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OZET

TRANSGENIK PATATESTE FARKLI PROMOTORLERIN AKTIVITESININ
KARSILASTIRILMASI

RAHAMKULOYV, Ilhom
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Allah BAKHSH

Agustos 2019, 91 sayfa

Bu tez calismasinda patatesten elde edilen yesil dokuya 6zgii pRCA promotdrii ile
Arabidopsis thaliana bitkisinden elde edilen ve stres kosullarinda uyarilabilen pRD294
promotoriiniin Lady Olympia patates (Solanum tuberosum L.) ¢esidinde gen ifade
seviyelerine bakilmistir. Calismada konstitiitif -355 CaMV promotorii kontrol olarak
kullanilmistir. Segilen promotorler GUS-INT genini kontrol edecek sekilde pPCAMBIA-
1301 plazmidine yerlestirilmistir. Bitki transformasyonu Agrobacterium tumefasiens
bakterisinin LBA4404 susu araciligiyla saglanmistir. Eksplant olarak yaprak ve bogum
aralar1 kullanilmigtir. Elde edilen transgenik hatlar histokimyasal GUS analizi, PCR,
gen ifadesini belirlemek i¢in qRT-PCR ve fluorogenik assay analizi kullanilarak
dogrulanmistir. Laboratuvar kosullarinda transgenik bitkilerin taranmasi i¢in higromisin
fosfotransferaz  (hptll), en wuygun konsantrasyonda (5 mg/l) kullanilmistir.
Transformasyon etkinligi % 0,98 olarak hesaplanmistir. pRD29A4 igeren transgenik
patateslerde GUS gen ifadesinin kontrol kosullara gore farkli abiyotik stresler altinda 10
kattan fazla arttigi gézlemlenmistir. pRCA promotoriinde kok/yumru kisimlarma gore
yapraklarda GUS gen ifadesi 4 kat artmistir. Bu promotorlerin aktivitelerine bakilarak,
ileride farkli genler ile beraber kullanilmalar1 durumunda patateste transgenik
teknolojinin risklerini minimuma indirmek ve olumsuz cevre kosullarmma dayanikli

patates hatlar1 gelistirmek miimkiin olabilir.

Anahtar Sozciikler: Patates, dokuya 0zgii ve uyarilabilir promotérler, transformasyon, 35S, pRCA ve

RD294
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SUMMARY

COMPARISON OF DIFFERENT PROMOTER ACTIVITIES IN TRANSGENIC
POTATO

RAHAMKULOV, IThom
Nigder Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering
Supervisor : Ass. Prof. Dr. Allah BAKHSH

August 2019, 91 pages

In this thesis, the efficiency of green tissue specific (pRCA, isolated from potato) and
stress inducible promoter (pRD29A, isolated from Arabidopsis thaliana) was compared
in transgenic potato (Solanum tuberosum L.) plants in comparison with constitutive
promoter (35S CaMV). The promoter fragments were cloned upstream to a reporter
gene (GUS-INT) in pCAMBIA-1301 binary vector. Agrobacterium tumefaciens strain
LBA4404 harboring recombinant binary vector was used to infect leaf discs and
internodal explant of Lady Olympia cultivar. Transgenic lines were verified by GUS
histochemical analysis, PCR, gene expression via RT-qPCR and fluorogenic GUS assay
techniques. Hygromycin phosphotransferase (4ptll) was used at optimal concentration
(5 mg/l) for the screening of in vitro cultured putative transgenic plants. Overall
transformation efficiacy was calculated as 0,98%. As a result of the validation methods,
PpRD294 transgenic potatoes were observed to increase GUS gene expression more than
10 times in different abiotic conditions compared to controls. In pRCA promoter, GUS
gene expression was increased 4-fold in leaves compared to root / tuber parts. The
results of this study encourage the appropriate use of promoter to drive the expression
of foreign gene(s) for the development of potato lines resistant/tolerant against biotic
and abiotic stresses. Thus, minimizing the risks of transgenic technology can be

possible in potatoes using different genes under suitable promoters in the future.

Keywords: Potato, tissue specific and inducible promoters, gene transformation, 35S, pRCA and RD29A4
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BOLUMI1

GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.) besin bilesiminin zenginligi ile diinyadaki niifusun
artmast ve gida kaynaklariin yetersiz kalmasi problemlerine ¢oziim olabilecek hem
endiistri ham maddesi hem de direkt gida olarak kullanilabilen diinyadaki en onemli
kiiltiir bitkilerinden biridir. Tahil {irtinleri basta olmak iizeri sirasiyla celtik (Oryza
sativa), bugday (Triticum aestivum) ve arpa (Hordeum vulgare)’dan sonra patates yillik

iretimde dordiincii siradadir (Alisdair vd., 2001).

Patates bitkisinin anavatani Gliney Amerika’da And Daglarinin yiiksek bolgeleri olarak
bilinmektedir.  Solanum cinsinin sekiz tiirii insan gida maddesi olarak tiiketime
uygundur ancak en ¢ok liretilen ve yaygin olarak bilinen tiir Solanum tuberosum tiiriidiir
(Rowe, 1993). Patates ilk kez Ispanyollar tarafindan XVI. yy'da Giiney Amerika’dan
Avrupa’ya getirilerek buradan diinyaya yayilmistir Daha sonra XIX yy'da lezzetiyle
popiiler olan patates, diinyanin diger bolgelerinde de dikilmeye baslanmistir (Baayen,

2006).

Diinyada 2017 yilinda toplam 19 milyon 302 bin 642 hektar alanda, 388 milyon 190 bin
674 ton patates iiretimi yapilmistir. Bu patateslerin %50,4'4 Asya, %31,4'i Avrupa,
%]11,4'i Amerika, %6,4'i Afrika ve %0,4'i olan kiigiik bir oran1 da Okyanusya
kitalarinda iiretilmistir (FAOSTAT, 2017). Tiirkiye’de ise TUIK (2017) verilerine gore
37 milyon 992 bin hektar alan tarimda kullanilmaktadir. Bu tarim alanlariin patates
iiretim payr 1 milyon 428 bin 835 dekardir. Patates dikimi yapilan bu alanlardan 4
milyon 800 bin ton hasilat elde edilmistir. Uretilen patates verimi ise 3359 kg/dekar

olarak belirlenmistir.
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Sekil 1.1. Amerika kitasindaki yabani patates dagilimi (Hijmans ve Spooner, 2001).

Transgenik teknolojinin 6nemli adimlarindan biri olan DNA’nin ¢ift sarmalli molekiiler
yapisinin kesfi 1953 yilinda Watson ve Crick tarafindan belirlenmistir. (Watson ve
Crick, 1953). Ikinci 6nemli adim ise rekombinant DNA ¢aginmn baslamasinda biiyiik rol
alan Smith ve Welcox tarafindan 1970’lerde bir bakteri susundan bir enzimin
ayristirtlmasint ve enzimin viral DNA’y1, 6zgiil niikleotid dizilerinden kesmek i¢in
kullaniligin1 tanimlar. Bu yapilar “restriksiyon enzimleri” olarak adlandirilmaktadir
(Smith ve Welcox, 1970). Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle birlikte
transgenik bitkiler ile ¢alismalar hizla artmustir. ilk transgenik bitkilerden biri olan

antibiyotige dayanikli transgenik tiitiin bitkisi, 1983 yilinda modern biyoteknoloji



yontemlerinden gen aktarim yontemleri kullanilarak gelistirilmistir (Fraley vd., 1983).
Bunun ardindan bitkilerin viriislere, bakterilere, herbisitlere ve boceklere karsi
dayaniklilik vb., Ozelliklerin kazandirilmasi amaciyla transgenik bitkiler retilmeye
devam edilmistir. 1994 yilinda ise ticari satisina baslamis ilk transgenik bitki raf dmrii
uzatilmig domates ¢esidi Flavr Savr gelistirilmis ve piyasaya striilmistiir (Stone, 1994).
Daha sonra bunu muisir, soya, kolza, pamuk ve patates gibi bitkilerin boceklere ve
herbisitlere dayanikli transgenik cesitlerinin ticari ekimine baslanmistir. 1996 yilinda
diinya capinda transgenik bitki iiretimi 1,7 milyon hektar iken 2017 yilinda bu rakam
189,8 milyon hektara ulasmistir. Onceleri gelismis iilkeler bu teknolojiyi kullanarak
iretimi yillar gectikce arttirmaktaydi. Ancak gliniimiizde gelismekte olan iilkeler daha
cok modern biyoteknoloji yoOntemlerini kullanarak, gelismis iilkelerin iiretimleri

iizerinde transgenik bitki tiretimi yapmaktadirlar (ISAAA, 2017).

Genetik miihendisliginin ¢esitli tekniklerle bir canlinin gen diziliminin degistirilmesi ya
da ona kendi dogasinda bulunmayan bambaska bir karakter kazandirilmasi yoluyla elde
edilen kalitimsal degisiklige ugrattig1 yeni organizmalar giinlimiizde, G.D.O. (genetigi
degistirilmis organizmalar) kisaltilmis adiyla ifade edilmektedir. Ayrica bu iirlinlere,
genetik olarak modifiye edilmis organizmalar (GMO), gen aktarimli organizmalar, bio-
miihendislik organizmalar, transgenik iiriinler de denilmektedir. Kullanilan teknolojiye
ise rekombinant DNA teknolojisi ya da genetik modifikasyon denmektedir. Bu islem

sirasinda aktarilan gene ise transgen denir (Meseri, 2008).

Bitkiler acisindan baktigimizda, kendi dogasi haricindeki herhangi bir organizmadan
gen aktarilarak, belirli 6zellik kazandirilmig bitkilere transgenik bitkiler ya da genetigi

degistirilmis bitkiler denilmektedir.

Promotorler, biyolojide genlerin transkripsiyonunu baglatan DNA pargasidir.
Promotorler, ilgili genin transkripsiyon baslangi¢ bolgesine yakin kisimlarda ve genle
ayn1 DNA iplik¢igi lizerinde bulunurlar. Promotérler, transkripsiyonu baglattiklar: gen
dizisinden once karsit tamamlayict DNA dizisinin 3' ucuna dogru olan kisimda
bulunurlar. Gen transformasyon ¢alismalarinda kullanilan promotérler; bitki, viriis veya
bakteri kokenlidirler. Promotdrler; konstitiitif promotorler, dokuya 6zgli promotorler,

uyarilabilir promotdrler olmak {izere ili¢ gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. DNA molekiilii tizerindeki promotor, kodlanan bolge ve terminator bolgeleri

Promotérler, gen transkripsiyonunun baslatilmasinda ve diizenlenmesinde ¢ok onemli
bir rol oynamaktadirlar. Ozellikle yesil doku promotdrii, genetigi degistirilmis

mahsullerin gelisiminde biiylik 6neme sahiptir (Xue vd., 2018).



BOLUM II

GENEL BiLGIiLER

2.1 Agrobacterium tumefaciens Aracihigiyla Gen Transformasyonu

Transgenik bitki teknolojisinde son zamanlarin en ¢ok kullanilan y&ntemi
Agrobacterium tumefaciens bakterisi araciligiyla yapilmaktadir. Bu bakteri ilk olarak
Smith ve Townsend, (1907), tarafindan tanimlanmistir. Yapisi ¢ubuk seklinde ve gram
negatif bir bakteridir. Iki ¢enekli bitkilerin 140 tiiriinden fazlasinda tiimér olusumuna
veya ta¢ uru hastaligima neden olan bir ajandir. Timodr olusumu sirasinda,
Agrobacterium tumefaciens bakterisi T-DNA bolgesi bitki genomuna transfer
olmaktadir ve ardindan bitki genomuna baglanan T-DNA, bitki hiicrelerinde
hormonlarin sentezindeki dengesini bozmakta ve bu hiicrelerde kontrolsiiz biiylime

baslamasina neden olmaktadir (Escobar ve Dandekar, 2003) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Cinar agacinda Agrobacterium tumefaciens bakterisinin timer olusturmasi.

Wenzler vd. (1989), transgenik patates bitkisini elde etmek amaciyla hizli ve verimli bir

transformasyon yonteminin gelistirilmesi {lizerinde ¢alismislardir. Arastirmalari



sirasinda Agency, Antigo, Desiree, Russet Burkbank cesitleri ve FL1607 patates
hattindan yararlanmiglardir. Eksplant olarak yaprak, gévde ve yumru diski kullanilmas,
3 farkli eksplantin icerisinden en etkili olaninin yaprak siirgiin rejenerasyonu oldugunu
vurgulamiglardir. Rejenerasyon ortaminda ise, 2.24 mg/l BAP, 10 mg/l GA3;, 0.2 mg/1
NAA, ve 60 g/l sakkaroz iceren MS bitki besin ortami olarak saptamislardir.
Transformasyonda LBA4404 Agrobacterium tumefaciens hatti, CaMV 35S promotorii
ile Nptll ve GUS markor genlerini tasiyan pBI121 plazmidi kullanilmistir. NptIl geni
kanamisine dayanikli oldugundan siirglin se¢iminde 37.5mg/l, 50mg/l, 75mg/l ve 100
mg/l kanamisin iceren rejenerasyon ortami hazirlamiglardir. Transgenik siirgiinlerin
optimum antibiyotik iceren ortami 62.5 mg/l kanamisin olarak belirlemislerdir.
Kullanilan hatlarin igerisinde en yiliksek transgenik bitki elde edilen hat FL1607
olmustur. Yapilan calismanin sonunda bitki genotipinin ve transgenik bitki se¢ciminde
kullanilan antibiyotiklerin transgenik bitki elde edilmesinde 6nemli faktorler oldugunu

belirtmislerdir.

2.2 Farkh Promotorler

2.2.1 Konstitiitif promotorler

Bu promotorler hemen hemen bitkinin tiim dokularinda ifade edilirler ve tamamen
degilse de cevresel ve gelisimsel faktorlerden bagimsizdirlar. Ornek olarak; karnabahar
mosaik viriisii (CaMV) 35S promotorii, Agrobacterium’un nopalin sentaz (nos)
promotorii, ubiquitin geni promotorleri, celtik aktin geni promotorii verilebilir.
Giliniimlizde transgenik bitki teknolojisinde en ¢ok kullanilan promotdrlerden biri

CaMV 35S promotoriidiir.

CaMV'den tiiretilen 35S promotori, 1990’larda transgenik bitkilerin %80'inden
fazlasinda kullanilmistir. Yapilan bazi c¢alismalarda CaMV 35S promotoriiniin,
istenmeyen bitki genlerinin veya endojen viriislerin kazara aktivasyonuna neden

olabilecegini, yatay gen transferini tesvik edebilecegini belirlemisler (Hull vd., 2000).

CaMYV 358 promotdriiniin konstitiitif bir promotdr oldugu varsayilmasina ragmen, bazi
raporlarda bitkinin tiim hiicre tiplerinde ifade edilmedigi belirtilmektedir. Yapilan bir

calismada pamukta raportor yesil florasan proteini (GFP) genine konstitiitif CaMV 35S



promotorii eklenerek pamuk bitkisinin tiim gelisim evreleri gozlemlenmistir. Pamukta
embriyogenezisin ilk erken asamasinda GFP geninin ifadesi tespit edilmemistir.
Pamukta cimlenme gelisimi sirasinda devamli gozlenen GFP gen ifadesi ilk 13 giin
hipokotil ve kotiledonlarin birlesmesinde kiiclik bir bolgede gozlemlenmistir.
Cimlenmeden sonra bitkinin tiim organlarinda GFP proteini aktif olarak belirlenmistir

(Sunilkumar vd., 2002).

Son zamanlarda, transgenik bitkilerde gen ifadesi igin CaMV 35S promotdriiniin
kullanilmastyla ilgili bazi endiseler ortaya atilmistir. En 6nemli sebeplerden biri de
CaMV 35S promotor ile P6 proteininin sekans kodlarinin arasinda birbirleri ile benzer
ortiisme gozlemlenmesidir. P6 proteininin yan etkileri tam olarak belli degil fakat yine
de c¢ok islevli bir protein oldugundan dolayi, gelecekte transgenik bitkilerde
ongoriilemeyen sonuglara yol agabilecegi konusunda bazi endiseler bulunmaktadir
(Podevin ve Jardin, 2012). 1985 yilinda modern biyoteknolojide CaMV 35S promotorii
tanimlanmigtir. Her seye ragmen, kesif edildiginden giintimiize kadar, bitki bilimlerinin
tamaminda ve bitki biyoteknolojisinde en c¢ok tercih edilen promotorlerden biri

olmustur (Somssich, 2019).

