarildiktan sonra
GNA, CP4-EPSPS, 35s-CrylAc-camv ve AoPRI1-CrylAc-camv kasetinin vektor
tizerinde bulunmasinin nihai dogrulanmasi amaciyla koloni PCR yapilmistir. GNA,
CP4-EPSPS ve CrylAc (partial amplification), 35s-CrylAc-camv ve AoPR1-CrylAc-
camv (full cassette amplification) spesifik primerleri koloni PCR’ da kullanilmistir.
Plakta gelisen kolonilerinin kag¢ tanesi rastgele secilip dogrudan PCR reaksiyonuna

koyulmustur. PCR iiriinii elektroforez yapilip ve sonu¢ UV 1511 altinda incelenmistir.

3.4 Bitki Gen Aktarimi ve Doku Kiiltiiriinde Kullanilan Besi Ortamlari

Tiim besi ortamlar1 otoklav yaparak steril edilmistir (20 dk, 121 ‘C, 1.02 kg/cm?).
biiylime diizenleyiciler, antibiyotik ve seleksiyon maddeleri ise 0.22 um filtrelerle steril

edilip otoklav sonrasi besi ortamlarina ilave edilmistir.

3.4.1 Bakteri besi ortamlar:

Bitki gen aktariminda kullanilmis 4. tumefaciens pGTGNAoCl1AC-EHAI105 ve
pGTGN35C1AC-EHA105 hatlar1 sivi “LB  broth Low Salt” besi ortaminda
cogaltilmigtir (Tripton 10 g, sodyum klorit 5 g, maya 6ziitii 5 g).

3.4.2 Bitki besi ortamlar:

3.4.2.1 Bakteri-tiitiin kokiiltivasyon ortam

Bir litre kokiiltivasyon ortami (pH 5.6-5.8) hazirlanmasi icin gereken bilesenler ve

miktarlari: MS (Murashige Skoog) 4.4 g; sakaroz 30 g; plant agar 7 g.
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3.4.2.2 Tiitiin rejenerasyon-seleksiyon ortami

Bir litre rejenerasyon-seleksiyon ortam (pH 5.6-5.8) hazirlanmasi igin gereken
bilesenler ve miktarlari: MS 4.4 g, sakaroz 30 g, plant agar 7 g, BAP 1 mg/L, NAA 0.1
mg/L, Duocid 500 mg/L ve phosphonomethyl glycine (PMG) 5 mg/L.

3.4.2.3 Bakteri-pamuk kokiiltivasyon ortami

Bir litre kokiiltivasyon ortam (pH 5.6-5.8) hazirlanmasi i¢in gereken bilesenler ve
miktarlari: MS 4.4 g; sakaroz 30 g; Gelzan™ CM gelrit 2.8 g; kinetin 0.1 mg/L;
acetosyringone 1.961 mg/L (100 uM); MES 0.195 mg/L (10 uM).

3.4.2.4 Pamuk rejenerasyon-seleksiyon ortam

Bir litre rejenerasyon-seleksiyon ortam (pH 5.6-5.8) hazirlanmasi igin gereken
bilesenler ve miktarlari: MS 4.4 g, sakaroz 30 g, Gelzan™ CM gelrit 2.8 g, BAP 0.1
mg/L, NAA 0.1 mg/L, kinetin 0.1 mg/L, Duocid 500 mg/L (ampisilin), PMG 3 mg/L ve
aktif komiir 1.6 g/L.

3.5 Plazmid Calisma incelemesi

3.5.1 Tiitiin tohum sterilizasyonu

Sterilizasyon laminar flow kabininde yapilmistir. Tohumlar 2 dakika % 70 etanolde
bekletilip ardindan 15 dakika % 10 sodyum hipokoloritte ¢alkalanmistir. Tohumlar 4
kere saf steril suyla durulanmistir. Steril tiitiin bitki elde edilmesi amaciyla tohumlar

MS ortamlarinda ekilmistir.
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3.5.2 Tiitiin seleksiyonunda uygun PMG dozunun belirlenmesi

Steril MS ortamlarinda gelismis tiitiin bitki yapraklari uygun seleksiyon PMG doz
belirlenmesinde kullanilmistir. Tiitiin rejenerasyon-seleksiyon ortami hazirlanip PMG 1,
1.5, 2.5, 3.5, 5, 6.5, 8 ve 10 mg/L dozlarinda ortama ilave edilmistir. Yapraklar 1 cm?’
caplarinda kesilip yediser tane ortam tizerine koyulmustur. Eksplant igeren petri kaplari
iklim dolaplarina koyulup eksplantlar 24 derecede 16/8 saat aydinlik/karanlik
kosullarinda bekletilmistir. Bes haftadan sonra seleksiyon i¢in uygun PMG dozu

secilmistir.

3.5.3 Bakteri hazirlanmasi

pGTGNAoC1AC-EHA105 ve pGTGN35CIAC-EHA105 hatlar1 — 80 °C stoklarindan
almip kanamisin (50mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) igeren 10 ml sivi LB ortamlarinda

cogaltilmigtir (28 'C, 185 rpm, ~20 saat).

3.5.4 Gen aktarim ve bitki rejenerasyonu

Titlin gen aktariminda bakteri ODgoo degerini 0.6’ ya ayarlamak ig¢in spektrofotometre
cthaz1 kullanilmistir. Bakteri ortaminin ODgoo degeri Olgiiliip 0.6’ ya diisiirmek icin
sulandirilmistir. Bu amaca ulagsmak icin bakteri ¢oktiiriiliip besi ortami taze LB ortami
ile degistirilmistir. Steril tiitiin yapraklar1 1 cm® boyutunda kesilip hazirlanmis bakteri
ortammma koyulmustur. Oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Yaprak parcalari

kurutma kagitlar1 izerinde kurutulup kokiiltivasyon ortamina alimistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Bakteri ile muamele edilmis tiitlin yapraklar1 ko-kiiltivasyon ortamina
alinmistir

Eksplantlar 24-48 saat 24 derece ve karanlikta inkiibe edilmistir. Yapraklar seleksiyon-
rejenerasyon ortamina aktarilmadan 6nce 2 mg/ml Duocid (ampisilin)’ de 5-10 dakika
bekletilmigtir. Yaprak parcalart kurutma kagitlar1 iizerinde kurutulup 5 mg/L PMG
iceren rejenerasyon-seleksiyon ortamina alinmistir. Siirgiin gelismesini hizlandirmak
amaciyla daha diisiik dozlarda PMG’ 1 ortamlara aktararak alt kiiltiir yapilmistir. Alt
kiiltiir ortalama 20 giinde bir yapilmistir. Yaklasik bes ay sonra gelismis siirgiinler

kesilip MS ortaminda kdklendirilmistir.

3.6 Pamuk Gen Aktarimi

3.6.1 Pamuk tohum sterilizasyonu

Pamuk tohum sterilizasyonunda tohum tiiylerini gidermek i¢in yaklasik 20 saniye
stilfiirik asitle muamele edilmistir. Ardindan bol g¢esme suyu ile durulanmistir.
Tohumlar iki saat suda bekletildikten sonra laminar flow kabininde 30 dakika % 30 luk
hidrojen peroksit art1 ka¢ damla Tween-20" de calkalanmistir (Sekil 3.7). Steril edilmis

tohumlar {i¢ kere yirmiser dakika saf steril suda ¢alkanarak durulanmistir.
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Sekil 3.7 Sterilizasyon i¢in pamuk tohumlar1 30 dakika % 30’ luk hidrojen peroksit &
Tween-20’ de ¢alkalanmigtir

3.6.2 Seleksiyon i¢in uygun PMG doz belirlenmesi

Transgenik aday bitkiler arasinda seleksiyon yapilmasi amaciyla PMG herbisiti
kullanilmigtir. Uygun PMG dozunu belirlemek i¢in olgun pamuk embriyolar {izerine
farkli PMG dozlar1 uygulanmistir. Steril edilmis pamuk tohumlarin ¢imlenmelerini
hizlandirmak amaciyla tohumlar bir gece suda bekletilip ertesi giin nemli kurutma
kagitlar arasinda steril karanlik ortamda (24 °C) bir giin bekletilmistir. Yaklasik
uzunluklar1 1 cm olan embriyolar steril kabinde tohumlardan ¢ikartilip rejenerasyon
ortamina aktarilmistir; bu ortamlara 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 25, 34, 42, 51, 68, 85,
102, 119 ve 136 mg/L PMG ilave edilmistir. Deneme iki tekerriirde yapilmistir. Her
petri kabinda sekiz embriyo konulmustur. Eksplantlar yaklasik 20 giin 25 + 1 derece
sicaklik 16/8 saat aydinlik/karanliktaki iklim dolaplarinda tutulmuslar. Denemede farkli
dozlar arasinda, eksplantlarin rejenerasyonu saglanmamis en az uygulanmis PMG dozu,

en uygun doz olarak seleksiyon i¢in se¢ilmistir.
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3.6.3 Bakteri hazirlanmasi

pGTGNAoC1AC-EHA105 ve pGTGN35CIAC-EHA105 hatlar1 — 80 °C stoklarindan
almip kanamisin (50mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) igeren 10 ml sivi LB ortamlarinda
cogaltilmistir (28 "C, 185 rpm, ~20 saat). Bakteri ¢ogalttminda 50 mililitrelik falkon

tiipleri kullanilmistir.

3.6.4 Gen aktarim ve bitki rejenerasyonu

Pamuk gen aktariminda bakteri ODgoo degerini 6lgmek igin spektrofotometre cihazi
kullanilmigtir. Bakteri ortaminin ODggo degerini 0.8° e ayarlamak icin sulandirilmistir.
Bakteri ¢oktiiriiliip besi ortami taze LB ortami ile degistirilmistir. Pamuk embriyolari
cimlendirilmis steril tohumlardan izole edilip (Sekil 3.8.A) apikal siirgiin meristem
bolgesinde bisturi ile yaralandiktan sonra 50 mililitrelik falkon tiiplerdeki bakteri
ortamiyla bir saat 28 derecede ¢alkalanarak (110 rpm) muamele edilmistir (Sekil 3.8.B).

Embriyolar kurutma kagitlar izerinde kurutulup kokiiltivasyon ortamina alinmustir.

Eksplantlar 24-48 saat 24 derecede karanlikta inkiibe edilmistir (Sekil 3.8.C).
Transgenik siirgiinlerin gelismesi i¢in embriyolar rejenerasyon-seleksiyon ortamlarina
aktarilmistir (Sekil 3.8.D). Embriyolar rejenerasyon-seleksiyon ortamina aktarilmadan
once 2 mg/ml Duocid (ampisilin)> de 5-10 dakika bekletilmistir. Rejenerasyon-
seleksiyon ortamlar1 iklim odalarina aktarilip eksplantlar 24 derecede 16/8 saat

aydinlik/karanlik kosullarinda bekletilmistir.
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Sekil 3.8 Pamuk gen aktariminda:
(A) tohum ¢imlendirilmesi ve embriyo ¢ikarilmasi; (B) Embriyolarin bakteri ile muamelesi;
(C) Embriyolarin kokiiltivasyon ortamina almmmasi; (D) Kokiiltivasyon sonrasi embriyolar
rejenerasyon seleksiyon ortamlaria aktarilmigtir

3.7 Aday Transgenik Bitkileri D1y Kosullara Ahstirmak

Rejenerasyon sonucu olusan fidelerin dis kosullarina alistirilmast icin fideler otoklav
edilmis torfta dikilmigtir. Fidelerin su kaybetmelerini Onlemek amaciyla
yerlestirildikleri magenta kaplarinin agzi kapatilip iklim odasia alimmaistir (nispi nem:
% 65; sicaklik 24 derece; 1sik/karanlik siiresi: 16/8 saat). Fidelerin havalandirilmalari
icin kapaklar iki giinde bir agilip beser dakika acik birakilmistir. Yaklasik iki hafta
sonunda kapaklar tamamen uzaklastirilirmistir. Yeni yapraklarin gelismesinden sonra
bitkiler toprak igceren saksilara aktarilip iklim odasinda yaklasik bir ay bekletilmistir.

Bitkiler iyice biiyiidiikten sonra seraya aktarilmistir.
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3.8 Aday Transgenik Bitkilerin Molekiiler Analizleri

3.8.1 Aktarilmis gen dizilerin izlenmesi

3.8.1.1 Pamuk genomik DNA izolasyonu

PCR’ da kullanilmis kalip DNA molekiilleri modifiye edilmis Doyle & Doyle (1990)
yontemi ile izole edilmistir. DNA izolasyonunda asagidaki asamalar belirtildigi gibi

takip edilmistir:

1-Izolasyon tamponu (0.1M Tris-HCL pH:8, 0.05M EDTA pH:8, 0.5M NaCl, % 1.25
SDS) kullanimdan 6nce 55 "C’ ye sitilmustir. Isitildiktan sonra kullanilacak kadar steril
cam sigeye alinmis ve igerisine her 10 ml tampon i¢in 60 ul ProteinazK (20mg/ml), 50

ul 2-merkaptoetanol ve % 2 PVP eklenip karistirilmistir.

2-Taze yaprak dokusu havanda sivi azot ile ezilmistir. Ezilen dokulardan 0.2 gram
tartilarak steril mikrosantrifiij tlipline aktarilmis, iizerine 800 ul izolasyon tamponu
eklenip ve vorteks ile iyice karistirilmistir. Tiip 15 dakika 55 ‘C’ de akabinde 45 dakika
boyunca 65 ‘C’ de bekletilmistir. Bekleme siiresince her 15 dakikada bir tiipler

karistirilmastir.