CaMV 35S promotoriinii iceren transgenik bitkilerde bu zamana kadar geri doniisii
olmayan bir biyogiivenlik olay1 gerceklesmemistir. Ancak yine de direkt viriis kaynakl
olusu bir dezavantaj olusturmaktadir. Bundan dolay1 bitki kaynakli promotorlerin
transgenik teknolojide bilinmeyen riskleri minimuma indirme gibi bir avantaji1 olabilir.
Ozellikle yesil dokuya 6zgii patates kokenli pRCA promotdriiniin kullanimi patates igin
uygun olabilir. Clinkii patates yumrularindan yararlanilmasi, transgen ifadesinin sadece

yesil dokularda aktif olmasi1 s6z konusudur.

2.2.2 Dokuya 0zgii promotorler

Dokuya 6zgii promotorler, bir genin transformasyonunda kullanildiklarinda spesifik
dokularda veya belirli gelisim evrelerinde ifade gostermektedirler. Bitkilerde dokuya
0zgii promotorler vaskiiler sistemlerde, fotosentetik dokularda, yumrularda, koklerde ve

diger bitki organlarinda ifade edilmektedir.



Promotdrler, gen transkripsiyonunu diizenleyen spesifik sekanslar iceren kodlama
bolgesinin iist akigindaki DNA bolgeleridir. Bununla birlikte, transgenik bitkilerdeki
yabanc1 proteinlerin siirekli olarak ekspresyonu olumsuz etkilere sahip olabileceginden,
uygun bir promotor kullanimi transgen ekspresyonu i¢in dnemlidir. Ancak transgenlerin
iretimi ekonomik nedenlerden otiirli, biyo-sanayi, biyo-iiriinlerin yerellestirilmesi,
cesitlilik ve istikrar, fraksiyonasyon potansiyeli, verim, pazar ve tiiketici kabulii ile
dogrudan iligkilidir. Diizenleyici kurumlar ve devlet kurumlari, yeni biyolojik tirtinlerin
cevresel ve saglk etkileri ile ilgilenmektedir. Maksimum ekstraksiyon verimi elde
etmek ve biyo-giivenlik risklerini en aza indirgemek amaciyla; molekiillerin endiistriye
yonelik son kullanim icin tasarlanan belirli dokular1 hedeflemek, yeni gelisimsel ve
dokuya 0zgii promotorler karakterize edilmesi ve secilmesinde gereklilik

olusturmaktadir (Penniket, 2013).

Qu vd. (2011), patates bitkisinde (Solanum tuberosum) yesil dokuya 6zgii promotorler
ile calismislardir. Yaptiklar1 g¢alismada Ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz
(rubisco) aktivasyonun (RCA) kodlayan promotorii izole etmislerdir. Raportér gen
olarak ise GUS genini kullanmislardir. Transgenik tiitiin bitkilerinde analiz edilen
StRCAp'nin yapraklardaki etkinligi, CaMV35S promotoriiniinkinden 0,4 kat daha az
ifade edilmistir. Ardindan StRCAp'n bitki genetik miihendisli§inde uygulanma

potansiyelini vurgulamiglardir.

Xue vd. (2018), ¢eltik bitkisinde (Oryza rufipogon Griff.) RNA-seq verilerine ve RT-
PCR ekspresyon analizine dayanarak, yesil dokularda eksprese edilen OrGSE geni
taranmistir. Caligmada ayrica OrGSE geninin (OrGSEp) promotorii izole edilerek
CAAT-Box ve TATA-Box gibi cis-etkili elementleri ve sirkadiyen, G-BOX ve GT]I
CONSENSUS gibi bolgeleri belirlemistir. OrGSEp kontrolii altinda GUS genini ifade
eden transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinde GUS aktivitesine bakilmistir. Bu
promotoriin sadece yesil dokuya 6zgii olmadigini, ayn1 zamanda 1sikta da indiiklenebilir

oldugunu belirtmislerdir.

Manikandan vd. (2016), Bacillus thuringiensis (Bt) bocek oldiiriicii cry genlerini, bocek
tiirlerine direngli transgenik c¢eltik bitkilerinin gelistirilmesinde kullanmislardir. Bu
calismada, ¢eltik rbcS promotdriiniin kontrolii altinda cry24a ve cry2Ac genini igeren

yeni bir cry2AX1 genin aktivitesine bakilmistir. Transgenik celtik bitkilerinde cry2A4X1



proteininin ifadesi taze yaprak dokusunda 5.95 ila 122,40 ng/g arasinda degismistir.
Transgenik c¢eltik bitkileri lizerinde Crnaphalocrocis medinalis karsi yapilan bocek

biyolojik deneyinde, % 80'nin iizerinde larva 6liimii kaydedilmistir.

Noriaki vd. (2015), dokuya 6zgili promotorlerden biri olan tath patatese ait /bRbcS1,
yesil dokuya 0zgii promotorii, izole etmislerdir. Raportér gen olarak GUS genini
se¢miglerdir. Dolayli gen transformasyon tekniklerinden Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla Arabidopsis bitkisine transformasyon gerceklestirmislerdir. Yesil dokuya
0zgii promotdr ve CaM V35S promotorii aktarilan Arabidopsis bitkisinde histokimyasal
GUS analizi sonucu GUS geninin ekspresyon gosterdigini belirlemisleridir. Caligsma
sonucunda yesil dokuya 6zgli promotoriin yapraklarda ekspresyon olurken CaMV35S

promotoriiniin tiim dokularda ekspresyon oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Arabidopsisde histokimyasal GUS analizi. Yesil dokuya 6zgii /bRbcS1 ve
CaMV35S promotoriiniin karsilastirilmasi (Noriaki vd., 2015).



Cizelge 2.1. Farkli dokuya 6zgii promotorler ve kaynaklari

Promotork | Promotor Ozelligi Transformasyon | Aktarila Referans
aynagi tek. n bitki
Tath patates | RbcS gen Yesil Agrobacterium Arabidop | Noriaki vd.,
(IbRbcS1) dokuya tumefaciens Sis 2015.
promotor ozgu
Eucalyptus EgTIP2 Koke 6zgli | Agrobacterium Tiitiin Rodrigues
grandis tumefaciens vd., 2013
Sorghum alpha-kaf Tohuma Agrobacterium Sorghum | Ahmad vd.,
ozgu tumefaciens ve Tath 2012
misir
Solanumlyc | SIFRK4 Polene Agrobacterium Arabidop | Schwartz
opersicum | promotorii Ozgii tumefaciens Sis vd., 2013

2.2.3 Uyarilabilir promotorler

Uyarilabilir promotorler, genin gerekli oldugu zaman eksprese edilmesini saglar. Bu
promotdrler, sadece bitki herhangi bir biyotik veya abiyotik strese maruz kaldiginda
eksprese edilen baska 6nemli promotor tipleridir; alkol, steroid gibi kimyasal maddeler
veya fiziksel faktorler; 1s1tk veya sicaklik gibi farkli kosullarda aktivitesini
gostermektedir (Zhu vd., 2010).

Desiree patates ¢esidine Arabidopsis thaliana kaynakli, pRD29A4 promotoriiniin
kontrolii altindaki DREB1A genini transfer etmislerdir. Transgenik Desiree patates
cesidi ve kontrol olarak kullanilan transgenik olmayan Desiree patates ¢esidinin in vitro
ortamda donmaya karst gosterdikleri yanitlarda Onemli Olclide degisiklikler
belirlemiglerdir. Yapilan ¢alisma sonunda transgenik patateslerde donmanin ilk
asamalarindan itibaren DREBIA geninin yiiksek seviyelerde ifade oldugunu
gozlemlemislerdir (Behnam vd., 2007). pRD29A4 promotorii kontrolii altinda raportor
gen olarak da lusiferaz (LUC) genini kullanarak cpll ve cpl3 genleriyle Arabidopsis
thaliana’da soguk, apsisik asit (ABA) ve NaCl streslerini uygulamiglardir. Calisma
sonucunda, NaCl uygulamasinda diger stres kosullarina gore daha fazla gen ifadesinin

oldugu gozlemlenmistir (Koiwa vd., 2002).

Ozcan vd., 1993, yara duyarli promotdr AoPRI'i, Asparagus officinalis (kuskonmaz)

bitkisinden tiitiin bitkilerine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla aktarmislar ve
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GUS raportor geni ile dogrulama yapmislardir. Daha sonra bu 40PR1 promotoriiniin
yaraya duyarli Ozelliklerinden yararlanarak, boceklere direncgli transgenik bitkilerin

iretimi saglanmistir.

Bakhsh vd., 2016, pamuk bitkisinde crylAc geni ile Asparagus officinalis (kuskonmaz)
bitkisinden izole edilen AoPR1 promotdriinii Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
transformasyon yaparak bdceklere direngli transgenik pamuk gelistirmiglerdir. (Sekil

2.3), (Bakhsh vd., 2016).

Alive Larvae
Dead Larvae

Alive Larvae

Dead Larvae

Sekil 2.3. Transgenik pamuk bitkilerinin yapraklarinda, S. /ittoralis' ya S.Spodoptera
exigua'ya kars1 direng gostermistir (B ve D) . S. exigua ve S. littoralis larva transgenik
yapraktan beslendiginde 6lii bulundu, Transgenik olmayan (A ve C) pamuk
yapraklarindan beslendiginde ise larvalar canli olarak farkedildi (A ve C). (Bakhsh vd.,
2016)

Kazuko ve Kazuo, (1992), Arabidopsis thaliana'da desikasyon, soguk ve yiiksek tuz
kosullar1 ile indiiklenen bir ¢cDNA klonuna, RD29 genine karsilik gelen genlerin
ekspresyonunu karakterize etmislerdir. Ekzojen absisik asitin (ABA), RD29 mRNA'sini1
3 saat igerisinde indiiklendigini belirlemisleridir. Calismada RD29 geninin karsiligi
olan, RD294 ve RD29B genlerinin, Arabidopsis genomunun 8 kb'lik bir boliimiinde ard
arda bulundugunu ve bunlarin hidrofilik proteinleri kodladigini belirlemislerdir.

Desikasyon sirasinda, RD294 geninin mRNA's1 iki asamali kinetikle indiiklenirken,
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RD29B geninin desikasyonun baglamasindan sadece 3 saat sonra indiiklendigi
belirlenmistir.. Her iki genin, ABA uygulamasindan yaklasik 3 saat sonra ifade
edildigini bildirmislerdir. RD294A'min en az iki cis-etkili elementi bulundugunu ve
bunlardan birinin desikasyon digerinin ise desikasyona bagli ozmotik potansiyel

degisiklikleriyle ABA-iligkili oldugunu vurgulamislardir.

Safaeizadeh ve Boller, 2019, Arabidopsis thaliana'da metil jasmonat (MeJA) ve
sodyum kloriir (NaCl) dahil olmak {izere, biyotik ve abiyotik stresler altinda AfPEPR ve
AfPROPEP genlerinin ekspresyon modellerini incelemislerdir. Deneylerin sonucunda

AfPROPEP gen ailesi i¢inde siiflandirma yapmislardir (Cizelge 2.2)..

Cizelge 2.2. Farkli uyarilabilir promotorleri ve kaynaklar

Promotorka | Promotor Ozelligi Transformasyon | Aktarilan Referans
ynagi tek. bitki
Asparagus | crylAcgeni Boceklere Agrobacterium Pamuk Bakhsh vd.,
officinalis AoPR1 dayanikl tumefaciens 2016
(kuskonmaz) | promotor
Asparagus PR geni Yara ve Agrobacterium Tiitiin Warner vd,
officinalis(k | (AoPRf)pro patojen tumefaciens 1993
uskonmaz) . saldirisinda
Arabidopsis atExtl Biyotik ve Agrobacterium Arabidops | Roberts vd.,
thaliana abiyotik stres, tumefaciens is thaliana 2013
Patojen
saldirisinda
Coffeaarabic CaPrx Nematotlara Agrobacterium Tiitlin Severino vd.,
a duyarh tumefaciens 2012
2.3 Raportor Genler

Raportor genler, ilgilendigimiz bir genin transkripsiyonel aktivitesi sirasinda iiretilen
enzimlerinin kolaylikla analiz edilmelerini saglamaktadir. Baska bir deyisle raportor
genler, belirleyici gorevleri bilinmeyen gen iriinlerinin ya da kolaylikla

tanimlanamayan bir genin ifade edilmesine olanak saglamaktadir. (Karcher, 2002).

Raportdr genler arasinda en yaygin kullanani E.coli’ye ait olan GUS (B-glukuronidaz)
genidir. Bu gen B-glukuronidaz enzimini kodlamaktadir. GUS geni son yillarda fiizyon
sistemi sayesinde bitki biyoteknolojisinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Cok

kullanilmasiin diger sebepleri arasinda; bitkilerde endojen aktivite gdstermemesi ve
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gen ifadesi sonrasi protein aktivitesini spektrofotometrik, histokimyasal, florimetrik ve
fluorogenik olarak kolaylikla saptanabilmesi yer almaktadir (Goren Saglam, 2017).
Jefferson vd. (1987b), tarafindan rapor edilmesinden bu yana GUS (B-glukuronidaz)
geni flizyon sistemi ile bitkilerde ve tarimsal molekiiler biyolojide yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Jefferson, 1987a, 1989, Gallagher, 1992, Cote ve Rutledge,
2003).

GUS geninin yani sira yaygin kullanilan raportdr genlerden biri olan yesil floresans
proteini (GFP, Green Flourescent Protein) de bitkilerde gen anlatiminin
gozlemlenmesinde genetik markor olarak kullanilmaktadir. Denizanas1t Aequorea
victoria'dan i1zole edilmis bir protein olan GFP 395 nm dalga boyu ile en {ist absorbe
etme oranina sahiptir. GFP geninin diger raportdr genlerden farki ise transferinin
gerceklesip gerceklesmedigi canli doku veya hiicrelerde yesil renk vermesiyle
anlagilabilmekte ve kullanilan eksplantlar canliliklarin1 koruyabilmektedirler (Goren
Saglam., 2017). GFP etkisiyle ¢esitli biyoliiminesan 1s1k veren tiirlere yayilir. Aequorea
victoria'dan izole edilen GFP, kalsiyum (Ca’") ile aktive edilmis fotoprotein ile
ekorinden enerjinin transferini takiben in vivo ortamda floresan renk olusturmaktadir
(Ward ve Cormier, 1978, Inouye ve Tsuji, 1994). Bu enerji mekanizmasinin
radyasyonsuz oldugu diisiiniilmektedir. Bu protein denizanasi semsiyesinin tabaninda
bulunan fotositler icinden dogrudan etkilesim ile ilerlemektedir. Saflastirilmis GFP, in
vivo olarak eksprese edilen proteine benzer spektral 6zelliklere sahiptir ve floresans

uyarma ve emisyon spektrumlari vermektedir (Chalfie ve Tu, 1994).
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Sekil 2.4. X-Gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronid), f glukuronidaz
substrati, glukuronik asit ve kloro-bromoindigo iiretmek i¢in ayrilir. Oksitlendiginde,
kloro-bromoindigo, ¢6ziinmeyen mavi ¢okeltici dikloro-dibromoindigo tiretmek icin

dimerize olur (Karcher, 2002).
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BOLUM I11

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Calismada bitki materyali olarak Lady Olympia patates cesidi kullanilmistir.
Deneylerde kullanilan patates ¢esidi fakiiltemizin doku kiiltiirii laboratuvarinda daha
onceden sterilizasyonu yapilarak in vitro ortamina alinmistir. Yapilan ¢alismada bitki
eksplantlarinin devamliliginin saglanmasi i¢in, Murashige ve Skoog (MS-0) besin
ortami kullanilmistir ve steril ortamda bitki eksplantlar1 alt kiiltiire alinarak
cogaltilmistir. Transformasyon boyunca bitkilerin yaprak ve bogum aralar1 eksplant

olarak kullanilmistir (Stimer vd., 2019).

3.1.2 Bakteri ve vektor materyali

Klonlama i¢in bakteri materyali olarak JM109 E.coli bakterisi kullanilmigtir. Vektor
olarak pCAMBIA-1301 plazmidi hem klonlama da hem de Agrobacterium tumefaciens
transformasyonunda kullamilmistir (Sekil 3.1). Bitkiye gen transferinde ise LBA4404
A.tumefaciens hattindan yararlanilmigtir. Kullanilan bakterilerin tamami Tarimsal
Genetik Miihendisligi boliimii laboratuarimizin -80°C dolabinda muhafaza edilen

stoklardan temin edilmistir.

3.1.3 Promotorler ve gen kaynaklari

Patates bitkisinden yesil dokuya 6zgii pRCA promotdri izole edilmistir. Strese duyarl
PRD29A promotoriiniin izolasyonu ise Arabidopsis thaliana’dan yapilmistir. Kullanilan
pCAMBIA-1301 vektoriiniin icerdigi konstitiitift 355 CaMV promotorii pRCA
promotorii icin normal karsilastirma olarak kullanilmistir. Promotdrlerin tamami 6zgiin
pCAMBIA-1301 vektoriiniin dizisinde yer alan GUS genine yonlendirilecek sekilde

dizayn edilmistir.
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Yesil dokuya 0zgii patates pRCA promotoriiniin 731 baz ¢ifti (bg) uzunlugundaki
sekans1 (Gen bankas1 numarast: HQ259068.1):

AAATCTAACCTCATATTAAAGTGATTGCCACATATATTTTGTTTTTACTCAAT
CTAGTCATTCATCCAAGCAAGAAAAATAAAAATAAATAAAAGTATCGAAAA
CCCTCTAAATTTGGCGTAAATTATTAGTTTCATCTATGAAGTATTGACAGTC
TTAACAATACCTCTCTACTTGACTAACTAAACTTAGATACACCCCTGATCTG
CCACATGACATAGCAAGTGGTCTCAAACTCTTGTAGGAGCATGAAACTTTTA
ATAAAAAGACGAGAGGAGTGTTGAAAATACCTCTAAACTTGACAAGAATTT
AAGGGTGTATTTCACTCATGTTGCAAGGTCCGGGGTATATTAAGTTCAGTTA
GTCAAATAAAGTGGTATTTTTAAGACTGTCAATAATTCGAAGATGTAACTAT
AATTCACACCTAATTTAAATGTGTTATCAATATTTCTCTCAATTTTTATTTCT
TAAAAAAAAGAATTAAAAGCCCATGCCCAAAATTACAAGTCGCCTTCATAT
CTCCCCCTTAGATAACCAATCTTCAATTTGTGGCCATTGAGTAAAGGTAAGC
CAAATCCACATAATTTTGTTACACTTATTTCCCATACACTCCTTACAACTAAC
TACTACTATAAAGCCTATCTCTTCCCATACTTATTTTTCATCAACAAATTTTT
GAAATTTCTAAGGCAAATCAAGAAAGCTTTTTTCATCAATTTTAGTCATCAA
GA
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Strese duyarli Arabidopsis thaliana pRD29A promotoriiniin 824 bg¢ uzunlugundaki
sekansi1 (Gen bankas1 numarasi: AY973635.1):

CGACTCAAAACAAACTTACGAAATTTAGGTAGAACTTATATACATTATATGT
GTAATTTTTTGTAACAAAATGTTTTTATTATTATTATAGAATTTTACTGGTTA
AATTAAAAATGAATAGAAAAGGTGAATTAAGAGGAGAGAGGAGGTAAACA
TTTTCTTCTATTTTTTCATATTTTCAGGATAAATTATTGTAGAAGTTTAAAAG
ATTTCCATTTGACTAGTGTAAATGAGGAATATTCTCTAGTAAGATCATTATT
TCATCTACTTCTTTTATCTTCTACCAGTAGAGGAATAAACAATATTTAGCTCC
TTTGTAAATACAAATTAATTTTCGTTCTTGACATCATTCAATTTTAATTTTAC
GTATAAAATAAAAGATCATACCTATTAGAACGATTAAGGAGAAATACAATT
CGAATGAGAAGGATGTGCCGTTTGTTATAATAAACAGCCACACGACGTAAA
CGTAAAATGACCACATGATGGGCCAATAGACATGGACCGACTACTAATAAT
AGTAAGTTACATTTTAGGATGGAATAAATATCATACCGACATCAGTTTGAA
AGAAAAGGGAAAAAAAGAAAAAATAAATAAAAGATATACTACCGACATGA
GTTCCAAAAAGCAAAAAAAAAGATCAAGCCGACACAGACACGCGTAGAGA
GCAAAATGACTTTGACGTCACACCACGAAAACAGACGCTTCATACGTGTCC
CTTTATCTCTCTCAGTCTCTCTATAAACTTAGTGAGACCCTCCTCTGTTTTAC
TCACAAATATGCAAACTAGAAAACAATCATCAGGAATAAAGGGTTTGATT
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Sekil 3.1. pCAMBIA-1301 vektoriiniin sematik goriintiisii
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3.2 Metod

3.2.1 Rekombinant plazmidlerinin olusturulmasi ve klonlanmasi

3.2.1.1 Promotor sekansinin belirlenmesi ve primer tasarimi

Promotdrlerin  sekanslar1 National Center for Biotechnology Information (NCBI
www.ncbi.nlm.nih.gov) web sitesinden yararlanilarak belirlenmistir. Yesil dokuya 6zgii
PpRCA promotoriine ait GenBank Numarasi: HQ259068.1 kullanilarak RCA geni ile
birlikte sekansina ulagilmistir. Bu sekans bilgisinden yararlanilarak RCA geninin
promotor bolgesine spesifik primer tasarimi yapilmistir. Arabidopsis thaliana'dan izole
edilen strese duyarli pRD29A4 promotoriiniin GenBank Numarasi: AY973635.1 yardimi
ile promotdr bolgesine spesifik primerler dizayn edilmistir. Her iki promotore ait
primerlerin tasarimi sirasinda pCAMBIA1301 plazmidine ait 355 CaMV promotdriiniin
baslangi¢c bolgesi olan lac-Z ve bitis bolgesine denk gelen GUS genlerinin baslangi¢
bolgesi icin restriksiyon enzimleri secilmistir. Enzimler secilirken pRCA ve pRD29A4
promotorlerine zarar vermeyen Ozellikte olmalarina dikkat edilmistir. Bu enzimler Kpnl
ve Ncol restriksiyon enzimleridir. Primerler bu enzimlere 6zgii kesim bdlgeleriyle

beraber tasarlanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kullanilan promotdrlerinin primer sekanslari

N| Promotor Kaynak Primer Primer sekansi (5°-3°) Boy
0 bitkisi otu
1 pRCA Patates GTS-F | GCAGGTACCAAATCTAACCTCATATTA | 731

GTS-R | GCACCATGGTCTTGATGACTAAAATTG b¢
2| RD29A Arabidopsi | SIP-F GCAGGTACCCGACTCAAAACAAACTTA | 824
s thaliana | SIP-R GCACCATGGAATCAAACCCTTTATTCC b¢

Yesil dokuya 6zgii pRCA promotoriiniin PCR’da kullanilan kimyasal bilesikler ¢izelge
3.2°de verilmistir. Baglangicta primerlerin baglanma (annaeling) sicakligini belirlemek
icin derece derece degisen (gradient) PCR yapilmis ve optimum sicaklik +50°C olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 3.2. Yesil dokuya 6zgii pRCA promotoriiniin PCR reaksiyonu

1 Ileri primer (F) GTS-F 0,5 ul

2 | Geri primer (R) GTS-R | 0,5 ul
3 | Pfu Buffer (Promega) 2 ul
4 | MgSOq4 2 ul
5 10 mM dNTP Mix 0.4 ul
6 | Pfu DNA Polymerase 0.2 ul
7 | H.O 13.4
8 | Patates DNA (20ng) 2 ul

Strese duyarli pRD29A4 promotoriine ait tasarladiimiz spesifik primerlerin baglanma
sicakligimi  belirlemek i¢in Arabidopsis bitkisinden genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. Daha sonra derece derece degisen (gradient) PCR yapilarak primerlerin
optimum baglanma sicakliklar1 +55 °C olarak belirlenmistir. PCR’da kullanilan

kimyasal bilesiklerin miktarlar1 asagidaki cizelgede verilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Strese duyarli pRD294 promotoriiniin PCR reaksiyonu

1 | Ileri primer (F) SIP-F 0.5 ul

2 | Geri primer (R) SIP-R 0.5 ul

3 | Green MM 2X (Thermo 10 pl
Scientific)

4 | H,O 7 ul

5 | DNA (20 ng) 2 ul

6 | Toplam 20 ul
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Sekil 3.2. Farkli promotorlerin pPCAMBIA-1301 vektoriindeki sematik goriintiileri. (A)
Orijinal pPCAMBIA1301 vektorii. (B, C) Orijinal pPCAMBIA1301 plazmidinin
iizerinden 35S CaMV promotoriinii restriksiyon enzimleri sayesinde ¢ikartarak sirasiyla
pRCA, pRD294 promotorleri eklenmistir.
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3.2.1.2 Restriksiyon enzimileri ile kesim ve ligasyon

PCR fiiriinleri hazirlanan %]1’lik agaroz jel elektroforezinde 100 V’ta, 120 Amp’de 40
dakika boyunca kosturulduktan sonra, UV 1sik altinda goriintiillenmistir. Daha sonra
pozitif goriintii verdigi belirlenen promotdr bantlar kesilerek 1,5 ml'lik eppendorf
tiplere koyulmustur. Jel ekstraksiyonu GenelJet Gel Ex. Kit (Thermo, ABD)’1

kullanilarak yapilmistir.

Jel ekstraksiyonu sonrasi pRCA ve pRD29A promotdrleri Kpnl ve Ncol yapiskan uglu
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Ayni enzimler kullanilarak pCAMBIA-1301
vektoriiniinde kesimi yapilmistir. Asagidaki tabloda kullandigimiz enzimlerin ve

sollisyonlarin miktarlar1 verilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Restriksiyon enzimleriyle yapilan kesimde kullanilan kimyasallar ve

sicakliklar
1 Promotdr (20ng), 15 ul
plazmid (30 ng)

1 [37°C | 45 dk
2 FD Buffer (Thermo) |2 ul 2 165°C 1 5-10 dk
3 | KpnI (Thermo) 0,2 pl 3 |14°C 0
4 | Ncol (Thermo) 0,2 ul
5 | HO 2,6 ul
6 | Toplam 20 pl

pCAMBIA1301 plazmidinde bulunan ve restriksiyon enzimleriyle kestigimiz 35S
CaMYV promotdriine ait bolgeye pRCA ve pRD29A4 promotorleri ligaz enzimi yardimiyla
yapistirilmistir. Boylece yeni rekombinant plazmid olusturulmustur. Bu asamada
ligasyon i¢in 0,2 ml'lik kiiclik PCR tiiplerine kesilmis pPCAMBIA-1301 plazmidinden 4
pl, pRCA promotiiriinden 4 pl, 10X ligaz tamponundan (Buffer) 1 pl, T4 ligaz (ligase)
(Thermoscientific Lot:00347678) enziminden de 1 pl koyularak toplam hacim 10 pl
olacak sekilde ayarlanmistir. PCR cihazinda +22°C'de 4 saat, +15°C'de 3 saat
bekletilmistir. Enzimlerin inaktif hale gelmeleri i¢in +65°C'de 10 dakika ve son olarak
+4°C bekletildi. Daha sonra pCAMO90 primerleri kullanilarak ligasyonun PCR
yontemiyle dogrulamasi yapildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. pPCAMBIA1301 plazmidinin {izerindeki lacZ alfa ve GUS baglangi¢
arasindaki bolgelerine spesifik pCAM90 primer dizisi

Primer ismi Primer sekansi (5°-3) Baglanma
Sicakhgi
pCAMY0-F AGCGGATAACAATTTCACACAGG 50°C

pCAM90-R  AGAGAAAAGGGTCCTAACCAAGAA

3.2.1.3 Escherichia coli bakterisiyle rekombinant plazmidlerin klonlamasi

Ligasyon sonucu olusan rekombinant plazmidler -80°C'de muhafaza edilen JM109
E.coli bakterilerine 1s1 soku uygulanarak aktarilmistir. Daha once olusturdugumuz
rekombinant plazmidler olan yesil dokuya 6zgii pRCA ve strese duyarli pRD29A4
promotdrleri pPCAMBIA-1301 vektoriiniin iizerinde yer alan ve GUS geninin kontroliinii
saglayan 35S CaMV promotoriiniin yerini almiglardir (Sekil 3.2). Klonlama protokolii

asagida verilmistir.

E.coli hiicrelerinde plazmid klonlamasinda, JM109 E.coli bakteri hiicreleri igerisine
rekombinant plazmidlerin aktarilabilmesi i¢in Oncelikle bakteriler -80°C'deki derin
dondurucudan ¢ikarildi ve buz lizerinde 10 dakika bekletilerek erimeleri saglandi. Buz
iizerindeki 1.5 ml'lik eppendorf tiipii igerisinde 50 pl E.coli bakterileri ve 5 pl ligasyonu
gergeklesen rekombinant plazmidlerimizden ilave edildi. Daha sonra E.coli bakterisinin
hiicre duvarina ilave edilen plazmidlerin yapismasini saglamak i¢in 30 dakika buz
iizerinde bekletildi. Hiicre duvarina yapisan plazmidlerin E.coli hiicre porlarinin
acilmasi ve bu porlardan igeriye aktarilabilmesi i¢in ise su banyosunun derecesi +42°C
sicakliga ulastiktan sonra 1 dakika inkiibasyon yapildi. Tekrar hiicrelerin porlariin eski
haline gelmesi i¢in buz lizerinde 5 dakika bekletildi. Hiicrelerin ¢ogaltimi i¢in hiicre
karigimi iizerine 450 ul sivi steril SOC bakteri besi ortami ilave edildi. Hiicreler
+37°C’de 10 dakika bekletildikten sonra +37°C’de 900 rpm’de 1 saat inkiibe edildi.
Cogaltim1 gerceklesen hiicre ¢ozeltisi plastik petri kaplarinda bulunan ve 50 pg/ml
Kanamisin igeren agarli kati LB bakteri besi ortaminin iizerine eklendi. Ardindan
yayma (spreading) islemi yapildi ve bu isleme siv1 ylizey kuruyana kadar devam edildi.

Yiizey yayma islemi kuruduktan sonra petri kaplar1 +37°C’de gece boyunca inkiibe
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edildi. Kanamisin igeren secici bakteri besi ortaminda biiyliyen bakteri kolonilerinden
pCAMOI0 primerleri kullanilarak koloni PCR yontemiyle pozitif kolonilerin se¢imi
yapildi.

Koloni PCR

Kullandigimiz pCAMBIA-1301 plazmidinin iizerinde nptll geni igerdigi i¢in bakteri
seciminde antibiyotik olarak kanamisinli LB agar bakteri besi ortami hazirlanmistir.
Sadece istedigimiz plazmidi i¢eren kanamisine direngli E.coli bakterilerin ¢ogaltmasini
saglayan segici bakteri besin ortaminda 1 gece +37 °C’de olusan koloniler secildi.
Secilen kolonilere pipet ucunu dokundurarak yeni kanamisinli LB agar iceren bakteri
besin ortamina replika edilerek +37 °C’ de inkiibe edildi ve ayni kolonilerden PCR
yapildi. Koloni PCR sonucunu %1 agaroz jel elektraporasyonda aldiktan sonra pozitif
c¢ikan kolonilerinden secerek 50 ml eppendorf tiiplere 10 ml sivi LB bakteri besin ortami
ve 10 pl kanamisin eklenerek +37 °C’de 120 rpm’de bir gece bekletildi. Ertesi giin, siv1
seffaf LB homojen bir sekilde seffafligin yitirerek bakteri ¢ogaltimi gergeklesmistir.

Plazmid izolasyonu

Koloni PCR sonucu pozitif se¢ilen rekombinant plazmid adaylarim1 daha da
kesinlestirmek i¢in plazmid izolasyonu Thermo Scientific firmasinin GeneJETPI

plazmid miniprep kiti (#K0502, #K0503) protokollerini takip ederek yapilmistir.