3-Inkiibasyon siiresi tamamlaninca tiiplere 250 ul SM KOAc eklenmis, ters diiz edilerek

homojen hale getirilmistir. Buz igerisinde 20 dakika bekletilmistir.

4-Siire tamamlandiginda tiipler 13000 rpm hizla, 4 'C’ de, 15 dakika santrifiij edilmistir.

5-Siipernatant yeni tiipe aktarilmis, tizerine 1:1 oraninda kloroform:izoamil alkol (24:1)
eklenmis, ters diiz edilerek homojen hale getirilmis ve 5 dakika oda sicakliginda faz
olusumu beklenmistir. Siire tamamlandiginda tiipler 13000 rpm hizla, 4 ‘C’ de, 15

dakika santrifiij edilmistir. Bu islem 2 defa tekrarlanmistir.
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6-Son yikamadan elde edilen iist faz yeni tlipe aktarilmis, iizerine % 10’ luk sodyum
asetat (3M) ekleyip ve pipetaj yaparak karistirilmustir. Uzerine 1:1 oraninda izopropanol
eklenip ve tiipler ters diiz edilerek DNA yigin1 goriiliinceye kadar karistirilmis, gece

boyu -20 "C’ de bekletilmistir.

7-Gece boyu bekleyen numuneler 13000 rpm hizla, 4 ‘C’ de, 15 dakika santrifiij

edilmistir. S1vi fazin tamami uzaklastirilmistir.

8-Dipte biriken DNA pelletine 700 ul % 70 EtOH (oda sicakligi) eklenmis, pellet
kaldirilarak tiim yiizeye temas saglanmustir. Ornekler 10 dakika 13000 rpm’ de oda

sicakliginda ¢oktiiriilmistiir. Yikama asamasi 3 kere tekrarlanmistir.

9-Siv1 faz uzaklastirildiktan sonra 6rnekler oda sicakliginda kurumaya birakilmais,
tamamen kuruduktan sonra molekiiler kalite su ile ¢oziilmiistiir. Ornekler tamamen
¢oziindiikten sonra iglerine her 50 pl ¢oziicii i¢in 2 ul RNaze (10 mg/ml) eklenmis, 37
‘C’ de 2 saat, 65 'C’ de 20 dakika bekletilerek muhtemel RNA bulagikligi
temizlenmistir. Numunelerin nanodrop okumalar1 yapilmis ve PCR islemlerinde

kullanilmak tizere 100 ng/pl stoklart hazirlanmstir.

3.8.1.2 PCR

Seleksiyon ortamlarinda dayanip dis kosullarina adaptasyon saglamis bitkilerde
aktarilmis genleri dogrulamak amaciyla PCR denemeleri kurulmustur. Farkli primer
setleri kullanilarak aktarilmis GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genleri dogrulanmistir
(Cizelge 3.19). Reaksiyon karigimlari ¢izelge 3.20° de belirtildigi gibi hazirlanmigtir.
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Cizelge 3.19 Transgenik bitkilerin taramasinda kullanilmis primerler, baglanma
sicakliklar ve iirlin uzunluklar

Gen Primer dizisi Baglanma sicakligi (C)  Uriin uzunlugu (cb)
GNA F-ATGGCTAAGGCAAGTCTCC 59 477
R-TCATTACTTTGCCGTCACAA
CrylAc F-GCTGCAACCATCAATAGCCG o6l 750
R- CTGTGGTGGGATTTCGTCCA
CP4-EPSPS F-TCTCGCTAGCGGTGAAACT 50 400

R-TTGAGCGGAAGCCATAGGT

Cizelge 3.20 PCR ile transgenik bitki taramasinda hazirlanmis karisim igerikleri

Bilesenler Miktar
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) 10 ul

fleri primer 1 ul (0.5 uM)
Ters primer 1 ul (0.5 uM)
Kalip DNA 1 ul (100 ng)
Su 7 ul

Toplam 20 ul

Reaksiyon kosullarini optimize etmek amaciyla ¢esitli PCR reaksiyonlari kurulmustur.
Primer baglanma sicakligini belirlemek i¢in yapilmis gradient PCR reaksiyonlarinda 47

ila 65 °C aralarindaki sicakliklar uygulanmustir.

PCR’ da kullanilmis kalip DNA Doyle & Doyle (1990) yontemi ile izole edilmistir.
Kalip DNA’ lar 100 ng/ul yogunlugunda reaksiyonlarda kullanilmistir. Primer setleri
0.5 pMol/ul yogunlugunda reaksiyonlara konulmustur. PCR’ da Thermo Scientific
mastir karisimlart (DreamTaq Green PCR Master Mix #K1081) kullaniimistir.
Hazirlanmis reaksiyon karigimlarinin PCR’ lart ¢izelge 3.21° de belirtildigi kosullarda
yapilmistir.
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Cizelge 3.21 Aktarilmis genlerin dogrulamasinda uygulanmis PCR programi

Dongii Sicaklik (C) Siire Dongii sayis1
Ik denatiirasyon 95 5dk 1
denatiirasyon 95 30s 34
Primer baglanmasi 59 (GNA) 30s

61 (CrylAc)

50 (CP4-EPSPS)
Primer {izamasi 72 30s
Nihai iizama 72 7 dk 1

PCR’ da uygulanmis baglanma sicakligi gradient PCR ile belirlenmistir. GNA, CrylAc
ve CP4-EPSPS genleri igin en uygun baglanma sicakligi sirastyla 59, 61 ve 50 “C olarak

belirlenmistir.

3.8.1.3 Agaroz jel goriintiilemesi

PCR araciligiyla amplifiye edilmis gen fragmanlarini goriintiillemek i¢in % 1.2° lik
agaroz jeli hazirlanip elektroforezde kullanilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda 1x
TAE tamponu kullanilmistir. Gen pargalarini goriintiilemek i¢in hazirlanmis agaroz jel
Sug/ml etiidiiyiim bromiir ile boyanmistir. Elektroforez oncesi DNA numunelerine

Xylene Cyanol ve Bromophenol Blue indikatorleri ilave edilmistir.

Agaroz jeli 1x TAE tamponu ile doldurulup elektroforez tankina yerlestirilmistir. DNA
numuneleri kuyucuklara konulduktan sonra elektrik akimini saglayarak elektroforez

yapilmistir. Goriintiileme islemi UV 15101 altinda goriintiileme cihazinda yapilmstir.

3.8.2 ELISA (Enzim Bagh Immiino Sorbent Deneyi)

PCR sonucu pozitif olan pamuk bitkilerin bazilarinda (sonuglar1 her {i¢ gen i¢in pozitif
olan bitkiler) aktarilmis CrylA4c geninin protein ifadesini incelemek amaciyla ELISA

testi yapilmistir. Bu denemede Envirologix kiti (#AP 051 NW V10) kullanilmistir.
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Seleksiyon ortamlarinda rejenere olmus ve PCR sonuglar pozitif bitkiler (J, P, 39, H, 6,
8, A) denemeye alinmistir. AoPR1 kontrollii CrylAc gen ifadesini uyarmak i¢in geng ve
yesil yapraklar igne ile yaralanmistir. Yaralanmadan 0, 12 ve 24 saat sonra yaprak
ornekleri alinip hemen sivi azota aktarilip — 80 derecede muhafaza edilmistir. Yaprak
proteinleri 24 saat igerisinde ekstrekte edilmistir. Protein izolasyonu igin sivi azotta
ezilmis yaprak dokudan 50 mg alinip iizerine 400 pul PDB tamponu (Protein Dilution
Buffer) ilave edilmistir. Karisim vorteks yapilip 30 dakika buzda bekletilmistir. 30
dakika +4 derecede son hizla santrifiij yapilmustir. Ust fazin 20 pl’ si almip iizerine 80
ul izolasyon tamponu ilave edilmistir. ELISA plakasindaki mevcut kuyulara 50 ul
‘Enzyme Conjugate’ koyulup iizerine 50 pl izole edilmis protein karisimi ilave
edilmistir. Plaka parafilm ile sarilip ¢ok nazik karistirildiktan sonra 90 dakika 37
derecede inkiibe edilmistir. Kuyu icerigi atilip iic kere yikama tamponu (PBS) ile
durulanmigtir. PBS damlalar1 tamamen uzaklastirilip 100 pl ‘substrate’ ilave edilmistir.
Kuyu igerigi iyice karistirtlmigtir. Plaka parafilm ile sarilip oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Karisima 100 pl ‘stop solution’ ilave edip reaksiyon durdurulmustur. {1k
yarim saat igerisinde Orneklerin OD degerleri ELISA READER cihazinda (450 nm)

okutulup sonuglar incelenmistir.

3.8.3 RT-PCR

3.8.3.1 RNA izolasyonu

Pamuk yapraklarimin total RNA molekiilleri Jaakola vd. (2001) yontemi ile izole
edilmistir. pGTGNAoCIAC gen kasetlerini igeren pamuk yapraklari igne ile
yaralanmistir. Yaralandiktan 6 saat sonra yapraklar toplanip ve RNA izolasyonuna
alimmistir. pPGTGN35C1AC gen kasetlerini igeren bitkilerin yapraklari ise yaralanmadan

toplanmustir.

Izolasyon 6ncesi RNA izolasyon tamponu (% 2 CTAB, % 2 PVP, 100 mM Tris HCI
pH: 8.0, 25 mM EDTA, 2 M NaCl ve 0.5 g/L Spermidine) ve SSTE tamponu (1M
NaCl, % 0.5 SDS, 10 mM Tris HCI pH: 8.0, 1 mM EDTA) hazirlanip ve otoklav
edilmistir. Izolasyon iki giinde yapilmustir (Jaakola vd. 2001).
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Birinci giin agamalar1:

l.

[zolasyon tamponu 65 ‘C’ de 1sitilip igerisine % 2 B-mercapthoethanol ilave
edilmistir.

Numuneler sivi azotla ezilip 0.1 gramm 1.5 luk steril tiipe alimmustir. Uzerine
750 pl izolasyon tamponu ilave edilip iyice karistirilmistir. 10 dakika 65
derecede inkiibe edilmistir. Kag¢ dakikada bir vorteks yaparak karistirilmistir.
Tiipler + 4 derecede 10.000 G’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Siipernatant yeni tlipe aktarilip iizerine esit miktarda chloroform:isoamylacohol
eklenmistir. 5 dakika oda sicakliginda 13000 rpm’ de ¢oktiiriip fazlar ayrilmistir.
Yikama asamasi iki defa tekrarlanmustir. ikinci defada 10 dakika santrifiij
yapilmistir.

Stipernatant yeni tiipe aktarilip lizerine "2 oraninda 10 M LiCl eklenmistir.
Nazikge ters diiz ederek homojen hale getirip gece boyu +4 derecede

bekletilmistir.

Ikinci giin asamalar:

Tiipler 18000 G ve + 4 derecede 20 dakikada ¢oktiirtilmiistiir.

Stipernatant atilip ve tiipler yaklasik bir dakika kurutma havlusu iizerine ters
koyularak s1vi tamamen uzaklastirilmistir.

Pellet % 70’ lik Etanol ile yikatilmustir.

RNA peletini 55 dereceye 1sitip 100 pl SSTE tamponu ile ¢oziilmiistiir.

Peletin lizerine esit hacimde phenol:chloroform:isomylalcohol (25:24:1) eklenip
ters diiz ederek karistirilmistir. 5 dakika oda sicakliginda 13000 rpm’ de
santrifiij yapip fazlar ayrilmistir.

Ust faz bir defa chloroform:isomylalcohol ile yikatilmis akabinde 5 dakika oda
sicakliginda 13000 rpm’ de ¢Oktiirerek fazlar ayrilmistir.

Ust faz 2 kat1 hacminde — 20 dereceden alinmus saf alkol veya isopropanol ile
karistirilip — 20 derecede iki saat bekletilmistir.

Tiipler 18000 G’ de + 4 derecede 20 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilmis pelet % 70’ lik etanol ile yikatilmis ve 10 dakika kurumaya

birakilmustir.
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10. Kurumus pelet 50 ul DEPC’ 1i su ile ¢oziilmiistiir.

Izole edilmis total RNA ¢cDNA sentezleme reaksiyonunda kullanilmistir.

3.8.3.2 c¢DNA sentezleme

ELISA denemesine gore sonuglari iyi olan “6, 8, 39 ve j” kodlu bitkilerde GNA ve
CrylAc genlerinin ifadelerini incelemek amaciyla izole edilmis total RNA’ y1
kullanarak ¢cDNA molekiilleri sentezlenmistir. Ubiquitin geni referans gen amaciyla
denemede incelenmistir. cDNA sentezlenmesinde “Thermo Scientific RevertAid RT
#K1691” Kiti kullanilmigtir. DNA molekiillerinin tamamen giderilmesi i¢in izole

edilmis total RNA, DNasel enzimi ile muamele edilmistir (Cizelge 3.22).