Plazmidlerin LacZ ve GUS baglangi¢ bolgelerinde kesecek sekilde Kpnll ve Bglll
restriksiyon enzimleri secildi. Kullanilan enzimleri -80°C’de muhafaza edilen
stoklardan alinarak buz iizerinde deney hazirlandi. Deney icerigi asagidaki cizelge
3.6’da verilmistir. Restriksiyon kesim enzimlerin rekombinant plazmidleri kesmesi i¢in
hazirlanan karisim +37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan enzimleri inaktif etmek i¢in
+65 °C’de 10 dakika bekletildi. Sonuglar1 %1 agaroz, 0.5X TBE tamponu kullanarak
hazirlanan jeli elektroforezi yardimiyla 45 dakika 100 W, 120 A’de yiiriittiikkten sonra

UV goriintiileme cihazi ile sonuglar alinmistir.
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Cizelge 3.6. Rekombinant plazmidlerin dogrulamasinda RE karigim igerigi

N: Reaksiyon icerigi Miktanr
1 Plasmid 7 ul
2 10X-FD Buffer I ul
3 Kpnl 0,2 ul
4 Bglll 0,2 ul
5 H,O 1,6 ul

3.2.2 A.tumefaciens aracihiiyla patates bitkisine farkli promotorlerin aktarilmasi

3.2.2.1 A. tumefaciens bakterisine rekombinant plazmidlerinin aktarilmasi

Elde edilen rekombinant pCAMBIA-pRCA ve pCAMBIA-pRD29A plazmidlerinin
konsantrasyonlart hem nanodrop cihazinda hem de jel elektroforez yontemleri ile
belirlendi. Artindan LBA4404 A. tumefaciens elektro-kompetent hiicrelerine BIO RAD
(Gene PulserXcell'™) elektroporasyon yontemiyle plazmidlerin transformasyonu

asagida gosterildigi agsamalarla gerceklesmistir.

A. tumefaciens elektro-kompetent hiicrelerine elektroporasyon yontemiyle plazmid
aktarimi yapildi. -80°C’de muhafaza edilen A. tumefaciens elektro-kompetent
hiicrelerini 10 dakika buz {izerinde erimesi i¢in bekletildi. 50 pl Agrobacterium
tumefaciens elektro-kompetent hiicrelerinin {izerine rekombinant plazmidlerinden (500
ng/ul) ilave edilerek ve 30 dakika buz iizerinde hiicrelerin duvarlarina baglanmasi i¢in
maruz birakildi. Kullanilacak elektroporasyon kiivetlerini -20°C dereceye 20 dakika
koyuldu ve artindan -elektroporasyon kiivetlerine karisimi gerceklesen elektro-

kompetent hiicrelerinin susu aktarildi. BioRad (Gene PulserXcell™

) elekroporasyon
cithazina kiivetlerini yerlestirerek 2,4k V, 25 kapasitans, 200 ohm diren¢ kuslularinda
calistirlldi. Bu asamada hiicrelerin gozenekleri genisleyerek plazmidler igeri girebilir.
Elektroporasyon transformasyonu gergeklesen hiicreleri kiivetten yeni tiiplere aktararak
iizerine 450 pl LB sivi bakteri besi ortami eklendi. Elektro-kompetent hiicreleri
antibiyotiksiz besin ortaminda 28°C’de 15 dakika bekletilerek artindan 1200 rpm’de

ayni derecede 2 saat 45 dakika ¢ogalmasi icin inkiibe edildi. Cogalmasi gerceklesen
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hiicrelerin renkleri seffaftan bulanik seklini aldiktan sonra 50 pg/ml Kanamisin iceren
agarli katt LB bakteri besi ortaminin iizerine eklenerek yayma (spreading) islemi
kuruyana kadar devam edildi. Yiizey yayma islemi kuruduktan sonra petri kaplari
+28°C’de gece boyu inkiibe edildi. Kanamisin igeren segici bakteri besi ortaminda
biiyliyen bakteri kolonilerinden pCAM90 ve 6zgiin promotor primerleriyle koloni PCR

yontemiyle pozitif kolonilerin se¢imi yapildi.

3.2.2.2 Agrobacterium tumefaciens LBA-4404 bakterisi ile koloni PCR

Kanamisinli LB agar bakteri besi ortami iizerinde biiylimesi gerceklestirilen
kolonilerden pipet ucuyla dokundurarak yeni kanamisinli LB agar iceren bakteri besin
ortamina sekil 3.3’de gosterildigi gibi replika edilerek +28°C’de inkiibe edildi ve ayni
kolonilerden PCR reaksiyonuyla karistirildi. Asagida sekil 4.7’de koloni PCR reaksiyon
icerikleri belirlenmistir. Koloni PCR sonucunu %1 agaroz jel elektroporasyondan
aldiktan sonra pozitif ¢ikan kolonilerinden secerek 50 ml eppendorf tiiplere 10 ml s1v1
LB bakteri besin ortam1 ve 10 pl kanamisin eklenerek +28 ‘C’de 100 rpm’de bir gece
biliyiimesi saglandi. (Sekil 3.5.) Ardindan ¢ogalttigimiz rekombinant plazmidleri uzun
sireli muhafaza etmek icin (VWR 1n0:479-1263 2 ml rundboden tiipiine) 900 pul ve
%50 gliserol’dan 900 pl koyarak karistirttiktan sonra -80 °C’e stokladik.
Transformasyon i¢in kullanilacak bakterileri ise kisa silireli muhafaza sekil 3.4’de
belirtildigi gibi edilmistir. Pozitif ¢ikan bakterileri ¢izgileme (streaking) steril tel
halkas1 (wireloop) ile bakteri sivisina dokundurarak kanamisinli LB agar ortamina

cizgileme yapilarak +28 °C 2 giin biiytimesi saglandiktan sonra 4°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.3. Agrobacterium tumefaciens LBA4404 bakteri hattinin se¢ici kanamisinli LB

agar bakteri besin ortaminda biiyiimesi. A) Farkli plazmidler aktarilan bakteriler ylizey

yayma isleminin artindan 2 giin +28 °C’de beklettikten sonra kolonilerin olusumu. B)

Olusan kolonilerden PCR yaparken, yeni kanamisinli LB agar ortamina replika edilen
koloniler.

Cizelge 3.7. A. tumefaciens koloni PCR igerigi

N: Reaksiyon icerigi Miktar:
1 Ileri primer (F) 0.5 pul
2 Geri primer (R) 0.5 ul
3 Green MM 2X (Thermo) 10 pl
4 H,O 9 ul
5 Toplam 20 pul
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Sekil 3.4. Dogrulanma sonucu pozitif ¢ikan bakterileri ¢izgileme (streaking). A) Steril
tel halkas1 (wireloop) ile bakteri sivisina dokundurarak kanamisinli LB agar ortamina
cizgileme. B) Bakterilerin optimum biiylime sicakliginda ¢ogaldiktan sonraki hali.

Sekil 3.5. Agrobacterium tumefaciens LBA4404 bakterisinin ¢ogaltimi. A) Sivi
kanamisinli LB bakteri ortaminda sirasiyla kontrolde bos, pRD294, pRCA ve 35S
CaMV Capromotorlerini igeren farkli pPCAMBIA1301 plazmidleri ve bu plazmidleride
iceren LBA-4404 A. tumefaciens hatlari. B) Bir gece +28 °C’de 120 rpm’de
inkiibasyondan sonra ¢ogalan bitki transformasyona hazir bakteriler.

3.2.2.3 Transformasyon icin Lady Olympia patates ¢esidinin cogaltilmasi

Transformasyon siirecinde bitki eksplantlarinin devamliliginin saglanmasi i¢in Lady
Olympia patates c¢esidi (Cizelge 3.8) MS-0 bitki besin ortaminda kiiltiire alindi. MS-0
bitki besi hazirlanmasinda %3 sakkaroz ve %0,44 MS mineral ve vitaminlerini distile su
ile karigtirarak 5.7-5.8 pH’a ayarladiktan sonra %0.8’lik agar katarak kullanilacak
kaplar ve enstriimanlar (makas, bisturi, pens) ile beraber +121°C 20 dk otoklavda steril
edildi. Kiiltiire alinan bitkiler beyaz floresanisik altinda 24 + 2°C’de 16 saat 151k ve 16

+ 2°C’de ise 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyot uygulanarak biiyiimesi saglandi.
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Transformasyondan 1 ay oOnce bitkileri doku Kkiiltiir ortaminda biiyiiterek bitki
transformasyon deneyimiz bitene kadar alt kiiltiire alma isi devam etmistir. Doku

kiiltiirii calismalarinin hepsi steril kabin i¢inde yuriitiilmiistiir.

Cizelge 3.8. MS bitki besi ortamindaki besin maddeleri ve miktar1 (Murashige ve
Skook, 1962)

Besin Maddeleri Miktar1 (mg/l)
Makro besin elementleri NH4NO3 1650,00
KNO3 1900,00
CaCl2.2H20 440,00
MgS04.7H20 370,00
KH2PO4 170,00
Mikro besin elementleri  KI 0,83
H3BO:; 6,20
MnS0,4.4H,0 22,30
ZnS0,4.7 H,O 8,60
Na2Mo04.2 H,0 0,25
CuS04.5 H,O 0,025
CoClI2.6 H,O 0,025
FeSO4.7 H,O 27,80
Na2EDTA.2 H,O 37,30
Vitaminler Inositol 100,00
Nicotinik Asit 0,50
Pyridoksin-HCI 0,50
Thiamin-HCI 0,10
Glisin 2,00
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3.2.2.4 pCAMBIA-pRD29A, pCAMBIA-pRCA ve pCAMBIA-1301 plazmidilerini

Agrobacterium tumefaciens aracihiiyla bitkiye aktarim

Transformasyon calismasin1 baslatmadan 6nce MS-0 besi iizerinde Lady Olympia
patates cesidinin Higromisin optimizasyonu yapilmistir. Higromisin pCAMBIA-1301
vektorinde markoér gen olarak igermektedir. Bundan dolayr dort farkh
konsantrasyonlarda (0 mg/L, 2,5 mg/L, 5 mg/L, 10mg/L) {icer tekerriir seklinde yaprak
ve bogum arasmi eksplant olarak kullanarak optimizasyon deneyi yapilmistir.
Higromisin konsantrasyonu 2,5 mg/L olan ortamda 3 hafta gozlemledikten sonra
yaklasik yarisi oliirken 5 mg/L ortamda ise 6liim oran1 %100 olarak gozlemlenmistir.
Deney sonrasi transformasyonda kullanacagimiz RSM ortaminin konsantrasyonunu 5
mg/L olarak optimize edilmistir. Lady Olympia patates ¢esitlerini in vitro kiiltiirde 5-6

hafta biiyiittiikten sonra eksplant olarak yaprak ve bogum aras1 kullanilmistir.

Transformasyon asamalari asagidaki gibi yapilmistir:

Farkli pCAMBIA-pRD29A, pCAMBIA-pRCA ve pCAMBIA-1301 plazmidilerini
iceren Ui¢ tane A. tumefaciens LBA-4404 hattina her bir hatta 50 mg/l kanamisin i¢eren
10 ml Luria Broth bakteri s1vi besin ortami igerisinde +28°C’de ve 220 rpm’de bir gece
inkiibe edilmistir. Luria Broth bakteri besin ortamini inokiilasyon i¢in, ko-kiiltivasyon
icin ise MS-0 bitki besin ortamina Acetosyringone Iml/L (100mM) ilave ederek
hazirlanmistir (Sekil 3.9). Patates seleksiyonu i¢in secici rejenerasyon (RSM) ortaminda
MS-0 iizerine farkli kallus olusumu i¢in farkli hormonlar ve bitki se¢imi icinde
antibiyotik (1 mg/l BAP, 0,1 mg/l NAA, 1mg/l Trans-Zeatin, 0,1 mg/l Askorbik asit, 0,1
mg/l GA3, 500 mg/l Sulsid 5mg/l higromisin) ilave ederek hazirlanmistir (Cizelge
3.10). Steril kabin i¢inde Lady Olympia patates ¢esitlerinin uygun biiytikliikteki yaprak
ve bogum arasi1 eksplantlar1 kesilerek iizerine 2 ml pCAMBIA-pRCA, pCAMBIA-
pRD29A ve pCAMBIA-1301 vektorlerini iceren A. tumefaciens LBA-4404 hattina ait
s1v1 bakteri susu eklenerek 45 dakika inokiilasyon edilmistir. Inokiile edilen eksplantlar
(yaprak ve bogum arasi) daha sonra ko-kiiltivasyon ortamina aktarilarak 3 giin boyunca
biiyiitme kabininde ko-kiiltivasyona tabi tutulmustur. Inokiilasyonu tamamlanan
eksplantlarda bakteri biliylimesi gosterdikten sonra, basta histokimyasal GUS analiz
uygulayarak bakterilere aktardigimiz plazmidilerinin ¢alisip ¢alismadigi kontrol

edilmistir. Ardindan inokiile olan eksplantlar: steril kabin igerisinde steril saf su {izerine
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Sulsid antibiyotigini kullanilarak bakterilerden uzaklastirma islemi yapilarak steril kagit
iizerinde kurutulmustur. Yapraklar cabuk kurudugu icin basta yapraklar1 ardindan
bogum arasint RSM seleksiyon ortamina aktararak bitki biiylime kabinine
yerlestirilmistir. RSM ortaminda transformasyon islemi gerceklesen dokular1 6-7 hafta
sonra eksplantlarin iizerinde hem higromisine dayanikli kallus sayimi hem de
higromisine dayanikli siirgiin sayimi yapilmistir. Gelisen transgenik aday siirgiinleri

daha sonra 5 mg/l higromisin ve igeren MS-0 besin ortaminda koklendirilmistir.

Cizelge 3.9. Ko-kiiltivasyon ortam igerigi

Karisim icerigi Miktanr

MS Tuz ile vitaminler 4.4g/L 5.7 pH
Seker (Sucrose) 30g/L

Agar 8g/L
Asetosyringone 50mg/L

Cizelge 3.10. RSM ortam igerigi

Rejenerasyon Secim Ortami (RSM)

MS Tuz ile vitaminler 4.4¢/LL
Seker (Sucrose) 30g/L
Agar 8g/L
BAP (6-benzyl amino purine) 2mg/L
NAA (a-naphthalene acetic acid) 0.2mg/L
Kinetin Img/L
Trans zeatin 2mg/L
Askorbik Acid 100mg/L
Higromisin Smg/L
Sulcid acid 500mg/L

31



Sekil 3.6. Agrobacterium tumefaciens araciligtyla gen aktarim asamalari. A) Sivi
bakterili LB besin ortamda patates yaprak ve bogum aralarinin kesilip bekletilmesi. B)
Orneklerin ko-kultivasyon ortamia aktarimi. C) Sulsidle sterilizasyonu yapilan
orneklerin kurutulmasi. D) RSM ortaminda biiyiitiilmesi.
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Rejenerasyon se¢im ortaminda eksplantlarin bliytimesinden alt1 hafta sonra, olusturulan
kalluslar1 siirglin baglatici ortamina transfer edildi. Bu ortamda kullandigimiz
antibiyotigin yani Sulsid asitin miktar1 azaltilmistir. Cilinkii bakteri transferinin ardindan
5-6 hafta gectikten sonra bitki gelismesine olumsuz etki edebilir. Higromisin’de ayni
sekilde Smg/L den 2mg/L’e azaltilmistir. Siirgiinlerin daha iyi bliylimesi i¢in ise GA3

(Gibberellik asit) hormonunu ilave ettik.

Cizelge 3.11. Siirgiin olusturma ortam igerigi

Siirgiin olusturma ortam

MS Tuz ile vitaminler 4.4¢/L
Seker (Sucrose) 30g/L
Agar 8g/L
BAP (6-benzyl amino purine) 2mg/L
NAA (a-naphthalene acetic acid) 0.2mg/L
GA3 (Gibberellik asit) 0.1mg/L
Higromisin 2mg/L
Sulcid acit 300mg/L

Kalluslar siirgiin olusturma ortaminda 3-5 hafta sonra siirgiin olusturmaya basladiktan
sonra siirgiinlerden tam bitki olusturmak i¢in kok olusum ortamina aktarildi. Bu ortam
normal MS-0 bitki besin ortam1 fakat aday transgenik bitkiler higromisine dayanikli

oldugu icin Img/L ilave edildi (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Kok olusum ortaminin igerigi

Kok olusum ortami

MS Tuzvitaminlerile (Salt with vitamins) 4.4¢/L
Seker (Sucrose) 30g/L
Agar 8g/L

Higromisin Img/L
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3.2.3 Transgenik aday bitkilerinden dogrulama yontemleri

3.2.3.1 Histokimyasal GUS analizi

Transgenik aday bitkiler koklenerek 4-5 bogum halinde biiyiidiikten sonra yaprak ve
bogum aralarindan ilk histokimyasal GUS analizini yaparak pozitif bitkiler secilmistir.
Histokimyasal GUS analizi soliisyonu cizelge 3.13’da verilmistir.  Steril kabin
icerisinde 1,5 ml ependorf tiiplere 500 ul GUS soliisyonu katarak iizerine yaprak, govde
ve koklerden eksplant eklenmistir. Hazirlanan deneyi 1siktan korumak i¢in aliiminyum
folyo ile tiipleri kaplayarak +37°C’de inkiibe edilmistir. GUS geni yaklasik 1 saat sonra
ifadesini gostermeye baslamistir. Gece boyu beklettikten sonra soliisyonu dokerek
eksplantlarin iizerine %70 alkol eklenerek bilgisyara bagli (Leica M165C) mikroskop

altinda goriintii alinmustir.

Cizelge 3.13. Histokimyasal GUS soliisyon igerigi

Stok 10 mL 25 mL 50 mL

X-Gluc iginde DMF, 5 mg/mL 1 mL 2,5mL 5 mL
NaPO4 Tamponu 1,200 mM 950 uL 2,38 mL 4,75 mL
NaPO4 Tamponu 2,200 mM 4,05 mL 10.13 mL | 20,25 mL

Triton X-100 10 uL 25 ulL 50 pL

dH»0 4 mL 10 mL 20 mL

3.2.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Histokimyasal GUS analizi sonucu pozitif ¢ikan bitkileri 2-3 hafta in vitro ortamda
biiyiidiikten sonra istedigimiz farkli promotorlerin transformasyonu gerceklestigini PCR
yontemiyle dogrulamak i¢cin DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonunda asagida
protokolde gosterildigi gibi CTAB yonteminden yararlanmistir (Doyle ve Doyle, 1987).

CTAB yonteminde kullanilan tamponlar ve kullanimi: %2(w/v) CTAB (Cetyltrimethyl-

ammoniumbromide) proteinlerin niikleik asitlerden ayrilmasinda ve niikleaz

inhibisyonunda rol oynamaktadir. Bitki DNA izolasyonunda ¢ok tercih edilen bir
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deterjandir. 1,4 M NaCl ise niikleik asitlerin ¢okmesini saglamaktadir. Niikleazlardan
koruma yapan ve proteinleri denature etmesinde ise % 0.2 (v/v) B-merkaptoetanol
biiyiik rolii vardir. Aym1 zamanda, 20 mM EDTA DNaz enzimini inaktif etmektedir.
Soliisyonun pH’sin1 sabitlemek i¢cin 100 mMTris-HCI (pH 8) kullanilmaktadir.

Basta toplanan geng¢ yapraklar sivi azot ile parcalanmistir. Homojen hale gelen
dokulardan 100 mg CTAB tamponundan 500 ul eklenerek karistirilmistir. Ardindan
karigimi 65°C’de 60 dakika 800 rpm’de inkiibe edilmistir. Homojen hale gelen karisima
CTAB tamponu ile aym oranda kloroform eklenerek karistirilmistir. Ornekleri 14.000
rmp’de 15 dakika santrifiij yapilmustir. iki fazdan olusan karigimin iist siv1 (supernatant)
fazi1 yeni 1,5 ml tiiplere aktarilmistir. -20°C muhafaza edilen soguk Izopropanol’dan 500
pl tizerine ekleyerek tekrar karistirarak 12.000 rmp’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.
Pellet olustuktan sonra iist sivi kismi atilarak pelet lizerie %75’lik etanol eklenerek
tekrar karigtirilarak, 10.000 rmp’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Pelletlere dikkat
ederek iist faz atilmistir. Tiplerin agz1 acik bir sekilde kurutma makinesinde 15 dakika

kurutulmustur. Pellet DNA’lar kuruduktan sonra 60 pul TE tamponunda ¢oziilmiistiir.

Spesifik promotor (pCAM90, pRCA, pRD294) ve GUS geninin primerleri ile PCR
yapilmistir. PCR asamasindan sonra %1 agaroz Jel elektroforez ile sonuglar 120 W 30

dakika kosturulduktan sonra UV goriintiileme cihazi ile sonuglar alinmistir.

3.2.3.3 Transgenik aday bitkilerinin gen ifadesini belirlemek i¢in yetistirme

kosullan

3.2.3.3.1 Kuraklik ve yiiksek sicaklik uygulamasi (pRD29A)

Strese duyarli pRD294 promotorii transformasyonu gerceklestirilen Lady Olympia
patates cesitinde kuraklik stresi uygulamak i¢in Duchefa Biochemie firmasinin
Polyethylene Glycol (PEG) 6000 (iiriin no:P0805.5000) kullanildi. Kuraklik stresinde
magenta (GA-7 autoclavable) kaplarinda 50 ml MSO bitki besin ortami iizerine %20
PEG’den steril filtrelerden gegirip, 25 ml ekleyerek 1 giin besin ortamin absorbe etmesi
icin beklettik (Sekil 3.7). PEG hazirlanmasi asagida Cizelge 3.14°da verilmistir. Normal
MS-0 ve MSO/PEG besin ortamlar1t pRD29A4 promotoriinii iceren transgenik bitkileri

kok ve siirglin olusumu i¢in 2 bogum seklinde alt kiiltiire alinmigtir.
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Cizelge 3.14. Kuraklik stresi i¢in %20 PEG hazirlanmasi

Karisim icerigi Miktrar
PEG H(C2H40)nOH=6000 20 gr
Distril H20 80ml

Sekil 3.7. MS-0 iizerine %20 PEG soliisyonu eklenmesi

Cizelge 3.15. Strese duyarli pRD29A promotoriinii i¢eren transgenik patateslerinin

yetistirme kosullar1

N: Deney ismi Besin ortam Biiyiime kosulu Stres

1 Kontrol MSO0 25°C’de 10 giin 25°C’de 2 giin
2 Kuraklik MSO0+PEG 25 °C’de 10 giin 25°C’de 2 giin
3  Kuraklik+Y.sicaklik MSO0+PEG 25 °C’de 10 giin 35°C’de 2 giin
4 Yiiksek sicaklik MSO0 25°C’de 10 giin 35°C’de 2 giin

Strese duyarli pRD29A4 promotoriinii igeren Lady Olympia transgenik aday patates
hatlari1 ¢izelge 3.15°de belirtildigi gibi dort farkli bitki biiylime kosullarinda iig¢
tekerriir seklinde yapildi. Her magenta (GA-7) kutusunda 4 bitki yerlestirdik. Bitki

biliyiime kabinin sicakligini gece-gilindiiz +35°C’ye ayarlayarak secilen bitkiler iki giin

bu kabinde yetistirildi.
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3.2.3.3.2 Konstitiitif ve yesil dokuya 6zgii promotorleri iceren aday transgenik

pateteslerin yetistirme kosullar:

Yesil dokuya 6zgli pRCA promotdriinii ve konstitiitif 355 CaMV promomotoriinii iceren
aday transgenik patatesleri in vitro ortamindan in vivo ortamina aktardik. MS-0 ortamda
koklerinde 151k alarak sonuglarda hata olabilir diye yaklasik %65 torf ve %35 perlit
karigimi ortamda 2,5 ay bitki biiyiitme kabinin i¢inde biiyiittiikten sonra ornekler sivi
azot i¢inde hem yaprak hem de kok yumrulardan 6rnek alinmistir. Konstatif 355 CaMV
promotoriinii iceren patates hatlar1 ile pRCA promomoriinii igeren hatlarinin hem kok
hem de yapraklarin1 bir birine karsilastirarak pRCA promotoriinde GUS genin aktivitesi

belirlendi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Yesil dokuya 6zgii pRCA transgenik patatesler

3.2.3.4 GUS fluorogenik assay analizi

GUS geninde genellikle spektrofotometrik substratlar mevcut olmasina ragmen, ¢ozelti
icindeki GUS aktivitesi florometrik substrat 4-metilumbelliferil-B-D-glukuronid (MUG)
ile olciiliir. Florometrik spektrofotometriyle gore biiyiik Olgiide artan hassasiyeti ve

genis dinamik arali§1 nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontem, son derece
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giivenilir ve kullanim1 kolaydir. Kullanilan substrat 4-triflorometil belliferil--D-
glukuronik asit (4-TFMUG), GUS protein aktivitesinin siirekli izlenmesini saglar,
bundan dolayr MUG'den farkli olarak, deneyin pH'inda hidroliz iizerine floresan olur.
Bunu 6nlemek i¢in ise, MUG'nin GUS ile hidrolizinden sonra, reaksiyonu bazik ¢ozelti
ile bitirmelidir. Bu durum hem enzim reaksiyonunu durdurmasini saglar hem de

floresansa da neden olur (Paul, 2018).

Fluorometrik analizi i¢in kullanilan makine fakiiltemiz laboratuvarlarinda mevcut
olmadig1 i¢in fluorogenetik assay analizini kullandik. Strese duyarli pRD294 transgenik
patatesleri farkli stresli ve kontrol yetistirme kosullarinda yetisirken 6rnek alinarak
protein izolasyonu yapildi. Yesil dokuya 6zgii pRCA transgenik ve konstitiitif 35S
CaMV transgenik patateslerinden hem yaprak hem de kok/yumrularindan 6rnek alarak
protein izolasyonu yapildi. Proteini yapilan transgenik patateslerden GUS fluorogenetik

assay analizi yapilmistir.

GUS fluorogenetik assay analizi

Transgenik bitkilerden tamamindan yetistirme kosullarina goére sivi azot i¢ine yaprak
veya kok-yumru seklinde 6rnek toplandi. Eksplantlar1 sivi azot iginde homojen hale
getirilerek iizerine 100 pl Ekstraksiyon Tamponunu katarak karisimi saglandi
(Cizelge3.16). Santrifiijde 14,000 rpm, +4 ° C'de 7,5 dk seklinde yapildi. Ust s1v1 fazini

yeni tiiplere aktararak - 80° C derecede muhafaza ettik.

Assay tamponu: Ekstraksiyon tamponunda ImM MUG seklinde eklenerek ve assay
tamponu hazirlandi (50 ml Ekstraksiyon Tamponunda 17,6 mg 4-Metilumbelliferil-B-D-
glukuronid (MUG) eklendi).

Elde edilen proteinlerden 50 pl alarak 0,5 ml assay tamponunu iizerine eklendi ve
+37°C'de inkiibe edildi (Her transgenik bitkiden 3 tekerriir seklinde 6rnek hazirlandi).
Bir saat, ii¢ saat, ve bir gece seklinde +37 °C de inkiibe edilen Orneklerin {lizerine
iizerine 0,2 M Na,CO0; stop tamponunu ekleyerek reaksiyonu durdurduk (dH2O iginde
21.2 g Na,C0; ¢oziilerek 1 litreye tamamlandi). Durdurulan reaksiyonu UV 1siklar

altinda sonuglar1 inceleyerek goriintii alindi.
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Cizelge 3.16. Protein ekstraksiyon tamponu

Tampon icerigi

50mM Fosfat Tamponu, pH 7,0
10mM dithiothreitol (DTT)
ImM Na,EDTA

% 0,1 Sodyum Lauryl Sarcosine
% 0,1 Triton X100

N b W N =7

Alinan goriintiilerin 1,5 ml ependorf tiiplerde GUS protein soliisyonunu igeren kismina
odaklayarak renk segici (Color Picker) programinda gore kirmizi, yesil, mavi (RGB)

renk pigmentlerine gore veriler say1 seklinde aktarilmistir.

3.2.3.4 Gerg¢ek zamanh kantitatif PCR (qQRT-PCR)

Farkli stres ve kontrol kosullarda yetistirilen pRD29A transgenik patateslerden sivi
azotla 6rnek almmistir. Yesil dokuya 6zgli pRCA ve konstitiitif 355 CaMV transgenik
patateslerde hem yaprak hem de kok/yumrulardan sivi azotla 6rnek toplanmistir. Trizol
RNA izolasyonu protokolii sayesinde toplanan orneklerden RNA izolasyonu asagida
sunuldugu gibi yapilmistir. Toplam RNA izolasyonu i¢in TRIzolReagent kullanilmistir
(Life teknoloji, katalog n0:15596-018).

Trizol RNA izolasyonu

Transgenik patateslerden farkli yetistirme kosullar1 ve farkli dokularina gére toplanan
ornekleri havan iginde sivi azotla homojen hale getirdik. Homojen hale gelen
dokulardan 0,1g alarak iizerine 1 ml trizol tamponunu ekleyerek karigsmasini sagladik.
Artindan oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve 15,000 rpm +4 °C’de 10 dk santrifijj
yapilmistir. Yeni tiiplere iist sivi kismi (siipernetant) almmustir. Uzerine 300 pl
kloroform ekleyerek ters diiz seklinde karisimi yapilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
bekleterek 15 dakika 15,00 rpm’de santriflij yapilmistir. Yeni tiiplere list sivi kismi
(stipernetant) alinmistir. -20 °C derecede muhafaza edilen izopropil alkolden 500 pl
stipernetant iizerine eklenmistir. Oda sicakliginda 3 dk bekleterek 10 dakika 15,00

rpm’de santrifiij yapilmistir. Ust sivi kismu (siipernetant) dokiilmiis ve pellet kismina
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%75 etanolden 1 ml eklenmistir (Pellet kismini yikamak ig¢in). 15,000 rpm 4 °C
derecede 5 dakika santrifiij yapilmistir. Ust sivi kismu (siipernetant) dokiilmiis ve
vakumda 10 dakika pelletleri kurutmak i¢in bekletilmistir. Tamamen kurumasi saglanan
pelletleri 60 ul DEPC suda ¢6ziilmesi saglandi. Toplam RNA’a izolasyonundan sonra
DNA’lar1 uzaklastirma islemi yapilmistir. DNA uzaklastirma islem igerigi c¢izelge

3.17°de verilmistir.

Cizelge 3.17. DNaz uygulamsi

Reaksiyon icerigi Miktar
RNA 1 ug

10x Reaction Buffer (MgCl, iceren) 1 ul
DNaz I, RNaz free 1 ul (10)
dH,O 10 pl

Hazirlanan reaksiyon karigimini +37 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra, 50mM
EDTA’dan 1 pl ekleyerek 10 dakika +65 °C'de bekletildi. Bu asamada RNA kenetleme

maddesi, katyonlarla 1sitma sirasinda hidrolize olur.

Kalan saf RNA’lardan cDNA sentezi yapilmistir. Ters transkripsiyonda toplam
RNA’lar1 (200 ng/ul) 0,2 png konsantrasyona sabitleyerek oligo (dT);s (Thermoscientific
Lot:00330692), primerlerinden 1 pl ekleyerek toplam hacimi nukleazsiz su ile 11 pl’ye
tamamladik. Karistirarak +65 °C’de 5 dakika beklettik. Artindan 5X reaksiyon
tamponundan (Thermo scientific Lot:00230154) 4 ul, RiboLockRNaz inhibitoriinden
(Thermo scientific Lot:00331041) 1 ul, 10 mM dNTP mix’de 2 ul ve son olarak ters
transkripsiyon enzimini (RevertAid Reverse Transcriptase Thermo scientificREF:
EP00441) ekleyerek reaksiyonu +37 °C’de bir saat beklettik. Tamamlanan cDNA’da
Enzimleri inaktif etmek i¢cin +70 °C’de 5 dakika bekleterek qPCR i¢in hazir cDNA’lar1
-20 °C’de muhafaza ettik.
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Cizelge 3.18. qPCR’da kullanilan primer dizileri

No Primer Primer sekansi (5°-3°) Boyotu

1 gusF-RT1 TACCGACGAAAACGGCAAGA 158 bp
gusR-RT1 CAGACGCGTGGTTACAGTCT

2 gusF-RT2 CACACCGATACCATCAGCGA 179 bp
gusR-RT2 GCTAACGTATCCACGCCGTA

3 efla-F ATTGGAAACGGATATGCTCCA 101 bp
efla-R TCCTTACCTGAACGCCTGTCA

4 | 18S rRNA-F GGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAG 101 bp

I18S rRNA-R | CGGTTCTTGATTAATGAAAACATCCT

Secilen transgenik bitkileri yetistirme kosullarina gére RNA izolasyonundan sonra
hazirlanan ¢cDNA’lar1 1:10 seklinde seyrelterek qRT-PCR i¢in kullandik. Gergek
zamanli kantitatif PCR’da (qRT-PCR) kullandigimiz master mix (BIO-RAD,
iTaq"™Universal SYBR GreenSupermix Con:64079848, katalog no:172-5121). Cizelge
3.14°de qRT-PCR igerigi verilmistir.