Cizelge 3.22 Izole edilmis total RNA’ nin DNasel reaksiyonundaki bilesenler ve

miktarlari
Bilesenler Miktar
RNA 2 ug
10% reaksiyon tamponu 1 ul
DNasel 1 ul(1U0)
Su 10 pl tamamlanmustir

Reaksiyon kurulduktan sonra 30 dakika 37 derecede inkiibe edilmistir. Reaksiyon
sonunda 1 pl EDTA (50 mM) ekleyip ve 10 dakika 65 derecede bekletilmistir.
Hazirlanmis total RNA ters transkripsiyon reaksiyonunda kullamlmustir. Izole edilmis
RNA molekiillerinin konsantrasyon ve kalitelerini incelemek i¢in “NanoDrop 1000
Spectrophotometer” cihazi kullanilmistir. cDNA sentezlemesinde her ornekten 2 pg

alimmustir.

cDNA sentezleme reaksiyonlarinda oligo (dT);s primerleri kullanilip birinci sarmal
cDNA molekiilleri sentezlenmistir (Cizelge 3.23). Reaksiyon kurulduktan sonra 60
dakika 42 derecede inkiibe edilmistir. Reaksiyon 5 dakika 70 derecede bekletme ile
sonlandirilmistir. Elde edilmis cDNA molekiilleri RT-RCR’ da kullanilmistir.
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Cizelge 3.23 cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesen ve miktarlar

Bilesen Miktar
Kalip RNA 2 ug

Oligo (dT)s 1ul

5% tampon 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1l

10 mM dNTP Mix 2ul
RevertAid M-MuLV RT 1 ul (200 U)
Toplam 20 pl

3.8.3.3 RT-PCR denemesi

Elde edilmis GNA ve CrylAc cDNA molekiilleri RT-RCR’ da kullanilmisgtir. RT-PCR
incelemeleri “FastStart Essential DNA Green Master (#06402712001 Roche)” kiti ve
“CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (Bio Rad)” cihazin1 kullanarak
yapilmistir. RT-PCR incelemelerinde cDNA molekiilleri 1:10 oraninda sulandirilmistir.
Reaksiyonlar ¢izelge 3.24 ve 3.25 belirtildigi kosullarda hazirlanip kurulmustur. Gen
ifadesi incelemesinde Ubiquitin geni referans gen olarak kullanilmistir. RT-PCR
yapilmasinda tasarlanmis 6zel primerler kullanilmigtir. Primerlerin baglanma sicakligini
belirlemek amaciyla gardiyan PCR denemeleri yapilmistir. GNA, CrylAc ve Ubiquitin
genlerine ait primerlerin baglanma sicakligi belirlendikten sonra her gen i¢in ayr1 RT-

PCR denemesi kurulmustur (Cizelge 3.26).

Cizelge 3.24 RT-PCR reaksiyonundaki bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar

FastStart Essential DNA Green Master 6.5 ul

[leri primer 0.5 ul (0.5 uM)

Ters primer 0.5 ul (0.5 uM)

cDNA 1 wl (1:10 sulandirilmigtir)
Su 35u

Toplam 13 pul
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Cizelge 3.25 RT-PCR’ da uygulanmis reaksiyon programi

Dongii Sicaklik ('C) Siire Dongii sayis1
[k denatiirasyon 95 10 dk 1
denatiirasyon 95 25s 40
Primer baglanmasi 55 (GNA) 25s

59 (CrylAc)
iizama 72 20's

Cizelge 3.26 RT-PCR’ da kullanilmis primer dizileri

Gen Primer dizisi Baglanma sicakig1 (C)  Uriin uzunlugu (cb)

GNA F-GCATGCAGACTGATGGGAAC 55 164

R-GTCCGGTGTGAGTTCCAGTA

CrylAc F-GGACAACAACCCAAACATCAA 59 173
R-CGAGAACGAACCCAGCAC

Ubiquitin F-CAACGCTCCATCTTGTCCTT 57 74

R-TGATCGTCTTTCCCGTAAGC

3.9 Bocek Denemesi

3.9.1 Spodoptera littoralis

PCR, ELISA ve RT-PCR sonuglar1 pozitif olan bazi transgenik (39, j, 6, 8, P, H kodlu)
bitkilerin hedeflenmis bocekler iizerine olan etkilerini incelemek amaciyla bocek

denemesi yapilmstir.

Aktarllmis CrylAc geninin faaliyetini incelemek amaciyla pamuk yaprak kurdunun
(Spodoptera littoralis) ikinci donemde olan larvalari segilmistir. Spodoptera littoralis

(Sekil 3.9) bocekleri Dog. Dr. Umut Toprak’ tarafindan (Ankara Universitesi, Ziraat
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Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii) saglanmistir. Deneme iki tekerriirde yapilmistir. Geng
yesil pamuk yapraklart cam petri kaplarinda yerlestirip lizerlerine beser tane larva
birakilmistir. Yapraklarin deneme siirecinde kurumamasi i¢in yaprak saplar1 yas pamuk
topagiyla sarilmistir. Petri kaplarinin kapaklar1 kapatilip oda sicakligi ve normal 151k
sartlarinda birakilmigtir. Boceklerin  6lim yiizdelerini zamana gore hesaplamak

amaciyla 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat sonra 6lmiis boceklerin sayis1 alinmistir.

Sekil 3.9 Spodoptera littoralis larvas1 (Kaynak: Orjinal)

3.9.2 Aphis gossypii Glover

Aktarilmis GNA geninin faaliyetini incelemek amaciyla ilk donemlerinde olan pamuk
yaprak biti (Aphis gossypii Glover) nimfalar1 denemede kullanilmistir. Bu bdcekler
serada mevcut olan patates bitkileri lizerinden toplanmistir. Secilmis transgenik bitkiler
iki tekerrlirde incelenmistir. Pamuk geng yesil yapraklari alinip cam petri kaplaria
konulmustur. Yapraklarin deneme siirecinde kurumamalar1 i¢in yaprak saplar1 yas
pamuk topagiyla sarilmistir. Her yaprak {izerine onar tane bit birakilip petri kapaklari
kapatilmigtir. Deneme 24 + 2 derece, 16/8 saat isik/karanlik ve % 65 nispi nem
kosulunda yapilmistir. Deneme stirecinde petri kaplarinda havalandirma yapilmistir.
Boceklerin lireme ylizdesi denemenin 10. giinlinde alinip ve kontrol bitkiler {izerine

birakilmis boceklerin tiremesiyle karsilastirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Aphis gossypii Glover pamuk yapragi iizerinde partenogenez ile
cogalmaktadir (Kaynak: Orjinal)

3.10 T1 Nesli Bitkilerin Analizi

Transgenik tohumlarin seleksiyon ortamlarinda ¢imlenmesi i¢in uygun PMG dozunu
belirlemek amaciyla normal (transgenik olmayan) pamuk tohumlari farkli PMG
(glifosat) iceren MS, ortamlarinda ekilmistir. Uygun doz belirlenmesinde 0, 2.5, 5, 7.5,
10, 12.5, 15, 17.5, 20 mg/L PMG dozlar1 uygulanmistir. Tohumlar iki hafta ikilim
dolaplarinda tutulmustur (sicaklik 25 derece). Cimlenme oranlar1 ve gelisme durumunu

dikkate alarak uygun PMG dozu se¢ilmistir.

39, J, 6 ve 8 kodlu bitkilerin tohumlar1 (T;) PMG (glifosat) 17.5 mg/L PMG igeren MS,
ortamlarinda ¢imlendirilmigtir. Her bitkinin tohumlarindan on ikiser tane sterilizasyon
yapildiktan sonra ekilmistir. Tohumlar iki hafta ikilim dolaplarinda tutulmustur
(sicaklik 25 derece). Besi ortaminda gelismis fidelerin yapraklari PCR denemesinde
kullanilmigtir. PCR’ da Phire Plant Direct PCR Kiti (#F130WH, Thermo fisher
Scientific) kullanilmistir. Kitte mevcut olan igne ile PCR i¢in gerekli olan yaprak 6rnegi
alinip reaksiyona konulmustur. Reaksiyon karisimi cizelge 3.27 belirtildigi gibi
hazirlanmistir. Kitin manualini takip ederek PCR programi uygulanmistir (Cizelge
3.28). Bitki taramasinda T-DNA bdlgesinin AoPR1-CrylA4c-CaMV.polyA ve 35s-
CrylAc-CaMV.polyA bolgeleri spesifik primer setleri (Cizelge 3.29) ile ¢ogaltilip

incelenistir.
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Cizelge 3.27 T; pamuk taranmasinda kurulmus PCR bilesikleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar
ddH,0O 7.1 ul

2x Phire Plant PCR Buffer 10 pl

fler Primer (F-AoPR1 / F-355s) 1 ul (0.5 uM)
Ters Primer (R-CaMVpolyA) 1 ul (0.5 uM)
Phire Hot Start Il DNA Polymerase 0.4 ul

Bitki dokusu 0.5 milimetre
Toplam 20 pl

Cizelge 3.28 Aktarilmis CrylAc kasetinin dogrulamasinda uygulanmis PCR programi

Dongii Sicaklik ('C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 98 5dk 1
denatiirasyon 98 5s 40

Primer baglanmasi 60 5s

Primer lizamas1 72 60 s

Nihai {izama 72 7 dk 1

Cizelge 3.29 CrylAc kasetlerinin tam ¢ogaltilmasinda kullanilmis primer setleri

Primer ad1 Primer dizisi

F-AoPR1 5’ACCCGGGCTCAGGACTAGACCATC
F-35s 5’GCTCCTACAAATGCCATCA
R-CaMVpolyA 5’CCCGGGCGGTGTGAGGGAAC
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4. BULGULAR

4.1 Plazmitler ve Hazirlanmalari

GNA, CP4-EPSPS ve CrylAc genlerinin pamuk bitkisine aktarilmasindan once ifade
vektorlerinin tasarlanmasinda biyoinformatik ¢alismalar yapilmistir. Genlerin dizileri,
vektor lizerinde bulunan kesme enzim yerleri, promotor ve terminatorlere gore vektor
tasarlanmasi yapilmistir. Ad1 gegen faktorlere gore genler GNA, CP4-EPSPS ve CrylAc
sirastyla pPCAMBIA 1301 plazmitinde klonlanmislar. 35s-GNA-camv, 35s-CP4-EPSPS-
nos ve AoPR1-CrylAc-camv gen kasetlerini iceren vektdor pPGTGNAoC1AC ve 35s-
GNA-camv, 35s- CP4-EPSPS-nos ve 35s-CrylAc-camv gen kasetlerini igeren vektor ise
pGTGN35C1AC adlandirilmistir (Sekil 4.1).

Neol

Smal ~
CaMV35Spro

CaMVpolyA

CaMV35Spro
CaMVpolyA

EPSPS

EPSPS Balll

Bglll

cry1Ac RB

CaMV35Spro

pVSistaA pVSistaA

PGTGN35C1AC
CaMV35Spro ~16000 bp

Xhol ‘GNA pPVS1irepA
CaMVpolyA

Xhol

pGTGNAGC1AC
CaMV35Spro ~16300 bp

pVSirepA
Xhol

Sekil 4.1 Bitkiye gen aktarim c¢alismasinda biyoinformatik incelemeler soncu
tasarlanmis pGTGNAoCIAC ve pGTGN35CIAC plazmit vektorler
(Kaynak: Orjinal)

4.1.1 GNA izolasyonu, klonlama, dogrulama ve biyoinformatik ¢alismalari

izole edilmis total RNA’ nin kalite ve yogunlugunu belirlemek i¢in NanoDrop 1000
spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Ayrica izole edilmis total RNA agaroz jelinde
elektroforez yapilmistir. Jel goriintiileme ve spektrofotometre sonuglarina gore izole

edilmis RNA’ nin kalite ve yogunlugu dogrulanmistir. Elektroforezde sonuglarina gore

68



ayrilmis 28s ve 18s rRNA bantlarin goriintiillemesiyle izole edilmis RNA’ nin kalitesi

dogrulanmistir (Sekil 4.2). Yapilmis spektrofotometreye gore izole edilmis RNA

yogunlugu yaklasik 300 ng/uL belirlenmistir. 260/280 ve 260/230 oranlar1 ise sirasiyla
2.06 ve 2.21 olarak belirlenip RNA saflig1 ve kalitesi dogrulanmistir (Sekil 4.3).

285

18s

Sekil 4.2 izole edilmis total RNA agaroz jeline yiiklenip kalite ve yogunlugu

incelenmistir
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Sekil 4.3 Izole edilmis RNA’ nin kalite ve yogunlugunu belirlemek i¢in NanoDrop 1000
spektrofotometre cihazi kullanilmigtir

izole edilmis total RNA’ y1 kullanarak ¢cDNA molekiilleri iiretilmistir. cDNA kalip

olarak GNA sentezinde kullanilmistir. GNA spesifik primerlerinin baglanma sicaklig
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gradient PCR sonucuna gore 58 derece belirlenmistir. PCR araciliiyla GNA dizisi
sentez edilmistir (Sekil 4.4).

GeneRuler 100 bp|
bp ng/0.5ug %

= @ opgesees

Sekil 4.4 cDNA” y1 kullanarak PCR’ da ¢ogaltilmigs GNA geni

GNA geni agaroz jelden izole edilip pPGEM"-T Easy vektoriinde klonlanmistir. pGEMT-
GNA vektori IM109 kompetan E. coli hiicrelerine aktarilip X-Gal-IPTG-ampisilin
iceren kati LB ortam {izerine dagitilmistir. Transformasyon sonucunda mavi beyaz

koloniler ortamda gelismistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 pGEMT-GNA aktarimindan sonra X-Gal-IPTG-ampisilin igeren plakta gelisen
mavi-beyaz JM109 kolonileri (Kaynak: Orjinal)

Iyi gelismis beyaz kolonilerin arasindan bazilar secilip koloni PCR yapilmistir. Secilen

15 koloniden besinin pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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GeneRuler 100 bp| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 1718
bp NG/0SKG %

Sekil 4.6 Secilmis beyaz kolonilerin PCR sonuglarina gore dort tanesinin pozitif oldugu
belirlenmistir

GNA genin pGEMT-GNA vektoriinde klonlanmasini dogrulamak i¢in Xhol enzimi ile
kesim yapilmigtir. reaksiyon sonrasi 488 ¢b’ lik parcanin goriiniimiiyle klonlama

dogrulanmistir (Sekil 4.7).

GeneRuler 100 b

bp ng/0.5p9 %

2
=
8
=3
S
F
~

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5Viem, 1h

Sekil 4.7 kesme reaksiyonu liriinii agaroz jelinde elektroforez yapilip GNA geninin
vektorde klonlanmas1 dogrulanmistir

Izole edilmis GNA geninin dizileme sonuglar1 iizerine biyoinformatik calismalar
yapilmustir. Elde edilmis niikleotid BLAST sonuglarina gore izole edilmis GNA geni ile
onceden rapor edilmis GNA dizileri arasinda % 89 - 97 dizi benzerligi bulunmustur
(Cizelge 4.1). GNA protein BLAST sonucuna gore GNA protein dizisi ve Onceden
bulunan diziler arasinda % 84 - 96 protein dizi benzerligi belirlenmistir. Biyoinformatik
incelemelerinin sonucuna gore 477 ¢b’ lik GNA geninin cDNA dizisi 333 ¢b’ lik bir
ORF (open reading frame) igermektedir (Sekil 4.8). Bu ORF 157 amino asit
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kodlamaktadir (Sekil 4.9). Protein dizisinin 5’ ucunda sinyal peptidin varligi
incelemelere gore dogrulanmistir (Sekil 4.9). Bu sinyal peptid 23 amino asitten olusup
protein ifadesinde role sahiptir. Dizi analizleri devaminda niikleotid dizi alt-siralamasi
(sequence alignment) yapilmustir (Sekil 4.10). Alt-siralama sonuglari izole edilmis GNA
ve daha oOnce kayit edilmis diziler arasinda 6nemli oranda benzerlik gosterip GNA
izolasyonunu dogrulamistir. Bulunan diziler aralarindaki benzerlik filogramdada
arastirtlmistir (Sekil 4.11); NCBI veri tabaninda bulunan GNA dizileri Belgika
(M55556.1, M55558.1, M55555.1, M55559.1, JQ898015.1 ve M55557.1) ve Cin’ de
(AF413086.1, AF413083.1, AF413087.1, AF413085.1 ve AF413084.1) yetisen G.
nivalis bitkilerinden izole edilmistir. Izole edilmis dizilerin analizlerine gore en fazla
akrabalik, Belcika’ da yetisen bitkilerin lektin dizileri ile gézlenmistir (Van Damme vd.
1991). Sonuglara gore #GNA’ nin en fazla dizi benzerligi Belgika’ da yetisen ve NCBI

veri tabanindaki M55556.1 erisim numarali dizi ile oldugu belirlenmistir (% 97).

Cizelge 4.1 BLAST sonucuna gore izole edilmis GNA geni ile dnceden rapor edilmis
diziler arasindaki benzerlik bulunmaktadir

Erisim numarast  Benzerlik % Blast’ da sorgulanan Erisim Benzerlik %  Blast’ da sorgulanan
dizi ortiismesi % numarasi dizi ortligmesi %

M55556.1 97 100 M55558.1 90 98

AF413086.1 91 100 M55557.1 88 97

AF413083.1 90 100 M55559.1 91 78

AF413087.1 90 100 JQ898015.1 96 66

AF413085.1 90 100 M55555.1 89 80

AF413084.1 89 100
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> Galanthus nivalis lektin (trGNA), 477 ¢b

ATGGCTAAGGCAAGTCTCCTCATTTTGGCCACCATCTTCCTTGGTGTCATCACACCA
TCTTGTCTGAGTGACAATATTTTGTACTCCGGTGAGACTCTCTCTGCAGGGGAATTT
CTCAACTACGGAAGTTTCATTTTTATCATGCAAGAGGACTGTAATCTGGTCTTGTAC
GACGTCGACAAGCCGATCTGGGCAACAAACACGGGTGGCCTCTCCCGTAGCTGCTC
CCTCAGCATGCAGACTGATGGGAACCTCGTGGTGTACAACCCATCGAACAAACTGA
TTTGGGCAAGCAACACTGGAGGCCAAAATGGGAATTACGTGTGCACCCTACAGAA
GGATCGGAACGTTGTGATCTACGGAACTGATCGTTGGGCTACTGGAACTCACACCG
GACTTGTTGGAATTCCCGCATCGCCACCCTCAGAGAAATATCCTACTGCTGGAAAG
ATAAAGCTTGTGACGGCAAAGTAATGA

Sekil 4.8 izole edilmis GNA niikleotid dizisi ve 333 ¢b’ lik ORF bolgesi (Kaynak:
Orjinal)

MAKASLLILATIFLGVITPSCLSDNILYSGETLSAGEFLNYGSFIFIMQEDCNLVLYDVDKPIWAT
NTGGLSRSCSLSMQTDGNLVVYNPSNKLIWASNTGGQNGNYVCTLQKDRNVVIYGTDRWATG
THTGLVGIPASPPSEKYPTAGKIKLVTAK™**

Sekil 4.9 Izole edilmis GNA protein dizisi, sinyal peptid dizisi (alt1 ¢izilmis) ve
muhafaza edilmis mannoz baglanma bolgeleri (kirmiziya boyanmis) (Kaynak:
Orjinal)
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AF413087.1
AF413085.1
AF413086.1
M55558. 1
M55557.1
AF413084.1
AF413083.1
M55556.1 T - -------------eeaee
trGNA HTGGETHEGGERNGTE- - - - - - -TERTEATTITTIGGREEREEATETTEET - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
JQ89s015.1

M55550.1 - -G GH
M55556.1 - - T - TTTTccHNNNENTETTENY - - - - - - - - - - - - - - -
Consensus
0w

Conservation
o

AF413087.1
AF413085.1
AF413086.1
M55558.1
M55557.1
AF413084.1
AF413083.1
M55556.1
trGNA
JQ898015.1
M55559.1
M55555.1
Consensus
100%

Conservation
o

AF413087.1
AF413085.1
AF413086.1
M55558. 1
M55557.1
AF413084.1
AF413083.1
M55556.1
trGNA
JQ89s015.1
M55558.1
M55556.1 |
Consensus GTCGACAAGCCCATCTGGGCAAC'I'AACACAGGTGGCCTCTCCAGTGACTGCTCCCTCAGCATGCAGACCGATGGGAACCTCGTNGTGTACANCCCATCGAACAAACCG

censavsion ([T TTTTTTTET?

AF413087.1
AF413085.1
AF413086.1

M55558.1

M55557.1
AF413084.1
AF413083.1

M55656.1

rGNA

JQ898015.1
M55659.1
M55555.1

AF413087.1 - -------- EATRTEETRETCETGGRNTGETRNBGETTGTCREGG - - - - - S

AF413085.1 - - .- - .. KB I GEEETETEETRETCETGCANTGETANBCETTGTGHBGG -

AF413086.1 - -------- { I | IBTRTRETRETGRTGGRRTGRTRENGRTTIGTGEEGG - - - - - - - - - - - -
Ms5558.1 - -------- GGT el | { IETETEETRETGETGGERTGATARACEBNGTGHEEG - - - - - - - - - - - -
555571 - -------- G { | I IATETEETRETCRTCCRRNCATRANCERNCGTGRREG - - - - - - - - - - - -

AF413084.1 ---AE

AF413083.1
M55556.1

YGNA - TGl 417
. T T T T T e e e e

E g, A S SR
M55555.1 GTTGGHAGTTETTGGATENGEREERE - - - - - -

Cr.mnnlnl A- CCGGTGCTGTAGGAATTCCTGCATCACCACCCTCGGAGAAATATCCTACTGCTGGAATGATAAAGCTTGTGACGG - < < « = =« =« « - « CAAAGTAATGA

Sekil 4.10 Izole edilmis GNA niikleotid dizisi ile dnceden bulunan dizilerin alt
siralanmasi (Kaynak: Orjinal)
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M55557.1

M55558.1
AF413086.1
AF413087.1

AF413083.1
AF413084.1
6 & E rGNA
M55556.1
101

P M55555.1
2 1

B# L, M55559.1

JQ898015.1
——=e AF413085.1

0.080

Sekil 4.11 Izole edilmis GNA geni ile dnceden bulunan dizilerin filogrami

4.1.2 pGN plazmitinin hazirlanmasi

pGEM®-T Easy vektorinde klonlanmis GNA geni kesilip pCAMBIA 1301 ifade

vektoriinde alt-klonlanmasi i¢in vektorlerin ikisi de Xhol enzimi ile kesilmisidir.

Tasarlanmis klonlama planina gére GNA geni pCAMBIA 1301 vektoriindeki Hph
(Hygromycin phosphotransferase) geninin yerine yerlestirilmistir. Hph geni kaldirilmis
pCAMBIA 1301 vektorii (10783¢b) ve pGEMT-GNA vektoriinden kesilmis GNA geni
(497 ¢b) jelden izole edilmistir (Sekil 4.12).
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder GeneRuler 100 bp

bp ng/0.50g %

bp  na/05pg %

e, 8 o lengih gal,

Sekil 4.12 pCAMBIA 1301 (3) ve pGEMT-GNA (4, 5) vektorleri kesme
reaksiyonlarinda Xhol enzimi ile kesildikten sonra agaroz jelde
elektroforez yapilip istenen pargalar jelden izole edilmistir

GNA igeren pCAMBIA 1301 plazmiti (pGN), DHS5a kompetan E. coli hiicrelerine
aktarilmistir. GNA geninin pCAMBIA 1301’ de klonlanmasini dogrulamak icin plakta
gelisen kolonilerin bes tanesi secilip spesifik GNA primerler ile koloni PCR yapilmustir.

GNA’ nin klonlanmasinda tek bir enzim kullanildigindan dolay1 (Xhol) genin iki farkli
yonde klonlanma olasiligi bulunuyordu. pGN plazmitinde klonlanmig GNA’ nin
ifadesinin  gergeklesmesi i¢in  geninin plazmitte dogru yonde klonlanmasi
gerekmektedir; bundan dolay1 genin 5’ ucu promotdre ve 3’ ucu ise terminatore yakin
baglandigini dogrulamak amaciyla pGN plazmiti uygun enzim ile (Sall) kesilip parca
say1 ve uzunluguna gore gen baglanma yonii dogrulanmistir. Klonlanmis 497 ¢b’ lik
GNA geninin 416. ve plazmitin MCS boélgesinin 11058. niikleotidinde Sall kesme yeri
bulunmaktadir. pGN Sall enzimi ile kesilmesi sonucunda ~1500 ¢b’ lik par¢anin ortaya
¢ikmasi, genin dogru yonde klonlanmasini (Sekil 4.13); ~1100 ¢b’ lik parcanin ortaya
¢ikmasi ise yanlis yonde klonlanmasini (Sekil 4.13) dogrulamistir. Plakta gelisen 3 ve 5

kolonilerin plazmitleri izole edilmistir.
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1% agarse

0.5 paane, 8 cm length gel,

Sekil 4. pGN palzmiti Sall enzimi ile kesilip GNA geninin inserte olmus yonii
incelenmistir; (2) yanlis yonde inserte olmus GNA, (3 ve 5) dogru yonde
inserte edilmis GNA, (4) kesim sonrasi higbir GNA vektorden ayrilmadi, (7)
negatif kontrol

4.1.3 pGTGN plazmitinin hazirlanmasi

CP4-EPSPS geni pCAMBIAI1301 vektoriinden kesilip pGN vektoriinde altklon
yapilmistir  (pGTGN). Hazirlanmis pGTGN plazmiti E. coli DHS50 kompetan
hiicrelerine aktarilmistir (Sekil 4.14).