Cizelge 3.19. qRT-PCR igerigi

qRT-PCR icerigi Miktar (ul)
Master Mix (2X) 5,0
F Primer (5 uM) 0,4
R Primer (5 uM) 0,4
ddH,O 1,7
cDNA (1:10) 2,5
Toplam 10

41



Cizelge 3.20. qRT-PCR sicaklik dongiisii

Basamak | Islevi Sicaklik (°C) Siire Dongii
(sa:dk:sn)
1 Taq Polimeraz
_ _ 95 0:15:00 -
aktiflestirme
2 DNA denatiirasyonu 95 0:00:10
3 Primer baglama 55-60 0:00:15 40
5 Yeni DNA zincir
. 72 0:05:00
sentezi
7 70°C’den 99°C’ye, 1,0°C
Erime egrisi analizi 00:00:05 -
aralikla

Strese duyarli pRD29A4 transgenik bitkileri i¢in housekeeping efla geninin ifadesine
bakilmistir. Yesil dokuya 6zgii pRCA ve konstitiitif 355 CaMV transgenik patateslerde
hem efla hem de 18S rRNA housekeeping genlerinin ifadesine bakilmistir. Gen ifade
analizi i¢in Rotor-Gene Q (QIAGEN) cihazi ve cihazin yazilimi kullanilmistir. Gen
ifadesinin oransal degisimi 2 **“* yontemine gore hesaplanmustir (Livak ve Schmittgen,

2001).

3.2.4 Istatistiksel analizler

GUS protein aktivitesi ve gen ifade analiz sonuglarimi Statistix (Analytical Software,
USA) programmin 8.1 yazilimi kullanilarak tek yonlii varyans analizine (ANOVA)

uygulayarak, ardindan ¢oklu karsilagtirma (post-hoc) olarak da LSD (en 6nemsiz fark)

yontemi kullanilarak % 5 seviyesinde analiz edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Klonlama
4.1.1 pRCA ve pRD29A4 promotorleri PCR’ile ¢cogaltilmasi
Yesil dokuya 0Ozgii promotorii pRCA Lady Olympia patates c¢esidinin toplam

DNA’sindan pRCA promotoriine (GTS) spesifik primer ile basta 50-66 °C aralifinda

gradient PCR yapilarak optimum annealing sicaklifi +50 °C derece olarak belirlendi

(Sekil 4.1).

Solanum tuberosum DNA
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500C *
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58 0C
62 °C
66 °C

Sekil 4.1. pRCA gardient PCR sonuglar1

Strese duyarli pRD29A promtoriintide ise Arabidopsis thaliana bitkisinin toplam cDNA
ve DNA’sindan pRD29A4 promotoriine spesifik (SIP) primeri ile PCR yapildi (Sekil
4.2). Promotorler transkripsiyonun baglatan bolge oldugu i¢cin ¢cDNA’da promotor

bolgesi yoktur. PCR dogrulama A. thaliana toplam DNA’sinda varken cDNA’sinda ise

bulunmadig: belirlendi.
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Sekil 4.2. Arabidopsis thaliana bitkisinden pRD29A4 promotorlerinin belirlenmesi

Elde edilen pRCA ve pRD29A4 promotorlerinin PCR sonuclar1 %]1°lik agaroz jel
elektroforezde 120 V’da 45 dakika kostuktan sonuclar1 analiz ederek sekil 4.1 ve sekil

4.2 yildiz ile isaretlenen bantlar1 jelden saflagtirma yapilmastir.

4.1.2 pCAMIA1301 plazmidi ile pRCA ve pRD29A promotorlerinin Kpnl ve Nsol

restriksiyon enzimleri kesilmesi ve ligasyonu.

Promotérleri elde etmek i¢in kullandigimiz primerlerini dizayn ederken 5° ucuna Kpnl
ve 3’ ucuna ise Nsol restriksiyon enzimleri gelecek sekilde tasarlandi. Agaroz jelden
saflagtirllan pRCA ve pRD29A promotdrlerinin uglarindan ve pCAMBIA-1301
plazmidininin ise 35S CaMV promotoriinii kesecek sekilde Kpnl ve Nsol restriksiyon

enzimleriyle +37 °C 1 saat bekleterek kesimi yapilmistir (Sekil4.3).
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Sekil 4.3. Kpnl ve Nsol restriksiyon enzim uygulamasi

Normalde pCAMBIA-1301 plazmdinin topmal biiytlikligi 11,849 bg¢ boyutunda.
Restriksiyon enzim uygulamasi ardindan 11,045 bg ve 804 b¢ seklinde iki bant olustu.
Bizim istedigimiz bant ise biiylik kismi olan 11,045 bg biiyiiliiglinde olan bant ve
promotorlerde ise sadece ucglarindan kesildigi i¢in normal bir bant goziikmektedir.
Restriksiyon enzim uygulamasinin sonuclar1 %1°lik agaroz jel elektroforezde 100 V’da

40 dakika kosturduktan sonra belirlenen bantlar1 jelden saflastirma yapildi.

4.1.3 Ligasyon

Rekombinant plazmid olusturmak i¢in restriksiyon enzimleri sayesinde hazirlanan
pRCA ve pRD29A4 promotorleri ile pCAMBIA-1301 plazmidininin 11,045 bg

biiyiikligiindeki kisminmi ligaz enzimiyle birlestirilmistir. Sonuglart PCR yOntemini

kullanarak pCAMO90 primeri ile dogrulama yapilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. pPCAMBIA-pRCA ve pCAMBIA-pRD29A rekombinant plazmidlerinin
ligasyon dogrulmasi

Ligasyon sonucunda pCAM90 primeri ile dogrulanma sonuglarinda goriindiigii gibi
0zgiin pCAMBIA-1301 plazmidinde 355 CaMV promotorii ve RE kesim bolgeleri ile
926 bg biiylikliigiinde gorilmektedir. Rekombinant pCAMBIA-pRD29A plazmidinde
ise 946bc biiylikliiglinde bir bant géziikmektedir. Son olarak rekombinant pPCAMBIA-
pRCA plazmidinde ise 853 bg bant ile digerlerindin biraz kiigiik olarak belli oluyor.

4.1.4 Rekombinant plazmidlerini JM109 E.coli kompetent hiicrelerine

transformasyonu

Ligasyon sonrasi olusan rekombinant pCAMBIA-pRD29A ve pCAMBIA-pRCA
plazmidlerini JIM109 E.coli kompetent hiicrelerine 1s1 soku ile transformasyon yaparak
kanamisin iceren LB agar bakteri besi ortaminda bir gece +37 °C ‘de bilyiittiikten sonra
olusan kolonilerden pCAMO90 primeri sayesinde koloni PCR yapild1 ve pozitif kontrol
olarak transformasyonda kullanilan ligasyon sonucu olusan rekombinant plazmidler

kullanild1 (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. pCAMBIA-pRCA rekombinant plazmidlerinden koloni PCR. Pozitif kontrol
PpRCA ligasyon soliisyonu.

1. Koloni
2. Koloni
3. Koloni
4. Koloni
+ Kontrol
DNA
Markor

Sekil 4.6. pCAMBIA-pRD29A rekombinant plazmidlerinden koloni PCR. Pozitif
kontrol pRD29A ligasyon soliisyonu.

Birinci koloni PCR’larindan ¢ikan pozitif kolonilerden ilk ii¢ koloniyi secerek tekrar

spesifik promotor primerleri ile koloni PCR yapildi. Pozitif kontrol olarak orijinal

promotor kaynaklart kullanildi.
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Sekil 4.7. pCAMBIA-pRCA ve pCAMBIA-pRD29A rekombinant plazmid
promotdrlerene spesifik primerlerle koloni PCR. Her iki PCR’da negatif kontrol H,O ve
pozitif kontrol orjinal promotor kaynaklar: kullanildi.

IIk koloni PCR’da pCAM90 primerini kullanmistik. Bu primer pCAMBIA-1301
plazmidinde Kpnl ve Ncol restriksiyon enzimlerinin kestigi bolgeye yakin ama zarar
vermeyen LacZ ve GUS birinci ekzon kismina gore tasarlanmist. ikinci koloni PCR’da
kullandigimiz ise yesil dokuya spesifik pRCA (GTS) primerleri pozitif kontrolde patates
DNA’s1 ve strese duyarli pRD29A4 promotoriine spesifik (SIP) primerleri pozitif kontrol
olarak Arabidopsis thaliana DNA’s1 kullanildi. Yildiz ile isaretlenen birinci koloniler
secilerek kanamisinli LB siv1 bakteri besin ortaminda +37 °C 220 rpm’de gece boyu

cogaltildi.

Secilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapilarak restriksiyon enzimleri sayesinde
dogrulamas1 gerceklestirildi. EcoRI ve Bgl/ll restriksiyon enzimleri klonlamada
kullandigimiz Kpnl ve Ncol restriksiyon enzimlerine yakin bir bolgede oldugu i¢in bu

enzimleri secerek kullandik (Sekil 4.8 ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.8. Rekombinant pPCAMBIA-pRCA plazmdini EcoRI ve Bgl/II restriksiyon
enzimleriyle dogrulanmasi

20007\ ‘—Nos Terminator
Hygromycin W\

- ' pCambia1301_pRCA_P
CaMV Terminator- 11,785bp

pVS1 STA region

pBR322 Rep Ori

pBR322 Bom site -

J pVS1 Rep

Sekil 4.9. Rekombinant pPCAMBIA-pRCA vektoriiniin CLC sekans programi ile
sematik goriintiisii

Rekombinant pCAMBIA-pRCA ve pCAMBIA-pRD29A plazmidleri EcoRI ve Bglll
restriksiyon enzimleri uygulandiktan sonra iki bant seklinde bir goriintii almamiz

gerekiyordu, sekil 4.8. ve sekil 4.10. de goriindiigii gibi her iki plazmidlerde pozitif
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oldugunu gostermektedir. Ardindan yildiz ile isaretlenen kolonilerden deneylerimize

devam ettik.
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Sekil 4.10. Rekombinant pCAMBIA-pRD29A plazmdini EcoRI ve Bg/II restriksiyon
enzimleriyle dogrulanmasi

pCambia1301_rd29 P
11,878bp

v _ \$1 STA region

5000
\

PBR322 Rep Ori *;
BBR322 Bom site ) j —
pVS1 Rep

Sekil 4.11. Rekombinant pCAMBIA-pRD29A vektoriiniin CLC sekans programi ile
sematik goriintiisii

50



Uyguladigimiz dogrulama yontemlerinde pozitif ¢iktig1 i¢cin bu veriler pozitif olduguna
dair yeterince delil tasidig1 i¢in rekombinant plazmidlerinin dogrulama asamasini

yukaridaki uyguladigimiz dogrulama yontemleriyle bitirdik.

4.2 Plazmidlerin LBA4404 Agrobacterium tumefaciens Elektro-Kompetent

Hiicrelerine Aktarilmasi

Transformasyon i¢in kullanilan plazmidlerin hepsi aym1 BIO RAD (Gene
PulserXcell™) elektroporasyon yontemiyle LBA4404 Agrobacterium tumefacien s

elektro- kompetent hiicrelerine aktarildi.

4.2.1. Orijinal pCAMBIA-1301 plazmidinin LBA4404 Agrobacterium tumefaciens

elektro-kompetent hiicrelerine aktarilmasi

Ozgiin pCAMBIA-1301 plazmidi karsilastirma olarak kullandigimiz i¢in LBA4404
Agrobacterium  tumefaciens kompetent hiicrelerine aktarildi. Transformasyon
elektroporasyon cihazi sayesinde gerceklesti. Ardindan kanamisin igceren LB agar
bakteri besi ortaminda bir gece +28°C derecede bir gece biiylitiildiikten sonra olusan

kolonilerden pCAM90 primeri sayesinde koloni PCR yapild1 (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Orijinal pPCAMBIA-1301 plazmidinden LBA4404 agro koloni PCR

Konstitiitif promotor iceren pPCAMBIA-1301 plazmidini transformasyon sonrasi koloni
PCR dogrulamasi pCAM90 primerinden yararlanildi. Cikan PCR sonuglarimi = %l
agaroz jelde sonucunu aldik ve negatif kontrol olarak sadece H,O, pozitif kontrol
olaraksa 0zgiin pCAMBIA-1301 plazmidini kullandik. PCR sonucu 926 bg¢ ¢ikan
kolonilerin hepsi pozitif ¢ikti. Y1ldiz ile isaretlenen birinci koloniden deneyimizi devam

ettik.

4.2.2. Rekombinant pCAMBIA-pRCA plazmidinin LBA4404 Agrobacterium

tumefaciens elektro-kompetent hiicrelerine aktarilmasi

Yesil dokuya 0Ozgli pRCA promotorinii iceren rekombinant pCAMBIA-pRCA
plazmidinin LBA4404 agrobakterium elektro-kompetent hiicrelerine transformasyonu
yapildi. Transformasyonda 50 pul LBA4404 agrobakterium elektro-kompetent hiicreleri
ve lizerine 2 pl pCAMBIA-pRCA plazmidi eklenerek elektroporasyon transformasyon
gerceklesti (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Rekombinant pPCAMBIA-pRCA plazmidinde LBA4404 agro koloni PCR

Rekombinant pCAMBIA-pRCA plazmidinin koloni PCR dogrulmasinda da ayni
sekilde pCAM90 primeri sayesinde yapildi. %1 agaroz jelde 100 V’da 30 dakika
kosdurdukdan sonra segilen kolonilerin hepsi 853 bg¢’de pozitif ¢ikti. Pozitif kontrol
olarak rekombinant pCAMBIA-pRCA plazmdi kullanildi. Sonraki deneyler i¢in yildiz

ile isaretlenen koloni numara bir kullanildi.

4.2.3. Rekombinant pCAMBIA-pRD29A plazmidinin LBA4404 Agrobacterium

tumefaciens elektro-kompetent hiicrelerine aktarilmasi

Strese duyarli pRD29A promotoriinii aktardigimiz rekombinant pCAMBIA-pRD29A
plazmdinide ayni sekilde LBA4404 agrobakterium elektro-kompetent hiicrelerine
transformasyonu gergeklestirildi. Transformasyon sonrasi hiicreleri +28 °C’de LB agar
kanamisinli bakteri besin ortaminda bir gece biiyiitiildiikten sonra olusan kolonilerden

pCAMO0 primerleri ile koloni PCR dogrulmas1 yapildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Rekombinant pPCAMBIA-pRD29A plazmidinde LBA4404 agro koloni PCR

Koloni PCR sonucu %]l agaroz jelde 100 V’da 40 dakika kosturduktan sonraki
goriintlisii Sekil 4.14°de goriilmektedir. Pozitif kontrol olarak orijinal pCAMBIA-1301
plazmidi kullanildi ¢linkii pCAM90 primerin baglanan dizisi tezde kullanilan
plazmdilerin hepsinde aktif olarak c¢alisabilmekteydi. Sonraki deneyler i¢in yildiz ile

isaretlenen 946 bg’de pozitif onuncu koloniden yararlanildi.
4.3 Patates Bitkisinde in vitro Ortamda Higromisin Optimizasyonu

Kullandigimiz pCAMBIA-1301 vektoriintin bitki sec¢ici markdr geni olarak higromisin
genini iceriyor. Bu yiizden transformasyon baslatmadan Once in vitro ortamda
kullanilacak patates yaparak diski ve bogum aralar1 eksplantlarindan higromisin
optimizasyonu yapildi. Optimizasyon 0-10 mg/L arast higromisin igeren bes farkl

konsantrasyonda yapildi. Her konsantrasyonda ii¢ tekerriir 5 yaprak eksplanti, 10

bogum aras1 eksplanti petri kaplarda yetistirildi.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonda higromisin uygulamasi. Kontrol (a); 2,5 mg/L
higromisin (b); Smg/L higromisin (c¢); 7,5mg/L higromisn (d); 10 mg/L higromisn (e).
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Cizelge 4.1. Patates bitkisinde higromisin optimizasyonu

Yaprak | Bogum Bogum
Sira Konsantrasyon Yaprak
No: Antibiyotik mg/LL eksplanti arasi (sonra) arasi(s
(once) (6nce) onra)
1 Higromisin 0 mg/L 5 10 5 10
2 Higromisin 0 mg/L 5 10 5 10
3 Higromisin 0 mg/L 5 10 5 10
4 Higromisin 2,5 mg/L 5 10 1 7
5 Higromisin 2,5 mg/L 5 10 2 6
6 Higromisin 2,5 mg/L 5 10 0 4
7 | Higromisin 5 mg/L 5 10 0 0
8 | Higromisin 5 mg/L 5 10 0 0
9 | Higromisin 5 mg/L 5 10 0 0
10 | Higromisin 7,5 mg/L 5 10 0 0
11 | Higromisin 7,5 mg/L 5 10 0 0
12 | Higromisin 7,5 mg/L o] 10 0 0
13 | Higromisin 10 mg/L 5 10 0 0
14 | Higromisin 10 mg/L 5 10 0 0
15 | Higromisin 10 mg/L 5 10 0 0
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Sekil 4.16. Patates bitkisinde higromisin optimizasyonu

Higromisin optimizasyonunda Lady Opympia patates c¢esidi kullanildi. Sonu¢ olarak
MS-0 besin ortaminda 5 mg/L, 7,5mg/L, 10 mg/LL higromisin konsantrasyonunda hi¢
bir yaprak ve bogum arasi hayatta kalmamistir. Bunlardan 5 mg/L higromisin RSM

ortami1 i¢in optimum konsantrasyon olarak secildi.