——

Sekil 4.13 Plakta gelisen pGTGN igeren DH5a suslar1 (Kaynak: Orjinal)

Kolonilerin kag tanesi rastgele se¢ilip koloni PCR yapilip ve sonuglari pozitif olanlarin
plazmitleri ekstrekte edilmistir. pGTGN plazmitleri Bglll ve Ncol enzimleriyle
kesilmistir (Sekil 4.15). Kesme reaksiyonunda ~ 1.4 kb parcanin goriintiisiiyle CP4-

EPSPS geninin vektorde alt klonlanmas1 dogrulanmustir.
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1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 4.14 pGTGN plazmiti Bglll ve Ncol enzimleri ile kesilip ~ 1.4 kb’ lik CP4-EPSPS
geni agaroz jel elektroforezinde izlenip klonlama dogrulanmistir

4.14 pGTGNAoCI1AC ve pGTGN35C1AC plazmitlerinin hazirlanmasi

AoPR1-CrylAc-CAMV ve 35s-CrylAc-CAMV Kkasetleri pJIT61 plazmitlerinden izole
edilip (Sekil 4.16) “End Filling” ve defosforilasyon yapildiktan sonra saflagtirilmistir
(Sekil 4.17). Gen kasetleri pGTGN plazmitinde inserte edilmistir. Hazirlanmig
pGTGNAoCRIAC ve pGTGN35CRIAC plazmitler E. coli (DH5a) kompetan
hiicrelerine aktarilmistir. Plaklarda gelisen kolonilerin on ikisi secilip plazmitler
ekstrekte edilmistir. Kasetlerin klonlandigini dogrulamak amaciyla pPGTGNAoCR1AC
ve pGTGN35CRIAC plazmitleri iizerine kesme reaksiyonu uygulanmistir. GNA,
AoPR1 promotorii ve pCAMBIA1301 vektoriiniin MCS bolgesinde Sall kesme yerinin
bulundugundan dolayr kesme reaksiyonu sonucunda pGTGNAoCIAC pozitif
orneklerinde ii¢ bant ve pGTGN35C1AC orneklerinde ise iki bant elektroforez jelinde
gorlinlip klonlama dogrulanmistir (Sekil 4.18). AoPR1-CrylAc-CAMV kasetinin iki
yonde klonlanabilmesinden dolayr kesme sonrast farkli uzunlukta pargalar
olusturmustur (Sekil 4.18). Pozitif klonilerin ikisi dizilemeye gonderilip GNA, CP4-
EPSPS ve CryldAc genlerin pGTGNAoCIAC ve pGTGN35CIAC iizerinde

klonlanmasini dogrulamistir.
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Sekil 4.15 pGTGN plazmiti Smal enzimi ile lineer edilip jelden ekstrekte edilmistir (2)
pJIT61 plazmiti Kpnl ve EcoRV enzimleri ile kesilip 35S-Cryl4c-CAMV (3)
ve AoPR1-CrylAc-CAMYV (4) kasetleri jelden ekstrekte edilmistir

Sekil 4.16 Jelden ekstrekte edilmis lineer pGTGN CIAP defosforile edilip
saflagtirtlmistir (2) 35S-CrylAc-CAMV (3) ve AoPR1-CrylAc-CAMV (4)
kasetleri, pGTGN ile ligasyonden once jelden izoleedilip saflagtirilmigtir

GeneRuler 1 kb DNA Ladder 2 o3 mid e S b Ol a1 10l 2813 140015

bp_ ng/0.5p9 %

0.5 ugfane, § cm length gel,

Sekil 4.17 CrylAc genini icermeyen pGTGN vektorii Sall enzimi ile kesilmistir (1).
Farkl1 kolonilerden ekstrekte edilmis pGTGNAoC1AC plazmiti Sall enzimi
ile kesilip (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14) CrylAc kasetinin klonlanmasi
dogrulanmustir (3, 4, 5, 6, 7, 12, 13); Farkli kolonilerden ekstrekte edilmis
pGTGN35CIAC plazmiti Sall enzimi ile kesilip CrylAc kasetinin
klonlanmasi dogrulanmistir (10, 11)
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4.2 ifade Plazmitlerin A. tumefaciens Hiicrelerine Aktarimi ve Dogrulanmasi

Hazirlanmis pGTGNAoC1AC ve pGTGN35C1AC plazmitleri A. tumefaciens EHA105
susuna aktarilmistir (Sekil 4.19). A. tumefaciens ye aktarilan gen ve plazmitlerin nihai
dogrulamas1 amactyla koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR’ da kismi ve tam ¢ogaltim

gen ve kasetler tizerine uygulanmistir (partial/full amplification).

Elde edilmis sonuglara dayali GNA, CP4-EPSPS, CrylAc, 35s-CrylAc-camv ve
AoPR1-CrylAc-camv gen kasetlerinin varligi hazirlanmis 4. tumefaciens hattinda

dogrulanmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.18 Elektroporasyon araciligiyla pGTGNAoCIAC ve pGTGN35sCI1AC
plazmitleri A. tumefaciens (EHA105) bakterisine aktarilmistir (Kaynak:
Orjinal)
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

1% agarose

0.5 un/lane, 8 cm length gal,

Sekil 4.19 A. tumefaciens koloni PCR sonuglarina gore: pGTGN35C1AC plazmitinde
GNA (2), CP4-EPSPS (4), CrylAc (8) genleri ve 35s-CrylAc-camv tam
kaseti (6) dogrulanmistir; pGTGNAoC1AC plazmitinde ise de GNA (3),
CP4-EPSPS (5), CrylAc (9) genleri ve AoPR1-CrylAc-camv tam kasetinin
(7) varlig1 dogrulanmistir

4.3 Tiitiin Gen Aktarimi

4.3.1 Tiitiin seleksiyonunda uygun PMG dozunun belirlenmesi

Tiitiin eksplantlar1 bes hafta farkli dozlardaki PMG igeren ortamda (1, 1.5, 2.5, 3.5, 5,
6.5, 8 ve 10 mg/L) bekletildikten sonra, seleksiyonda en uygun PMG dozu tayin
edilmistir. Denemede 1, 1.5, 2.5 ve 3.5 mg/L PMG dozlarinda siirgiin
rejenerasyonundan dolayr bu dazlar seleksiyonda kullanilmamistir. Sonuglara gore
transgenik tiitlin aday bitkileri seleksiyonunda 5 mg/L PMG secilmistir (Sekil 4.21;
Cizelge 4.2).
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Sekil 4.20 Tiitiin eksplantlar1 iizerinde uygulanmis farkli PMG dozlari; 17, l.Sb, 2.5°
3.5, 5% 6.5, 82 ve 10" mg/L (Kaynak: Orjinal)

Cizelge 4.2 Farkli PMG konsantrasyonlarinin tiitiin rejenerasyonunda etkisi

PMG dozu (mg/L)  Eksplant Rejenere olmus eksplantlarin sayisi Siirgiin rejenerasyon
sayisi durumu
1.tekerriir 2.tekerriir
1 7 7 7 Cok iyi
1.5 7 7 7 Iyi
2.5 7 4 3 Zayif
3.5 7 3 2 Cok zay1f
5 7 0 0 Rejenerasyon olmadi
6.5 7 0 0 Rejenerasyon olmadi
8 7 0 0 Rejenerasyon olmadi
10 7 0 0 Rejenerasyon olmadi

4.3.2 Gen aktarim ve bitki rejenerasyonu

Yaprak eksplantlar1 rejenerasyon-seleksiyon ortamlarinda kallus olusturup siirgiinler
gelismeye baslamistir (Sekil 4.22.A). Siirgilin gelismesini hizlandirmak amaciyla daha
diisiik dozlarda PMG’ It ortamlara aktararak alt kiiltir yapilmistir (Sekil 4.22.B).
Yaklasik bey ay sonra siirgiinler kesilip MS, ortamina aktararak iki haftada koklenmistir
(Sekil 4.22.C).
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Sekil 4.21 A. 5 mg/L PMG igeren rejenerasyon ortamlarinda olugsmus kaluslar iizerinde
stirgiinler gelismeye baslamistir. B. Eksplantlar alt kiiltlir yapilip PMG dozu
diisiirilmusttir. C. Titlin bitkileri MSy ortamina alinip koklerndirilmistir
(Kaynak: Orjinal)

4.4 Pamuk Gen Aktarimi

4.4.1 Seleksiyon i¢in uygun PMG doz belirlenmesi

Seleksiyonda embriyolar iizerinde etkili PMG (phosphino methyl glycine; PMG)
dozunu belirlemek amaciyla transgenik olmayan olgun pamuk embriyolar1 ¢ikartilip
farkli PMG dozlar1 (0, 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 17, 25, 34, 42, 51, 68, 85, 102, 119 ve 136
mg/L) uygulanmistir (Sekil 4.23). Deneme sonunda rejenere olmus embriyo sayilart ve
durumlarina goére seleksiyon icin en uygun doz secilmistir. Uygulanmig farkli PMG
konsantrasyon aralarinda sadece 0, 1 ve 3 mg/L dozlarinda gelisme gdriinmiistiir. Diger
dozlarda ise PMG c¢ok baskilayici etki birakmistir. 3 mg/L. PMG’ de iki tekerriirde
denemeye alinmig toplam 16 embriyodan 8’ inde rejenerasyon baslamistir.
Rejenerasyon baslangic durumu c¢ok zayif goriinmiistiir. Bun eksplantlarin higbirinin
rejenerasyonu basarili olmayip bitki gelismemistir. Rejenerasyon baglangi¢ ytizdesi 3
mg/L PMG konsantrasyonunda % 50 olmasina ragmen devaminda gelismis bitki sayis1
sifir gorinmistiir (Cizelge 4.2). Eksplantlar rejenerasyon-seleksiyonda kagis oranini
diisiirmek ve gereksiz herbisit baskisi uygulamamak i¢in 3 mg/L PMG kullanimina

karar verilmistir.
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Sekil 4.22 Seleksiyon i¢in uygun PMG dozunu belirlemek amaciyla farkli PMG
dozlarinda rejenerasyon ortamlari hazirlamp (A: 0% 1°, 3¢, 59 7¢, 9, 128,
15", 17" mg/L; B: 17%, 25°, 34°, 429, 51¢, 68", 85% 102", 119" ve 136’ mg/L)
eksplantlar tizerindeki etkileri incelenmistir (Kaynak: Orjinal)
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Cizelge 4.3 Farkl1 PMG konsantrasyonlarinin embriyo rejenerasyonunda etkisi

Cesit PMG 1. tekerriir 2.tekerriir
miktari

GSNI12 mg/L Stirgiin Rejenerasyon Geligmis Siirgiin Rejenerasyon Gelismis Ortalama Ortalama
rejenerasyon baslangici bitkilerin rejenerasyon baslangici bitkilerin rejenerasyon basarili
baslangic1 olan sayist baslangic1 olan sayisl baslangic rejenerasyon
eksplant sayis1 eksplant sayist ylizdesi ylizdesi
(toplam (toplam
eksplanttan) eksplanttan)

a 0 8 Cok iyi 8 8 Cok iyi 8 % 100 % 100

b 1 8 Iyi 6 8 Zayif 4 % 100 % 60

c 3 2 Cok zayif 0 6 Cok zayif 0 % 50 0

d 5 0 - 0 0 - 0 0 0

e 7 0 - 0 0 - 0 0 0

f 9 0 - 0 0 - 0 0 0

g 12 0 - 0 0 - 0 0 0

h 15 0 - 0 0 - 0 0 0

i 17 0 - 0 0 - 0 0 0




4.4.2 Bitki rejenerasyonu ve dis kosullara alistirmasi

Transgenik pamuk bitkilerin seleksiyonu i¢in glifosat (phosphonomethyl glycine; PMG)
herbisiti kullanilmistir. Aktarilmis CP4-EPSPS geninden dolay1 transgenik pamuk
bitkileri rejenerasyon-seleksiyon ortamlarinda PMG’ ye ragmen gelismelerine devam
etmigler. Yaklastk 50 — 60 giinde rejenerasyon gerceklesmistir (Sekil 4.24.A).
Embriyolarda kok apikal meristem bulundugundan dolay1 ve aktif komiiriin sayesinde

olusan karanlik ortam kéklenmeyi hizlandirmistir.

Rejenerasyon sonucu olusan fidelerin dis kosullarina alistirmasi igin fideler otoklav
edilmis torfta dikilmistir (Sekil 4.24.B). Fidelerin su kaybetmeleri magenta kaplarinin
agizlann kapatilarak onlenmistir (Sekil 4.24.C). Yaklasik iki hafta sonunda kapaklar
tamamen uzaklastirilirmistir (Sekil 4.24.D). Yeni yapraklarin gelismesinden sonra
bitkiler toprak iceren saksilara aktarilip iklim odasinda yaklasik bir ay bekletilmistir
(Sekil 4.24.E). Bitkiler iyice biiytidiikten sonra seraya aktarilmistir (Sekil 4.24.F).

Gen aktarma denemesinde yaklasik 4000 embriyo A. tumefaciens ile muamele
edilmistir. Inokiile edilmis embriyolarin 45 tanesi seleksiyon ortamlarinda siirgiin
gelistirip rejenerasyonlar1 saglanmistir.  Seleksiyon ortamlarinda rejenere olan
stirglinlerin 31 tanesi dis kosullara adapte olmustur. Seleksiyon ortamlarinda gelisen

slirglin sayilarina gore transgenik pamuk rejenerasyonu % 1.125.
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Sekil 4.23 Rejenerasyon-seleksiyon ortaminda gelisen fideleri (A) dis kosullarina
alistirmakta ilk asamada torfa aktarip (B) rutubet kaybini onlemek igin
magenta agizlar kapatilmistir (C). Yeni yapraklar gelistikten sonra kapaklar
uzattirthp (D) bitkiler saksilara aktarilmistir (E). Son asamada bitkiler
seraya alinmistir (F) (Kaynak: Orjinal)

4.5 Aday Transgenik Bitkilerin Molekiiler Analizleri

4.5.1 Genomik DNA izolasyonu, PCR ve jel goriintiilleme

Aday transgenik bitkilerin PCR ile taranmasinda bitkilerin genomik DNA’ lar1 izole
edilip nanodrop ile kalite ve konsantrasyonlar1 6l¢iiliip PCR’ da kullanilmistir (Sekil

4.25).

SwrpleTyps | DHASE |

A I0mmpah 52T

Sekil 4.24 Aday transgenik bitkilerin DNA’ lar1 izole edilip nanodrop ile incelenmistir
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GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genlerinin PCR baglanma sicakliklarin1 belirlemek i¢in
gradient PCR kurulup sirastyla 59, 61 ve 50 'C en uygun baglanma sicakligi secilmistir.
Aday transgenik pamuk bitkilerinde CP4-EPSPS (Sekil 4.26.a), GNA (Sekil 4.26.b) ve
CrylAc (Sekil 4.26.c) genleri spesifik primerleri ile taranmistir. Pozitif kontrol igin
hazirlanmis pGTGNAoCR1AC plazmiti ve negatif kontrol i¢in ise transgenik olmayan
bitki kullanilmistir. Dis kosullarina aligtirilmig 31 bitkiden 20 bitkinin PCR sonuglari
pozitif olmustur (Cizelge 4.3); dolaysiyla PCR analizlerine gére gen aktarim orani %
0.5 belirlenmistir (4. tumefaciens ile inokiile edilmis toplam 4000 embriyonun 20
tanesinin PCR sonucu pozitif olarak belirlenmistir). Ancak pozitif PCR sonuglarini
inceledigimizde bitkilerin sadece yarist her li¢ geni tasimaktadir ve bu oran ise inokiile

edilmis embriyolarin % 0.25’ ini kapsamaktadir (Cizelge 4.3).

910 11 12 13 14

Sekil 4.25 PCR ile taranmis aday transgenik pamuk bitkileri (T nesli):

a. 1-14 kuyularindaki 6rnekler: N, Y, J, C, H, 33, P, 39, B, 5, 6, 8, A, F; 16. Kuyu pozitif 6rnek
ve 17. Kuyu negatif (marker: Thermo Scientific GeneRuler S0bp DNA Ladder)

b. 4-17 kuyularindaki 6rnekler: 39, 35, P, H, N, 8, A, 7, 2, Y, 33, H, J, 6; 1. Kuyu pozitif
kontrol ve 2. Kuyu negatif kontrol (marker: Thermo Scientific GeneRuler 100bp Plus DNA
Ladder)

¢. 1-14 kuyularindaki 6rnekler: N, F, 39, C, J, H, P, 8, 35, 1, 8, A, 6, 2; 16. Kuyu pozitif 6rnek
ve 17. Kuyu negatif (marker: Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder)
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Cizelge 4.4 PCR sonuglari pozitif olan transgenik pamuk bitkileri

Plazmit Bitki Kodu Aktarilmig Gen
GNA CrylAc CP4-EPSPS

pGTGNAoC1AC 1 +F - +
2 - - +
3 4 s +F
C + - -
E + - e
N + + +
Y 4 4 4
J + + +
H - 4 +
33 - + +
35 - - 4
P + + +
39 s i 4

pGTGN35CIAC 5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 + + +
A + + +
B - 4 =
F + - -

4.5.2 ELISA

PCR sonucu pozitif olan pamuk bitkilerin bazilarinda (sonuglar1 her {i¢ gen icin pozitif
olan bitkiler) CrylAc protein ifade seviyesi ve protein birikimini incelemek amaciyla
ELISA testi yapilmistir. Hazirlanmig ELISA plakasindaki (Sekil 4.27) 6rneklerin OD
degerleri ELISA READER cihazinda 430 nm’ de okutulup sonuglar incelenmistir
(Cizelge 4.4).

Sekil 4-26 ELISA plakasinda hazirlanmig 6rneklerin OD degerleri ELISA READER
cihazinda okutulmustur (Kaynak: Orjinal)
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Cizelge 4.5 ELISA READER cihazinda okutulmus CrylA4c OD degerleri

Bitki kodu OD degerleri

0S 128 24S
J 0.176 0.185 0.225
P 0.3 0.25 0.26
39 0.4 0.345 0.365
H 0.235 0.18 0.19
6 0.175 0.19 0.2
8 0.14 0.175 0.225
A 0.185 0.225 0.2

Elde edilmis OD degerleri ve CrylAc protein kalibrasyon grafigini (Sekil 4.28)
kullanarak yaprak dokusundaki CrylAc protein birikimi Ol¢iilmiistiir. OD degerlerini
““mikrogram protein /gram bitki yaprag1’’ verilerine ¢evirmek icin agagida belirtildigi

gibi muhasebe yapilmistir.

2,5

15

ao

05

2,5 5 75 10

ppb Calibrator

Sekil 4.27 OD’ ye gore cizilmis CrylAc proteinin kalibrasyon grafigi (Kaynak:
Anonim)
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Yapilmis ELISA denemesinde 50 mg bitki dokusu sivi azotta ezilip 400 pl izolasyon
tamponunda CrylAc proteini ekstrekte edilmistir:

Dilution factor - Ml of extraction buffer
mg of leaf tisue

op_ 4001 o
~ 50mg

Hazirlanmis protein soliisyonundan 20 ul alinip ve 80 pl izolasyon tamponunda

sulandirilmastir:
psp= 100K _
20 pl
DSB (dilution sample extracted) _ total volume of diluted protein (ul)

ul of extraction butfer including tissue before dilution

pg/g of tissue = PPB (part per bilion, ng)x*dilution factorx DSB (dilution sample extracted)
1000

Sonuglara gore pGTGN35C1AC ve pGTGNAoCIAC ile muamele edilmis bitkilerde
yaralama sonrasi ii¢ farkli zamanda protein ifade orani degismektedir (Cizelge 4.5).
Sonuglara gore pGTGN35C1AC ile muamele edilmis bitkilerde en fazla ifade 8 kodlu
bitkide 24 saat ve A kodlu bitkide 12 saat yaralamadan sonra 0.045 pg/g kaydedilmistir.
pPGTGNAO0oCI1AC ile muamele edilmis bitkilerde ise 39 kodlu bitkide hemen yaralama
sonrasi (0 saat) protein orani en fazla kaydedilmistir (0.080 pg/g) (Sekil 4.29).

Cizelge 4-6 ELISA denemesinde elde edilmis CrylAc protein birikim miktar1 (ug/g)

Yaralama sonrasi 0rnek alma zamani

0 saat 12 saat 24 saat
J 0.035 0.037 0.045
P 0.068 0.050 0.052
Bitki kodu 39 0.080 0.069 0.073
H 0.047 0.036 0.038
6 0.035 0.038 0.040
8 0.028 0.035 0.045
A 0.037 0.045 0.040
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PGTGNA0C1AC ve pGTGN35C1AC ile transforasyon yapilmig transgenik pamuk bitkileri
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[

Sekil 4.228 ELISA denemesinde elde edilmis CrylAc protein birikim miktar: (ug/g)

4.5.3 RNA izolasyonu, cDNA sentezleme ve RT-PCR

Pamuk yapraklarindan total RNA izole edilmistir. Bu molekiillerin konsantrasyon ve
kalitelerinin incelemesinde “NanoDrop 1000 Spectrophotometer” cihazi kullanilmigtir

(Cizelge 4.6). Izole edilmis RNA, cDNA sentezinde kullanilmistir.

Cizelge 4.7 Izole edilmis total RNA’ larin konsantrasyonlari

Bitki kodu RNA konsantrasyonu (ng/ul)
6 360.7
8 554.7
39 406.0
J 244.5

Primerlerin baglanma sicakligin1 bulmak i¢in gradian PCR kurulmustur. Bu denemeni
sonuguna gore uygun baglanma sicakligit GNA ve CrylAc genleri igin 55 ve 59 C
belirlenmigtir. Ubiquitin geni i¢in ise en uygun sicaklik 57 “C belirlenmistir ancak GNA
ve CrylAc genlerinin incelemesinde aynmi reaksiyonda kullanilabilmek nedeniyle

strastyla 55 ve 59 derece uygulanmistir.

GNA ve CrylAc genlerinin RT-PCR ham verileri alinip mRNA {iretim miktarinin

incelenmesi amaciyla normalize edilmistir (Cizelge 4.7). Elde edilmis sonuglara gore
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GNA ifade diizeyi 6 kodlu pamuk bitkisinde J, 39 ve 8 kodlu bitkilerden sirasiyla 1.12,
1.19 ve 1.31 kat daha yiiksektir. CrylAc ifadesi ise en fazla 39 kodiu bitkide
belirlenmistir. Bu miktar J, 6 ve 8 kodlu bitkilerin sirasiyla 2.24, 2.48 ve 2.78 kati
olarak belirlenmistir (Sekil 4.30).

Cizelge 4.8 Normalize edilmis RT-PCR sonuglar1

Normalize edilmis mRNA miktarlar

GNA CrylAc
6 1.000 0.403
Bitki kodu 0.890 0.447
39 0.839 1.000
8 0.763 0.359

1,400
mGNA crylAc

1,200
1,000

0,800 I
0,600
0,400 [ I I
0,200
0,000
6 J 39 8

pGTGNAoCI1AC ve pGTGN3SCIAC T-DNA Balgesini
Tasiyan Transgenik Pamuk Bitkileri

Normalize Edilmis Gen ifadesi

Sekil 4.29 Normalize edilmis RT-PCR sonuglarinin incelenmesi

4.6 Bocek Denemesi

4.6.1 Spodoptera littoralis

Yapraklar tizerinde birakilmis Spodoptera littoralis bocekleri CrylAc protein
ifadesinden etkilenmistir. Denemenin baslangicindan 12, 24, 48, 72, 96, 120 ve 144 saat

sonra O0lmiis boceklerin yilizdesi hesaplanmistir (Cizelge 4.8). Deneme sonuglarina gore

93



144 saat sonra kontrol bitkiler lizerindeki boceklerin hepsi canli iken 39, 6 ve 8 kodlu

bitkilerde en iyi sonu¢ en yiiksek Oliim ylizdesi elde edilmistir (Sekil 4.31).
pPGTGNAO0CI1AC ile muamele edilmis bitkiler arasinda 39 kodlu bitkide % 100 6lim

gozlenmistir; bu oran pGTGN35C1AC ile muamele edilmis bitkilerde ise 6 kodlu
bitkide % 100 ve 8 kodlu bitkide % 90 gézlemlenmistir. 39, 6 ve 8 kodlu bitkilerde ilk

12 saatte sirasiyla yiizde 20, 20 ve 10 6liim goriinmiistiir. Denemedeki diger bitkilerin

sonucuna gore Olim yilizde orami yiiksek olmamistir. J, H, P kodlu bitkilerde 144 saat

sonra Oliim ytizdesi sirasiyla 10, 30 ve 20 gozlenmistir. Elde edilmis sonuglara gore 39

ve 6 kodlu bitkilerde % 100 oliime gore CrylAc gen ifadesi ve en etkili oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.30 Ty transgenik pamuk bitkilerinde Spodoptera littoralis bécek denemesi (a:

39, b: kontrol bitki, c: 6 ve d: 8 kodlu bitkiler) (Kaynak: Orjinal)

Cizelge 4.9 T, transgenik pamuk yapraklari iizerinde beslenmis S. /ittoralis larvalarinin
olim ylizdesi

Bitki kodu 12 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat
Negatif kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00 +0.00 0.00+0.00  0.00+0.00
39 20+14.14 20+14.14 30+7.07 60 +28.28 80 + 14.14 90 +7.07 100 £ 0.00
J 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00=+0.00 10+£7.07 10+£7.07 10+£7.07 10+ 7.07
H 0.00£0.00 10+£7.07 10+7.07 20 +0.00 30+ 7.07 30+7.07 30+7.07
6 20 +0.00 50 +7.07 90 £7.07 100 = 0.00 100 = 0.00 100 +0.00 100 £ 0.00
8 10+£7.07 10+7.07 10+7.07 50+21.21 80+ 14.14 90 +7.07 90 +7.07
P 0.00+0.00 10+7.07 20+ 14.14 20+ 14.14 20+ 14.14 20+ 14.14 20+ 14.14
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4.6.2 Aphis gossypii Glover

Pamuk yaprak bitleri deneme siirecinde iiremeye devam etmistir ancak GNA gen
ifadesinden dolay1 bocek iiremesi olumsuz yonde etkilenmistir. Boceklerde arasinda
6liim gozlenmemistir ancak 10 giin siirecinde iiremede kontrol bitki ile kiyaslandiginda
% 46.62 - 66.29 diisiis gerceklesmistir (Sekil 4.32). pGTGNAoC1AC ile muamele
edilmis bitkiler arsinda 39 ve J kodlu bitkilerde bocek iliremesi yiizde 45.5 ve 32.5;
pGTGN35C1AC ile muamele edilmis bitkiler arasinda ise 6 ve 8 kodlu bitkilerde yiizde
30 ve 47.5 iireme gozlenmistir (Cizelge 4.9).

Sekil 4.31 T, transgenik pamuk bitkilerinde Aphis gossypii Glover bocek denemesi (a:
6, b: kontrol bitki) (Kaynak: Orjinal)

Cizelge 4.10 T, transgenik pamuk bitkilerinin Aphis gossypii Glover bocek
denemesindeki 6liim yiizdesi

Bitki kodu
Kontrol negatif bitki 39 J 6 8
Bocek iireme sayisi 89 +4.24 45.5+2.47 32.5+1.76 30+ 1.41 475+ 1.76
GNA geninin bit
iiremesinde onleyici etki 00.00 % 48.87 % 63.48 % 66.29 % 46.62
yiizdesi

95



4.7 T; Nesli Bitkilerin Analizi

Secilmis dort transgenik pamuk tohumlari (39, J, 6 ve 8) 17.5 mg/L PMG igeren MS,
ortamlarinda ¢imlendirilmistir (Sekil 4.33). Bu bitkilerin tohumlar1 on ikiger tane
ekilmig sirasiyla 5, 8, 11 ve 4 tohum ¢imlenmistir. Cimlenmis tohumlardan gelismis
saglam fideler (liger tane) seg¢ilip yapraklar1 PCR reaksiyonunda kullanilmistir. PCR
sonuclarina gore AoPRI-CrylAc-CaMV.polyA ve 35s-CrylAc-CaMV.polyA tam
kasetlerinin bitkilerde varligi teyit edilmistir (Sekil 4.34; ¢izelge 4.10).