4.4 Agrobacterium tumefaciens Aracihgiyla Lady Olympia Patates Cesidinin

Promotorlerin Transformasyonu
Basta promotdrler ve GUS geninin calisip ¢alismadigini analiz etmek i¢in gen aktarimi

sirasinda  ku-kiiltivatsiyon ortaminda 2-3 giin beklettikten sonra RSM ortamina

aktarmadan once histokimyasal GUS analizi yapildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Transformasyon sonrasi histokimyasal GUS analizi

Histokimyasal GUS analizi sonucu pozitif ¢iktiktan sonra transformasyon deneylerine

devam edildi.

Transformasyonu gerceklesen yaprak ve bogum aralar1 RSM ortaminda 3-4 hafta sonra
yeni ortama alt kiiltlire alindi. Yeni RSM ortaminda sulcid antibiyotik miktarin
500mg/L’den, 300mg/L’ye azalttik. Olusan kalluslardan siirgiin gelismesi igin siirgiin

olusturma ortamina aktardik. Sekil 4.18’da sirasiyla gelisim asamalar1 gostermektedir.

Sekil 4.18. Bogum arasindan kallus ve siirgiinlerin olusumu
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Sekil 4.19. Yapraklardan kallus olusumu

Olusan stirgiinleri kdklendirme ortamina aktardik. Koklendirme ortaminda gelisen aday
transgenik bitkiler ilk transgenik dogrulama analizlerine hazir hale geldi. Cizelge 4.2°de

kullanilan ekspaltlardan kallus, siirgiin ve kok olusumunun sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.2.Taransformasyonda yaprak ve bogum aras1 ekspalntalarinin sonuglari

Lady Olympia Eksplant sayisi Kallus olusumu Siirgiin sayisi Koklenme
No: | Promotér | Yaprak | Bogum arasi | Yaprak | Bogum arasi| Yaprak | Bogum arasi | Yaprak | Bogum arasi
1 pRCA 600 650 327 389 23 45 20 39
2 1d29A 550 650 274 433 34 38 27 36
3 358 400 400 220 312 19 24 17 19
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Sekil 4.21. Yaprak ve bogum arasi kalluslarindan siirgiin, kok olusumu.

Sekil 4.20°da gosterildigi gibi toplam kullanilan yaprak ve bogum arasi eksplantlarindan

kallus  olusumu  goriilmektedir. Yaprak ile bogum arast eksplantlarini
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karsilastirdigimizda bogum arasindan kallus olusum rejenerasyonu daha yiiksek oldugu
goriildii. Olusan kalluslardan siirglin olusumunda sadece pRCA promotoriinii igeren
yaprak kalluslarindan bogum aras1 kalluslarina gore siirgiin ve kok olusumu diisiik iken
PRD29A4 ve 35S CaMV yaprak kalluslarinda siirglin ve kok olusumu bogum arasi
kalluslarina gore daha yiiksek oranda belirlendi (Sekil 4.21). Transformasyon sonucu
kullanilan eksplantlardan elde edilen aday transgenik bitkiler: pRCA yaprak
eksplantlarindan %3,33, pRCA bogum arasindan %6, pRD29A yaprak eksplantlarindan
%4,9, pRD29A4 bogum arasindan %5,53, 355 CaMV yaprak eksplantlarindan %4,25 ve
358 CaMV bogum arasindan %#4,75 oranlarda aday transgenik patatesler elde edildi.

4.5 Aday Transgenik bitkilerin Dogrulanma Yontemleri

4.5.1 Histokimyasal GUS analizi

[Ik dogrulama analizi olan histokimyasal GUS analizi ucuz ve hizli bir ydntemdir.
Histokimyasal GUS analizleri Jefferson vd. (1987b), tarif edildigi gibi yapildi. Stres
uyarilabilir pRD29A4 promotoriinii igeren transgenik patateslerde sadece yapraklarda
kontrol edildi (Sekil 4.22). Yesil dokuyadzgii pRCA promotoriinii igeren transgenik
bitkilerde hem kok, yurmru hemde yesil dokularda analiz edildi. Konstitiitif 355 CaMV

promotorii ise karsilastirma olarak ayni sekilde analiz edildi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22. Histokimyasal GUS analizi. Transgenik olmayan bitki yapraklari (a); Strese
duyarli pRD29A promotdriinii iceren transgenik bitki yapraklar (b).

Bagka bir arastirmada Arabidopsis thaliana pRD29A4 ve pRD29B promotorlerini
karakterize etmek icin GUS geni ile beraber calismislar. Transgenik Arabidopsis
thaliana bitkisinde diisiik sicaklik, kuraklik ve tuz stresinde GUS geninin histokimyasal
analizine bakilmis (Msanne vd., 2011).
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Sekil 4.23. Histokimyasal GUS analizi. Transgenik olmayan yaprak (a); Yesil dokuya
0zgii pRCA promotdriinii iceren transgenik bitki yapraklari (b); Konstitiitif 355 CaMV
promotoriinii igeren transgenik bitki yapragi (c); Yesil dokuya 6zgii pRCA promotoriini
iceren transgenik bitki yumrusu (d); Konstitiitif 355 CaMV promotdriinii iceren
transgenik bitki yumrusu (e).
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4.5.2 PCR analizi

Aday transgenik bitkilerde gen entegrasyonu belirlemek i¢cin PCR yoOnteminden
yararlanildi. Transgenik bitkilerin tamami GUS genini icerdiginden, GUS genine

spesifik primerler kullanarak dogrulma yontemi yapildi. Bu primer PCR firiiniinleri

bekledigimiz 1085 b¢ boyutunda ¢ikmustir.
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- Non Transgenik
Transgenik rd29A (2)
Transgenik rd29A (3) *
Transgenik rd29A (4)
Transgenik rd29A (5)
Transgenik rd29A (6)
Transgenik rd29A (7)
Transgenik rd29A (8) *
Transgenik rd29A (9) *

+ Kontrol
DNA Markor

1000bp

Sekil 4.24. Strese duyarli pRD29A4 PCR analizi

Strese duyarli pRD29A4 promotoriinii igeren aday transgenik bitkilerin analizi Sekil 4.20.
gosterilmistir. Negatif kontrol olarak transgenik olmayan bitki DNA’sm1 kullandik.
Pozitif kontrol olarak ise pCAMBIA-pRD29A plazmidini kullanildi. Yildiz ile
isaretlenen pRD29A(3), pRD29A(8) ve pRD29A4(9) transgenik bitkilerle deneyimizi

devam ettik.
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Sekil 4.25. Yesil dokuya 6zgii pRCA PCR analizi

Yesil dokuya 0zgii pRCA promotoriinii igeren transgenik bitkilerde negatif kontrol
olarak transgenik olmayan bitki DNA’s1 ve sadece H>O kullanildi. Pozitif kontrolda
pCAMBIA-pRCA plazmidinden yararlanildi. Yildiz ile isaretli pRCA(7) ve pRCA(10)

transgenik bitkilerle sonraki analizlerimizi devam ettik.
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Sekil 4.26. Konstitiitif 355 CaMV PRC analizi

Konstitiitif 355 CaMV promotoriinii igeren transgenik bitkilerin PCR analizi sekil
4.22°de verilmistir. Bu jel goriintlisiinde negatif kontrol transgenik olmayan Lady
Olympia patates DNA’s1 ve pozitif kontrolde ise pPCAMBIA-1301 plazmidi kullanildi.
Isaretlenen 355(1) ve 355(3) transgenik bitkilerle deneyleri devam ettik.

Cizelge 4.3. Aday transgenik bitkilerinden dogrulama yontemleri ve sonuglari

Tarnsgenik Histokimyasal PCR’da GUS qRT-PCR’da
aday bitkiler | GUS analizinde | kullanilan | Fluorogenik kullanmilan
kullanilan bitki | bitki sayis1 analizinde bitkiler
sayis1 ve pozitif ve pozitif kullanilan
bitki sayisi bitki sayis1 bitkiler
LO-pRCA 59 14 19 14 2 2 2 2
LO-pRD29A 63 13 15 13 3 3 3 3
LO-35S CaMV 36 5 12 5 1 | 1 |

Yapilan dogrulama yontemlerinde Histokimyasal GUS ve PCR analizlerine gore toplam

transformasyon etkinligi Lady Olympia patates ¢esidinde %0,98 olarak belirlendi.
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4.5.3 GUS protein aktivitesinin karsilastirmasi

GUS fluorometrik assay analizi daha garantili sonu¢ veriyor olmasina ragmen,
laboratuvarimizda bu cihaz bulunmadigindan GUS fluorogenik assay yoOntemini
kullandik. GUS aktivitesinin fluorogenik analizleri daha once tarif edildigi gibi yapildi
(Jefferson vd., 1987b). Benzer bir diger calismada patates bitkisinde Douglas-fr
promotdriin spatiotemporal aktivitesini kontrol etmek icin B-glukuronidaz (GUS)
geninin ifadesini florometrik GUS assay analizi ile kontrol etmis (Yevtushenko ve

Misra, 2018).

Strese duyarli pRD294 promotoriinii igeren transgenik patatesleri farkli abiyotik
streslerde yetistirdik.  Bunlar kuraklik, yiiksek sicaklik ve her ikisini beraber
kuraklik/yiiksek sicaklik kontrol olarak optimum bitki biiylime kosullarinda pRD294
transgenik patatesler yetistirildi (Sekil 4.27).

Kontrol Kurakhk YS. Y.S.+Kurakhik

{*:'[u "‘.;;ur“w}'m‘m[mr"wws1

Sekil 4.27. Farkl kosullardaki pRD29A transgenik patatesler

pRD294 promotoriinii igeren transgenik patateslerinin optimum bitki biiylime
kosullarinda bitkinin boyu yaklasik 10 santimetre iken yiiksek sicaklik uyguladigimiz
kosullarda 8 santimetre olarak gorildi. Kuraklik ve yiiksek sicaklik/kuraklik

kosullarinda ortalama 4 santimetre uzunlugunda bitki biiyliimesi gerceklesti.

67



Farkli kosullarda yetistirilen transgenik patateslerin proteininden GUS gen ifadesini
kontrol etmek i¢cin GUS fluorogenik assay analizi yapildi. Transgenik olmayan patateste
GUS protein aktivitesi tamamen yokken kontrol kosullardaki pRD29A4 transgenik
patateste cok az aktivitesini gOstermistir. Farkli stres kuslulardaki GUS protein

aktivitesi daha ¢ok artmistir (Sekil 4.28, 4.28 ve 4.30).

Sekil 4.28. Strese duyarli pRD294 GUS fluorogenik assay analizi (1 saat)

Sekil 4.29. Strese duyarli pRD294 GUS fluorogenik assay analizi (3 saat)
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Sekil 4.30. Strese duyarli pRD294 GUS fluorogenik assay analizi (24 saat)

Strese duyarli pRD294 promotdriinii igeren transgenik patateslerinin GUS fluorogenik
assay analizinde {i¢ tekerriirlii bir saat, li¢ saat ve 1 giin seklinde farkli zamanlarda

+37°C derecede bekleterek UV altinda goriintii aldik. (Sekil 4.28, 4.29 ve 4.30).

Sekil 4.31. Yesil dokuya 6zgli pRCA GUS fluorogenik assay analizi (1 saat)

69



Sekil 4.32. Yesil dokuya 6zgli pRCA GUS fluorogenik assay analizi (3 saat)

Sekil 4.33. Yesil dokuya 6zgii pRCA GUS fluorogenik assay analizi (24 saat)

Yesil dokuya 6zgii pRCA promotoriinii iceren ve konstitiitif 355 CaMV promotoriinii
iceren transgenik patateslerini yetistirme kosullar1 in vivo ortamda biiylitilmiistiir.
Ciinkli pRCA promotorleri 1siktan etkilenebilir diye bu ortamda yetistirdik. Transgenik
PpRCA promotoriinii iceren ve konstitiitif 355 CaMV promotoriinii igeren patateslerinin
GUS fluorogenik assay analizinde de ayni sekilde ii¢ tekerriirlii bir saat, li¢ saat ve 1
giin seklinde farkli zamanlarda +37 °C’de bekleterek UV altinda goriintii aldik.
Konstitiitif 35S promotoriiniide GUS protein aktivitesi pRCA promotroriin - GUS
aktivitesinden daha fazla artmistir. Yapraklardaki aktivite yesil dokuya 6zgii pRCA
promotoriiniinde kok/yumrulardaki aktivetesine gore daha fazla artmustir (Sekil 4.31,

432 ve 4.33).
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Farkli saatlerde incelenen strese duyarlt pRD29A4, yesil dokuya 0zgii pRCA ve
konstitiitif 355 CaMV promotorlerinde GUS proteinleri yaptigimiz ¢alismaya gore bir
saat ile li¢ saatte daha belirgin verileri alirken bir giin sonra artis1 yavaglanarak protein

orani sabitlesmistir.
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Sekil 4.34. GUS fluorogenik assay analizi sonuglarindan renk segici (Color Picker)
programiyla ¢ikan veriler. Harfler GUS protein aktivitesinin istatistiksel farki
belirtmektedir (p < 0.05).