Sekil 4.32 T, tohumlar1 17.5 mg/L PMG’ 1 ortamda ¢imlendirilmistir. A: J, B: 39, C: 6,
D: 8 bitkileri (Kaynak: Orjinal)
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AoPR1 —CryIAc—lCaMV.polyA 355—Cry1Ac-lCaMV.polyA
( ) [ \

39 J 6 8
A |

Sekil 4.33 T, bitkilerinde aktarilmis AoPR1-CrylAc-CaMV.polyA ve 35s-CrylAc-
CaMV .polyA kasetleri PCR ile dogrulanmistir; 1, 2 ve 3: 39 kodlu bitki; 4,
5 ve 6: ] kodlu bitki; 7 ve 14 1 kb DNA ladder; 8, 9 ve 10: 6 kodlu bitki; 11,
12 ve 13: 8 kodlu bitki

Cizelge 4.11 T1 bitkilerinin seleksiyon ortamlarinda ¢imlenme sayis1 ve PCR sonuglari

Bitki kodu Toplam Seleksiyon Gelismis PCR’ 1 PCR sonucu
tohum sayis1  ortamlarinda saglam fide  yapilmis pozitif bitki

¢cimlenmis say1si toplam bitki say1si
tohumlarin sayisi sayi1s1

39 12 5 3 3 2

J 12 8 3 3 1

6 12 11 3 3 2

8 12 4 3 3 1
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye diinya pamuk iiretiminde 577,000 ton ile 2015-2016 yillarinda, Hindistan, Cin,
ABD, Pakistan, Brezilya ve Ozbekistan’ dan sonra yedinci en biiyiik pamuk iireticisi

olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2017).

Lif bitkisi olan pamuk diinya tekstil sanayinde biiylik 6neme sahiptir. Bu bitkinin #iretim
verimliligi farkli zararlilar tarafindan olumsuz olarak etkilenmektedir. Bocek zararlilar
bitkinin dokularini ¢igneyerek veya bitki 6zsuyunu emerek bitkiye zarar verip verimin
diisiimiine neden olmaktadir. Pamuk bitkisindeki bu hasar % 29’ a ulagmistir (Oerke
2006). Sentetik insektisitlerin kullanimi ¢evreye zarar verip insan sagligi iizerinde de
olumsuz etkiler birakmaktadir (Curry 2002; Bakhsh vd. 2009). Diinya genelinde
is¢ilerin % 1 - 3’ 1 pestisit kullanimindan zarar gérmektedirler(EJF 2007). Dolayisiyla,
pestisitlerin zararhi etkilerini azaltmak amaciyla genetigi degistirilmis boceklere

dayanikli bitkiler, gen transformasyon yontemleri ile {iretilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, pamuk 6zsuyunu emen A. gossypii gibi ve yaprak dokularini
cigneyerek zarar veren S. littoralis gibi boceklere karsi direng saglanmasi amaciyla Bt
ve lektin genleri pamuk GSN-12 c¢esidine aktarilmistir. Bu ¢alismada, bir ilk olarak
GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genleri birlikte tek vektor araciligiyla pamuk bitkisine
aktarilmigtir. Ayrica gereksiz Cry proteinin iiretimini engellemek amaciyla CrylAc geni

yaralanmaya hassas olan AoPR1 promotdriiniin yaninda klonlanmistir.

5.1 Genler ve Bocekler Uzerindeki Oliimciil Etkileri

Yapilmis pamuk gen aktarim ¢aligmalarinda ¢esitli genler farkli promotdrlerin kontrolii
altinda bitkilerde ifade edilmistir. CaMV 35S bir konstitiitif promotoér oldugundan
dolay1 bitkinin tiim dokularinda gii¢lii bir sekilde genlerin ifadelerini saglar; Perlak vd.
(1990), McCabe ve Martinell (1993), Thomas vd. (1995), Majeed vd. (2000), Singh vd.
(2004), Leelavathi vd. (2004), Wu vd. (2005), Wu vd. (2006), Katageri vd. (2007),
Rashid vd. (2008), Wu vd. (2008), Tohidfar vd. (2008), Dunse vd. (2010)

98



caligmalarinda CaMV 35S promotoriinii kullanmislar. Guo vd. (2007) ¢alismalarinda
Cry genlerinin ifadesi i¢in misirin Ubil promotorii kullanilmistir. Yapilmis tez
caligmasinda CrylAc geninin ifadesi, AoPR1 promotoériinii kullanarak sadece
boceklerin 1sirdiklart bolgelere sinirlanmuistir. Boylece gereksiz CrylAc proteinin
olusumu kisitlanmistir. AoPR1 kontrolii altinda Cry proteininin ifadesi biyogiivenlik
acisindan var olan endiseleri azaltarak transgenik bitkilerin iiretiminde onemli adim
olarak tanimlanmaktadir. Benzer sekilde Anayol vd. (2016) calismalarinda, AoPR1
promotorii CrylAc ifadesinin kontrol edilmesinde kullanilmistir; ancak bizim

calismamizda GNA geni de CrylAc geni ile birlikte bitkiye aktarilmistir.

Liu vd. (2013) caligmalarinda CrylAc ve GNA genleri pamuk bitkisine aktarimistir;
ancak bu iki gen farkli promotorler kontrolii altinda ifade edilmistir. CrylAc ifadesi icin
CLClu viriisiiniin replikasyon proteinin promotorii ve GNA i¢in ise Mas-uas (mannopine

synthase upstream activating sequence) promotorii kullanilmistir.

Aktarilan Cry genleri ve promotor tiiriine gore ifade seviyeleri bocekler tizerine farkli
oliimciil etkiler birakmaktadir. CaMV35S-CrylA4b pamuk yapraklar tizerinde beslenen
Helicoverpa amigera larvalarinda % 44 - 89 6liim goézlenmistir; bu oran, CaMV35S-
Crylla5, CaMV35S- CrylAc ve CaMV35S-CrylAc/Cry2A genleri ile transform edilmis
pamuk bitkileri lizerinde beslenen H. armigera larvalarinda, sirasiyla % 83, % 95.8 -
100, % 75 - 100 bildirilmistir (Leelavathi vd. 2004; Wu vd. 2005; Rashid vd. 2008).
Singh vd. (2004) calismasinda ise CaMV35S-CrylEC ile transform edilmis pamuk
bitkilerinde, S. /itura larvalarinin % 100’ {i lmiimstiir (Singh vd. 2004).

CaMV35S-4C4 ile transform edilmis pamuk bitkileri iizerinde beslenen Aphis gossypii

Glover nimfalarmin tiremesinde % 64.5 diisiis gézlenmistir (Wu vd. 2006).

Liu vd. (2013) ¢alisma sonuglarina gore MasUas-GNA ile transform edilmis pamuk
yapraklar1 lizerine beslenen Aphis gossypii Glover boceklerinin liremelerini 6nemli

derecede engellemistir.
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5.2 trGNA Geninin Karakterizasyonu

Bu ¢alismada plazmid vektér hazirlanmasinda GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genleri
farkl1 kaynaklardan izole edilip ve ifade vektoriinde alt-klon yapilmistir. GNA lektin
geni kis mevsiminde dogal olarak yetisen kardelen (G. nivalis) bitkisinden izole
edilmistir. izole edilmis gen dizisinin benzerlik oranini veri tabanlarinda bulunan GNA
diziler ile kiyaslamak amaciyla tiim GNA dizileri toplanip izole edilmis t#rGNA ile
BLAST ve alt dizileme analizleri yapilmistir. Elde edilmis niikleotid BLAST
sonuglarina gore izole edilmis GNA geni ile Onceden rapor edilmis GNA dizileri
arasinda % 89 - 97 dizi benzerligi bulunmustur. GNA protein BLAST sonucuna gore
GNA protein dizisi ve dnceden bulunan diziler arasinda % 84 - 96 protein dizi benzerligi
belirlenmistir. En fazla niikleotid benzerligi NCBI veri tabaninda bulunan M55556.1
erisim nolu ve en az benzerlik ise de M55557.1 erisim nolu dizi ile belirlenmistir.
Protein dizisinin 5’ ucunda sinyal peptidin varlig1 incelemelere gore dogrulanmistir. Bu
sinyal peptid 23 amino asitten olusup protein ifadesinde role sahiptir. ##GNA sinyal
peptid dizisi ve uzunlugu 6nceden bulunan GNA dizilerinin sinyal peptidleri ile ayni

olmasi dogrulanmistir (Van Damme vd. 1987).

Mannoz karbonhidratina 6zel baglanan bir lektin olarak, #GNA amino asit dizisi
iizerinde ii¢c Q*D*N*V*Y motifin bulunmasi dogrulanmistir. Bu motifin dizi ve islevi

ilk olarak Van Damme vd. (1987) tarafindan sunulmustur.

5.3 Agglutinin Lektin Genlerinin Bocekler Uzerindeki Etkileri

Daha once yapilmis calismalarda boceklere karst direng kazandirma amaciyla farkli
toksin genleri pamuk bitkisine aktarilmistir. Farkli kaynaklardan izole edilmis lektin
genleri emici-sokucu boceklere karsi direng kazandirmak amaciyla pamuk bitkisine
aktartlmistir. GNA, ACA ve ASAL genleri sirasiyla kardelen, sogan ve sarimsak
bitkilerinden izole edilip kullanilmistir (Liu vd. 2013; Wu vd. 2006; Vajhala vd. 2013).
Pamuk bitkisine aktarilmis lektin genleri farkli promotorlerin yaninda klonlanmistir;

Liu vd. (2013) GNA genini mannopin sintaz konstitiitif promotorii yaninda klonlamigtir.
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Vajhala vd. (2013) ASAL genini CaMV 35S konstitiitif promotorii kontrolliiglinde
ifadesini saglamistir. Diger bir ¢calismada ACA geni floeme 6zel promotér, CoYMV
(Commelina Yellow Mottle Virus) yaninda klonlanmis ifade edilmistir (Wu vd. 2006).
Yapilmis ¢calismada GNA lektin geni CaMV 35S promotdrii yaninda klonlanmistir. Bu

tez calismasinda promotoriin se¢ilmesinde gli¢lii siiriicli olmak kriteri dikkate alinmistir.

GNA lektin geni yaprak bitleri {izerine dliimciil etki birakmamasina ragmen bdceklerin
biliyiime, gelisme ve iiremesinde dnemli engelleyici etki birakmaktadir (Liu vd. 2013).
Sarimsaktan izole edilen lektin geni, beyazsinek ve jasitlerin canlilik, gelisme ve
iiremeleri {izerine olumsuz etkide bulundugu belirtilmistir (Vajhala vd. 2013). Wu vd.
(2006) ACA toksin proteinin pamuk yaprak bitlerinin popiilasyonlarinin gelismesi
iizerine % 25.3 - 64.5 engelleyici etkiye neden oldugunu belirtmistir. Bizim
calismamizdaki sonuglara gore GNA lektin geninin pamuk yaprak bitinin (4. gossypii)
iremesi tlizerine % 46.62 - 66.29 engelleyici etkisi olmas1 belirlenmistir. Elde edilmis
sonuclara gore bdceklerde Olim gozlenmemistir. Bu sonuglar, Liu vd. (2013)
yayinladigi sonuglarla benzer olmaktadir ancak onlarin raporlarinda veriler

getirilmemistir.

Agglutinin lektin genleri ¢eltik, Hint hardali, patates, nohut ve misir bitkilerine aktarilip

etkileri farkli bocekler lizerinde incelenmistir.

Nilaparvata lugens bocegine karsi direng saglamak amaciyla, GNA geni ¢eltik bitkisine
aktarilmistir. Bu gen RSsl1 promotorii yaninda klonlanmis floem dokularinda ifadesi
gergeklestirilmistir (Rao vd. 1998). Calisma sonuglarina gore celtik bitkisi N. lugens
bocegine karsi direng kazanip ayni zamanda bitki viriis zararli hastaliklar1 olusumunda
da diisiis goriilmistiir. Bir diger ¢alismada N. Lugens ve Scirpophaga incertulas
zararlilaria kars1 diren¢ kazandirmak amaciyla GNA geni Cry2A4 ve CrylAc genleri ile
birlikte ¢eltik bitkisine aktarilmigtir. Bu genler ayr1 ayr1 ve tigli birlikte bitkiye
aktarilmigtir. Genlerin Ugiiniin birlikte bitkiye aktarilmasi emici-sokucu ve yapragi

cigneyen boceklere karsi direng kazandirmasi gozlenmistir (Magbool vd. 2001).
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Tek cenekli bitkilerde gen aktariminda gen bombardiman yontemi kullanilmaktadir. Bu
yontem ile gen aktarim sonucunda g¢oklu transgenin genoma yerlestiginden dolay1
koslipresiyon ve gen susmasi ortaya c¢ikmaktadir (Shou vd. 2004). Tek cenekli
olmasina ragmen, ¢eltik gen aktariminda Nagadhara vd. (2003) calismasinda A.
tumefaciens kullanilmistir. Bu yontem ile gen aktarimda az gen kopyas: genomda

yerlesmektedir (Dai vd. 2001).

Nagadhara vd. (2004) GNA genini A. tumefaciens aracilifiyla celtik bitkisine
aktarmistir. Transgenik ¢eltik bitkileri Sogatella furcifera boceklerine karsi yiiksek

diren¢ kazanmistir.

Sarimsak bitikisinden izole edilmis lektin geninin (4SAL) pirince aktarilmasi N. lugens
ve Nephotettix spp. boceklerinin 6liim yiizdelerinin artisina neden olmustur. Oliim
yiizdesi GNA ile kiyaslandiginda yilizde on daha fazla oldugu belirlenmistir (Saha vd.,
2006; Yarasi vd., 2008; Chandrasekhar vd., 2014).

Bir diger calismada, bugday tohum agglutenin (WGA) lektin geni Hint hardalina
(Brassica juncea) aktarilmistir. A. tumefaciens aracilifiyla aktarilmis WGA geni 35S
CaMV promotdri kontrolii altinda ifade edilmistir. Transgenik bitkiler Lipaphis erysimi
boceklerine karsit dayanikli olduklar1 belirlenmistir (Kanrar vd. 2002).

ASAL, GNA ve ACA (Allium cepa L. agglutinin) lektin genlerinin boceklere karsi
etkilerini incelemek amaciyla bu iic gen ayr1 kasetler sekillinde hardal bitkisine
aktarilmistir. Elde edilmis sonuglara gore 4CA lektin geninin hardal bitlerine kars1 daha

fazla etkili oldugu belirlenmistir (Hossain vd. 2006).

Canavalia ensiformis bitkisinden izole edilmis Cond Gatehouse vd. (1999) tarafindan
patates bitkisine aktarilmigtir. Bu gen 35S CaMV promotdr kontrolii altinda ifade
edilmistir. Bocek denemeleri sonuglarina gore Myzus persicae boceklerinin iiremesinde

% 45 diisiis gorilmiistiir.
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Transgenik bugday bitkilerinde ifade olmus GNA lektin geni Sitobion avenae bocekleri
tizerine Oliimcil etkisi olmamasma ragmen boceklerin iiremelerinde negatif etki
birakmustir. GNA geni Ubiquitin ve RSs1 promotorlerinin yaninda klonlanip bugdaya
aktarilmigtir. Toplam {iretilmig proteinin % 0.04” iinii agglutinin lektin olusturmustur

(Stoger vd. 1999).

Bir diger calismada GNA geni RSsl promotoérii yaninda klonlanmig musir bitkisine
aktarilmistir. Gen transformasyonunda A4. tumefaciens yontemi kullanilmistir. Sonuglara
gore toplam iretilmis ¢oziimlenebilir proteinin % 0.13 — 0.28’ ni agglutinin lektin
olusturmustur. Bocek denemesi sonuglarina gére Rhopalosiphum maidis nimfa {iretimi

transgenik bitkilerde % 46.9 diisiis gostermistir (Wang vd. 2005).

Nohut bitkisi, Aphis craccivora bocegine kars1 dayaniklilik kazanmasi amaciyla rolC-
ASAL ve 35S CaMV- ASAL genleri bitkiye aktarilmistir. Transgenik bitkilerde ASAL
agglutinin proteinin {iretimi toplam c¢ozlimlenebilir proteinlerin % 0.08 - 0.38 ni
olusturmustur. Bocek denemesi sonuglarina gore, transgenik bitkler % 11 - 26 ve % 22 -
42 sirastyla boceklerin canliligini ve tiremelerini olumsuz etkilemistir (Chakraborti vd.

2009).

5.4 Bt Genleri ve Etkileri

Bitki dokularini ¢igneyerek hasara neden olan bdceklerle miicadelede Cry genleri
bitkilere aktarilmistir. CryAc, CrylAb, CrylAb, Crylla5, CrylC, Cry2A4, Cry9C,
CrylAc ve CrylEc genleri lepidoptera boceklerine karst direng kazandirmak amaciyla
pamuk bitkisine aktarilmigtir (Perlak vd. 1990, McCabe ve Martinell, 1993, Majeed vd.
2000, Singh vd. 2004, Leelavathi vd. 2004, Wu vd. 2005, Guo vd. 2007, Katageri vd.
2007, Rashid vd. 2008, Tohidfar vd. 2008, Kumar vd. 2009, Khan vd. 2011, Bakhsh
vd. 2012, Bakhsh vd. 2016, Anayol vd. 2016). Aktarilmis genler Helicoverpa zea,
Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera,
Spodoptera litura ve Heliothis armigera bocek zararlilarinin gelismesini engelleyerek

yuksek ylizdelerde 6liime neden olmustur.
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Yapilmis calismamizda, CrylAc geninin toksik etkisini incelemek icin Spodoptera
littoralis boceklerinin iki ve tlglincii donemlerindeki larvalar1 bocek denemesinde
kullanilmistir. Bocek 6liim yilizdesi % 10 - 100 arasinda gozlenmistir. CrylAc geni ciddi
bir sekilde boceklerin gelismesini yavaglatip ve bazi bitkilerde onlarin 6liimlerine neden

olmustur.

5.5 Gen Aktarimi ve Ferekansi

Pamuk gen aktarim ¢alismalarinda bitkinin ¢ift c¢enekli oldugundan dolayr A.
tumefaciens yaygin bir sekilde kullanilmasina ragmen (Perlak vd. 1990, Singh vd.
2004, Wu vd. 2005, Katageri vd. 2007, Kumar vd. 2009, Anayol vd. 2016) gen
bombardimani yontemi de gen aktariminda kullanilmistir (Majeed vd. 2000; Khan vd.
2011; McCabe ve Martinell, 1993). Gen aktarim c¢alismalarinda farkli eksplantlar
kullanilmistir; Hipokotil (GUO vd. 2007), embriyo (Rashid vd. 2008), siirgiin ucu
meristem (Nandeshwar vd. 2009), kotiledon (Rawat vd. 2011), polen (Liu vd. 2013).

Bitki rejenerayonu direkt ve indirekt olarak gerceklesmistir.

Pamuk bitkisinin in vitro kosullarindaki rejenerasyonu laboratuvarimizda optimize
edilmistir (Anayol vd. 2016). Olgun embriyolar gen aktarim denemesinde
kullanilmistir. Bitki rejenerasyonu direkt rejenerasyon yolu ile yapilmistir. Gen

aktariminda A. tumefaciens araciligiyla transformasyon yapilmstir.

A. tumefaciens farkli hatlar1 gen aktarim g¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu hatlarin
gen aktarim kabiliyetleri farkli olmaktadir. Bakhsh vd. (2014) calisma sonuglarina gore
en iyi gen aktarim kabiliyeti sirasiyla LBA4404, EHA105, GV2260, C58C1 ve AGL1

bakteri hatlarinda belirlenmistir.

Yapilmis tez ¢alismasinda LBA4404 hatt1 laboratuvarimizda mevcut olmadigindan
dolayr EH105 hatt1 kullanilmistir. Bakteri ile muamele edilmis yaklasik 4000 olgun
embriyodan sadece 45 tanesi PMG seleksiyon ortaminda rejenere olmustur (% 1.125);

ancak dis kosullarina adapte edilmis 31 bitkinin GNA, Cryldc ve CP4-EPSPS
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sonuclarina gore gen aktarim yiizdesi 0.5 belirlenmistir. Anayol vd. ¢calisma sonuglarina
gore pamuk bitki ¢esitleri arasinda gen transformasyon orani degismektedir; Ozbek-100
ve STN- 486 ¢esitlerinde gen aktarimi frekansi ¢ok diisiik ancak GSN-12 ve Ayhan-107

cesitlerinde sirasiyla % 0.9 ve % 0.7 belirlenmistir.

Anayol vd. (2016) CrylAc genini AoPR1 promotorii kontrolii altinda pamuk bitkisine
aktarmigtir. Caligma sonuglarina gore CrylAc geninin toksik etkisinden dolayi, GSN-12
transgenik bitkiler iizerinde beslenen S. exigua larvalarda % 73 - 97 Olim
gozlemlenmistir. Yapilmis calismamizda, Cry/Ac geninin yaninda GNA lektin geni de
ayni T-DNA iizerinde olarak bitkiye aktarilmistir; dolaysiyla S. littoralis larvasina karsi
dayanikli olmakla birlikte pamuk yaprak bitine kars1 da dayanikliligi kanitlanmistir.
Bocek denemeleri sonuglarina gore S. littoralis iki ve tiglincii larvalarina karst % 10 -
100 olimciil etki birakmistir. A. gossypii nimfalar1 {izerinde ise Oliimciil etki
goriinmemistir ancak bitlerin liremesi GNA lektin toksik etkisinden dolay1 % 46 - 66
azalmistir. GNA lektin geninin 6liimciil etkisi olmadigi ve sadece liremeyi olumsuz
etkiledigi, daha once yapilmis ¢aligma sonuglarini onaylamaktadir (Stoger vd. 1999;

Miao vd. 2011; Yoshimura vd. 2012; Wang vd. 2005; Liu vd. 2013).

Liu vd. (2013) ¢alismasinda GNA ve CrylAc genleri pamuk bitkisine aktarmigtir ancak
bu genler farkli promotdr yaninda klonlanmistir. CrylAc geni CLCu viriisiiniin
replikasyon protein promotorii ve GNA geni ise Mas-uas (mannopine synthase upstream
activating sequence) promotdrii yaninda klonlamistir. In vitro seleksiyonunda
kanamisin antibiyotigi kullanarak transgenik aday bitkiler secilmistir. Bizim
calismamizda ise CrylAc geni AoPR1 promotdrii ve GNA geni ise 35S CaMV
promotori yaninda klonlanmistir. AoPR1 promotdrii sadece bocek 1sirdigr bolgelerde
CrylAc geninin ifadesini saglamaktadir (Ozcan vd. 1993). Bu promotdr kullanimi
CrylAc proteinin gereksiz iiretimini engelleyerek biyo-giivenlik agisindan biiyiik bir
onem tagimaktadir. Liu vd. (2013) ¢alismasinda Mas-uas promotorii kontrolii altinda
ifade edilmis GNA lektin, 4. gossypii boceklerinde iireme yilizdesini diislirmiistiir ancak
verileri yayinlanmamistir. Bu sonug bizim ¢alismamizdaki sonugla ayni olmaktadir; 35S
CaMV promotorii kontrolii altinda ifade edilmis GNA geni pamuk yaprak bitlerinde

iireme yiizdesini % 46 - 66 diislirmiistiir.
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5.6 Rejenerasyon Ortamlarinda Seleksiyon

In vitro kosullarinda rejenerasyonlar1 gerceklesen bitkilerin gen aktarim sonrasi

seleksiyonlerinda farkli antibiyotik veya herbisitler kullanilmaktadir.

Pamuk gen aktarim calismalarinda, in vitro rejenerasyon ortamlarda kanamisin,

higromisin ve glufosinat kullanilmistir. Transgenik fidelerde kanamisin, higromisin ve

glufosinata diren¢ kazandirmak igin sirasiyla nptll (Liu vd. 2013), hptll (Kumar vd.

2009) ve bar (Wu vd. 2006) genleri bitkilere aktarilmistir. Yapilmis tez ¢aligsmasinda,

bitkilerin seleksiyonunda fosfinometil glisin (PMG) kullanilmistir. PMG’ ye direng

saglamak amaciyla bitkilere CP4-EPSPS geni aktarilmistir.

Sonug olarak:

1.

GNA lektin geni kardelen bitkisinden basariyla izole edilmistir

Biyoinformatik incelemeleri, izole edilmis GNA geninin veri tabanlarindaki

dizilerle 6nemli derecede benzerligini dogrulanmigtir

GNA, CrylAc ve CP4-EPSPS genleri pCAMBIA1301 vektoriiniin T-DNA

bolgesinde basartyla klonlanmistir

Hazirlanmis T-DNA, A. tumefaciens aracilifiyla pamuk olgun embriyosunun
apikal meristem hiicrelerine aktarilip genlerin bitkide bulunmasi ve calistig

dogrulanmistir

Bitki rejenerasyonunda kullanilmis aktif komiir, fenolik bilesiklerin
salgilanmasini engellemis 6te yandan karanlik ortam olusturdugu icin bitkilerin

koklenmesine de ciddi destek saglamigtir
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10.

1.

12.

13.

Seleksiyon ortamlarinda transgenik aday bitkilerin rejenerasyon oranlart %

1.125 olmustur

PCR sonugclarina gore gen aktarim ferekansi % 0.5 olarak belirlenmistir

RT-PCR sonuglarina gore transgenik bitkiler arasinda GNA ve CrylAc

genlerinin ifade seviyelerinin farkli olduklari belirlenmistir

ELISA ve RT-PCR sonuglarini inceledigimizde her iki denemede de sirasiyla
39, J, 6 ve 8 kodlu bitkilerde en ¢ok CrylAc transkripsiyon ve protein birikimi

gozlenmistir

CrylAc proteinin iretimi transgenik bitkilerde ELISA yontemi ile
dogrulanmistir

Transgenik bitkiler 4. gossypii Glover boceklerinin tiremesini % 46.62 - 66.29

engelledigi tespit edilmistir

Transgenik bitkiler iizerinde beslenen S. /ittoralis boceklerinde % 10 - 100 6lim
gozlenmistir
Ty bitki tohumlarmin PMG igeren MS ortaminda ¢imlenmesi ve PCR

sonuglarinin pozitif olmasiyla genlerin genoma baglandigi teyit edilmistir

Bu ¢alismanin devaminda:

1.

2.

Southern blot denemesinin yapilmasi ve genlerin kopi sayilarinin belirlenmesi,

GNA lektin ve CrylAc proteinleri i¢in western blot analizinin yapilmasi ve

protein incelemelerinin gerceklesmesi,
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CP4-EPSPS geninin transkriptom incelemesi i¢in RT-PCR denemesinin

yapilmasi,

T, nesli bitkiler yetistirilip glifosat herbisitine kars1 toleranslarinin incelenmesi,

Bitkiler tarlada ekilip dogal kosullarda boceklere karsi dayanikliliklarinin

incelemesi,

Transgenik pamuk yapraklari tizerinde beslenen S. littoralis larvalarinin yaprak

tiiketim miktarinin belirlenmesi,

Transgenik pamuk yapraklar lizerinde beslenen S. litforalis larvalarinin biiylime

oranlarinin incelenmesi,

Transgenik pamuk yapraklar {izerinde beslenen S. [ittoralis boceklerinin

biraktiklar1 yumurtalarin agma oranlarinin incelenmesi,

Transgenik pamuk yapraklari lizerinde beslenen S. /ittoralis boceklerinin lireme

oraninin incelenmesi,

Yeni ¢alisma konular1 olarak dnerilmektedir.
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