GUS fluorogenik assay analizi sonuglarindan bir saat ve ii¢ saat +37°C‘de inkiibe
ettigimiz Orneklerin UV altinda aldigimiz verilerinden parlakligina gore renk segici
(Color Picker) programiyla verileri sayiya aktardik. Cikan sonuglar1 gruplara ayirarak
istatiksel karsilagtirma yaptik. Transgenik olmayan kontroller, pRCA kdk/yumru ve
pRD29A4 optimum kosullarda yetisen transgenik patatesler D grubunda en diisiik GUS
protein aktivitesi gostermistir. C grubunda sadece yesil dokuya 6zgii pRCA yaprak
GUS protein aktivitesi yer almaktadir, BC grubunda da 35S CaMV kok/yumru GUS
protein aktivitesini igermektedir. Dort tane farkli ornekleri iceren ABC grubunda
kuraklik pRD29A(9), yiikksek sicaklik pRD29A4(9), yiiksek sicaklik pRD29A(8) ve
kuraklik pRD29A(3) transgenik patatesleri yer almaktadir. AB grubunda yiiksek
sicaklik/kuraklik pRD29A4(9), kuraklik pRD29A4(8) ve yiksek sicaklik/kuraklik
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PRD29A(3) transgenik patateslerinin GUS protein aktivesini gostermektedir. En fazla
GUS protein aktivitesini gosteren A grubunda 355 CaMV yaprak, yiiksek
sicaklik/kuraklik pRD29A4(8) ve yiiksek sicaklik pRD29A4(3) transgenik patateslerini

icermektedir.
4.5.4 Gen ifade analizi (QRT-PCR)

Strese duyarli pRD29A4 promotoriinli igeren transgenik patatesleri farkli kosularda
kiiltire alinmisti. Bunlar ters c¢evre kosullarinda kuraklik, yiiksek sicaklik ve
kuraklik/yiiksek sicaklik seklinde idi. Kontrol olarak ise optimum bitki biiyiitme
kosullarinda yetistirdik. Farkli kosullarda yetisen pRD29A4 transgenik patateslerden
toplam RNA izolasyonu yapildi. Artindan DNA uzaklastirarak toplam mRNA’lardan
cDNA sentezi yapilmistir. Gercek zamanli kantitatif PCR’da (qRT-PCR) sentezi
yapilan cDNA’lar1 1:10 kat seyrelterek kullanilmistir (Sekil 4.35).
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2 I
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pRD29A(3) pRD29A(8) pRD29A(9)

“ Kontrol Kurakhk ®Y.S. Y.S.+Kurakhk

Sekil 4.35. Strese duyarli pRD294 transgenik patateslerin farkli kosullardaki gen
ifadesi. Harfler GUS gen ifadesinin istatistiksel farki belirtmektedir (p < 0.05).
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Yapilan caligma sonucu strese duyarli pRD29A4 transgenik patateslerde kuraklikta
yaklagik 10 kat artarken yiiksek sicaklikta ise 15 kattin iizerinde GUS geninin
ifadesinde artis gostermistir. Bu durum her iki stres beraberinde (kuraklik-yiiksek
sicaklik) daha artig gdstermistir. Cikan gen ifade sonuclarindan her transgenik bitkiyi
ayrt istatiksel analizle gruplandirma yapildi pRD29A(3) ile pRD29A4(9) transgenik
patateslerin verileri optimum kosullarda yetisen transgen GUS ifadesi C grubunda,
kuraklik stresinde B grubunda, yiiksek sicaklikda AB grubunda yer almaktadir. En fazla
GUS gen ifadesini gosteren A grubunda yiiksek sicaklik/kuraklik stres kosullarindaki
yer almaktadir. pRD29A4(8) transgenik patatesinde D grubunda kontrol optimum
kosullar, C’de kuraklik, B grubunda yiiksek sicaklik ve son olarak A grubunda ytiksek
sicaklik/kuraklik stres kosullarinda GUS gen ifadesini gostermektedir. Baska bir
calismada pRD29A4 promotoriinii farkli stres kosullarda aktivitesine karsilastirdigi
zaman NaCl uygulamasinda diger kuraklik ve apsisik asit (ABA) stresler
uygulamalarma gore lusiferaz (LUC) geninin ifadesi yaklasik 7 kat artis gosterdigini
belirmektedir (Koiwa vd., 2002).

Daha onceki c¢alismalarda Desiree patates ¢esidinde diisiik sicaklikta Arabidopsis
thaliana kaynakli, pRD29A4 promotoriinii kontrolii altinda DREBIA geninin ifadesine
bakilmis. Kullandigimiz pRD29A4 promotorii diisiik sicaklikta kontrol edilmis (Behnam
vd., 2007). Bir bagka calismada ayni pRD29A4 promotorii kontrolii altinda AtPDCI
genini patatese aktararak yine diisiik sicaklikta gen ifadesine bakilmis (Pinhero vd.,

2011).

Yesil dokuya 6zgli pRCA ve konstitiitif 355 CaMV promotorlerini igeren transgenik
patateslerinden yumru/kdk hemde yapraklardan 6rnek alarak toplam RNA izolasyonu
yapildi ve DNA uzaklastirllmigtir. Toplam mRNA’lardan cDNA sentezi yapilmistir.
Gercek zamanli kantitatif PCR’da (qQRT-PCR) sentizi yapilan cDNA’lar1 1:10 kat
seyrelterek kulanilmistir (Sekil 4.36). Transgenik bitkiler in vivo kosulda yetistirmesi

saglanmustir.
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Sekil 4.36. Yesil dokuya 6zgii pRCA ve konstitiitif 35S CaMV transgenik patateslerin
yaprak ve kok/yumrularda GUS gen ifadesi. Harfler GUS gen ifadesinin istatistiksel
farki belirtmektedir (p < 0.05).

Elde edilen gercek zamanli kantitatif PCR verilerine gore yesil dokuya 6zgii pRCA
transgenik patatesler yapraklardaki GUS geninin ifadesi kok/yumrulara gore yaklasik 4-
5 kat daha fazla artif1 gdézlemlenmistir. Konstitiitif 355 CaMV promotori ile pRCA
promotoriinii karsilasilmasinda 35S CaMV transgenik patatesler 5 kat daha fazla GUS
geninin ifadesini gostermistir. Istatiksel gruplandirmaya gore GUS gen ifadesi en diisiik
C grubunda pRCA (7 ve 10) kok/ yumru goriilmiistir. BC grubunda pRCA(10)
yapraktaki GUS gen ifadesini igermektedir. B grubunda pRCA(7) ve 35S CaMV
kok/yumru GUS geninin ifadesini belirtmektedir. Son olarak en fazla GUS gen ifadesini
gosteren A grubunda 358 CaMV yapraklardan alinan 6rnekleri igermektedir.

Daha onceki ¢alismada patates yesil dokuta spesifik pRCA promotoérii ve 355 CaMV
promotoriiniin  GUS geninin ifadesini tiitiin bitkisinde karsilagtirma yapilmis. Bu
karsilagtirmada 35S CaMV promotorii yesil dokuya 6zgii pRCA promotoriine gore 0,4
kat daha fazla GUS geninin ifadesi gozlemlenmistir (Qu vd., 2011).
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BOLUM V

SONUC

Glinlimiizde diinyada bircok iilkede belirli transgenik bitkilerin iiretirken bunun aksine
iiretimi tamamen yasak iilkeler daha fazladir. Hizla artan niifus ve kiiresel 1sinma etkisi

ile gelecekte transgenik bitkilere ihtiyac duyulabilir.

Transgenik bitkiler iiretilmeye basladigindan beri avantaj ve dezavantajlar1 giinlimiizde
hala tartisilmaya devam etmektedir. Dezavantajlarindan en dikkat ¢ekeni ise
tikettigimiz transgenik {irlinlerin ne tiir yan etkisi olacaginin tam belli olmamasidir.
Yesil dokuya 6zgii pRCA promotdriirii ile bu riski minimuma indirilebilir. Ozellikle
patateste bitkinin yumrusunu tiikettigimiz i¢in aktardigimiz gen pRCA promotorii
sayesinde bitkinin yesil dokularinda ekspresyonunu gdstermektir. Yesil dokuya 6zgi
PpRCA prmomdtiirii konstatif 355 CaMV promotoriine gore 5 kat daha az gen ifadesi
belirlendi. Yaprak’ta ise kok-yumrulara gore 4-5 kat daha fazla gen ifadesi

gozlemlenmistir.

Strese duyarli pRD29A4 promotoriinde optimim bitki yetistirme kosullarmma gore
kuraklikta 10 kat daha fazla iken bu durum yiiksek sicaklikta 15 kat ve kuraklik ve
yiksek sicaklikta yaklasik 20 kat gen ifadesi artmistir.

Kullandigimiz bu promotorler diger ¢aligsmalara bakilirsa sadece patates bitkisinde degil
bircok bitkide aktivitesini gostermis ve farkli bitkilerde kullanilabilir. Gelecekteki
transgenik patates caligmasina veya islah programlarinda bu promotorleri kullanarak
farkli genleri patates bitkisine transformasyon yapilabilir. Yesil dokuya 6zgli pRCA
promotorii hem boceklere hem herbisitlere dayanikli genlerle beraber transgenik patates
cesidi gelistirilebilir. Boylece gida olarak tiikettigimiz patates yumrusunda transgen
ifadesi minimuma inmis olur. Strese duyarli pRD294 promotoriinde ters c¢evre
kosullarina dayanikli genlerle beraber patates bitkisine aktararak abiyotik streslere karsi

dayanikl transgenik patates gelistirilebilir.
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EKLER

Ek-1.Nanodrop cihazinda aday transgenik patateslerdetoplam DNA konsantrasyonu

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant. Date:2018/05/04
Analyte:dsONA Page:1/4

1 PRCA 1 18/05/04 ey 227 113 7413 3.235 6,539 0060  [0.193 1.000
11:36:34 V4

2 PRCA 2 18/05/04 86.72 218 0.4 232 1.385 4,547 0.588 0.193 1.000
11:37:37 4

3 PRCA 3 18/05/04 169.14  |2.26 0.63 3371 1485 5360 0012 [0.193 1.000
11:38:21 LV 4

4 PRCA 4 18/05/04 12111 f212 0.33 2555 1.276 7.368 0.133 0.193 1.000
11:39:09 4

5 PRCA 5 18/05/04 7211 2.34 058 1.369 0.544 2397 0073|0193 1.000
11:40:12 4

6 PRCA 6 18/05/04 13413 [231 0.46 2,540 1.017 5.670 -0.143 0.193 1.000
11:41:43 4

7 PRCA 7 18/05/04 23035  [2.24 121 4.572 2026 3.760 0035  |0.193 1.000
11:42:33 4

8 PRCA 8 18/05/04 16018 [2.25 0.98 3.078 1.298 3.140 0126 |0.193 1.000
11:43:26 4

9 PRCAS 18/05/04 12839 |2.28 058 2.494 1.051 4382 -0.073 0.193 1.000
11:44:14 4

10 |PRCALO 18/05/04 25.40 291 0.12 0.326 0007|3898 018 |0.193 1.000
11:44:56 4

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant. Date:2018/05/04
Analyte:dsDNA Page:2/4

11 |PRCALL 18/05/04 49087 227 1.47 9.666 4.176 6.536 0151|0193 1.000
11:45:55 V4

12 |PRCAL2 18/05/04 1479|228 0.70 2114 0.824 3.076 0182  [0.193 1.000
11:46:56 4

13 |PRCAL3 18/05/04 31.96 256 0.2 0.466 0.076 2687 0173|0193 1.000
11:47:58 4

14 |PRCAL4 18/05/04 76.07 225 045 1319 0472 3.148 0203|0193 1.000
11:48:57 4

15 | PRCALS 18/05/04 28898  [2.13 0.67 5.770 2698 8.65 0010 0193 1.000
11:49:54 4

16 |PRCAL6 18/05/04 35331 [2.24 0.86 7.085 3173 8.278 0.019 0.193 1.000
11:50:49 7

17 |t 18/05/04 137155 [2.24 1.86 27495  [12304 |14791  [0.064 0.193 1.000
11:52:14 4

18 |2 18/05/04 4048.08 |1.27 118 82902 |[65528 |7059  [1.940 0.193 1.000
11:53:20 4

19 |rd3 18/05/04 42532 |25 122 8.345 3621 6.823 0162 |0.193 1.000
11:53:56 4

20 [rd4 18/05/04 1248 [212 0.45 2.395 1.207 5.145 0.145 0.193 1.000
11:54:46 4
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Ek-2.Nanodrop cihazinda aday transgenik patateslerdetoplam DNA konsantrasyonu

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant. Date:2018/05/04
Analyte:dsDNA Page:3/4

21 |5 18/05/04 45281 213 134 8.947 4.136 6.651 0109  [0.193 1.000
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27 [AoPRIL 18/05/04 9.85 0.41 0.23 3.373 3.651 4.030 3176|0193 1.000
12:02:01 V4
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12:02:28 V4

29 |38 18/05/04 33628 [2.00 0.93 8.803 5.434 9330 2078 0.193 1.000
12:03:41 V4

30 |KON1 18/05/04 39113 [2.22 1.07 7.757 3.463 7.266 0065  [0.193 1.000
12:04:18 V4

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant. Date:2018/05/04

Analyte:dsDNA Page:4/4

31 |KON2 18/05/04 102514 [2.19 1.26 20967 [9816 16715 |0.464 0.193 1.000
12:05:20 4

2 |TE 18/05/04 5.89 1.68 0.42 0.001 0047 |0.162 0116  |0.193 1.000
12:06:04 v
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Ek-3.Nanodrop cihazinda aday transgenik patateslerdetoplam RNA konsantrasyonu

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.
Analyte:RNA

Date:2018/07/12
Page:1/6

1 PRCA 8/1 18/07/12 43111 (167 0.13 11675 [7.337 82902 |0.897 0.193 1.000
09:48:08 4

2 KK rd29A 9/1 | y8/07/12 2029.88 |1.58 0.63 53.076 |34498 (82870 (2329 0.193 1.000
09:51:24 4

3 Kontrol 1 18/07/12 31636 |1.65 0.11 8.296 5.181 73.858  [0.387 0.193 1.000
09:52:58 4

4 3582 18/07/12 140348  [1.61 0.43 36036 |22805 [82902 [0.949 0.193 1.000
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5 355 1 kok 18/07/12 2761|163 0.11 5.942 3.746 54334 [0.252 0.193 1.000
09:57:30 4

6 PRC102 18/07/12 41009 162 0.15 10336  |6.416 69.774  |0.084 0.193 1.000
09:58:41 4

7 355 kdk 18/07/12 78.07 1.58 0.45 1.750 1.034 4114 0202|0193 1.000
09:59:43 V4

8 PRCA9 1 18/07/12 14261 [1.87 0.12 3.646 1.983 3021 |0.081 0.193 1.000
10:00:46 4

9 Kontrol kok 18/07/12 417.96 174 0.13 12479 [8.030 82902  [2.030 0.193 1.000
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Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.
Analyte:RNA

Date:2018/07/12
Page:2/6

11 |3dst 18/07/12 51.15 1.73 0.09 1.277 0738 14309 |-0002 |0.193 1.000
10:05:38 V4

12 | Serakontrolrd | yg/07/12 36872 [2.00 0.11 9.832 5.215 82902 [0.614 0.193 1.000
3 10:06:50 4

13 [3582 18/07/12 18637 [2.07 0.17 5.047 2638 27391 0388 0.193 1.000
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14 | YSHKAS/L | 480712 57586 [1.58 0.17 14453 [9.149 82902  [0.057 0.193 1.000
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15 | KKrd 31 18/07/12 38243 |1.59 0.13 9641 6101 (71909 [o0so  [o193  [1.000
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17 | DokuKUtir | 4g/07/1p 9673 |1.90 011 2.362 1217 |21782  |-0.0s6 o193 1.000
351 10:14:50 4

18 | YSHKrd8/2 | yg/07/12 23350  [1.69 0.07 6.039 3.65 82902 [0.202 0.193 1.000
10:15:54 V4

19 | KKrd82 18/07/12 13252 171 0.05 3.456 2.085 64957  [0.143 0.193 1.000
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Ek-4.Nanodrop cihazinda aday transgenik patateslerdetoplam RNA konsantrasyonu

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.

Analyte:RNA

Date:2018/07/12
Page:3/6
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Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.

Analyte:RNA

Date:2018/07/12
Page:4/6

kontrol rd 9/1

31 18/07/12 11449  |1.68 0.06 2.674 1.517 48946 [-0188 |0.193 1.000
10:36:38 V4
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34 | prealo/t 18/07/12 13986  |1.73 0.05 3.418 1.942 66.585 [-0.078  [0.193 1.000
10:40:36 V4

35 [PrealOkok | yg07/12 84.59 1.54 0.92 1.749 1011 1.929 0366  |0.193 1.000
10:41:29 4

36 [ysrd 93 18/07/12 189.55  |1.96 0.06 5.551 3.230 82902 0813 0.193 1.000
10:42:59 V4

37 |52 18/07/12 32512 [161 0.12 8088  [s001  |es.es3  |-0.040 0193 1.000
10:46:08 \\//

38 [ysrd 31 18/07/12 80678  [1.67 0.25 20801 [12.795 [s2902 [0.722 0.193 1.000
10:47:57 V4

39 | kontrolrd8/2 | 1g07/12 168.33  |1.81 013 4.259 2379 31.208  |0.050 0.193 1.000
10:50:15 4

40 |preal0s3 18/07/12 359.28 182 0.13 9.743 5.688 70725 |0.761 0.193 1.000
10:51:24 \V/
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Ek-5. Nanodrop cihazinda aday transgenik patateslerde toplam RNA konsantrasyonu

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.

Analyte:RNA

Date:2018/07/12
Page:5/6

41 | Preasd2 18/07/12 15661  |1.64 0.11 3.655 2122 34675 |-0260 [o.193 1.000
10:53:35 V4

42 kontrol LO 18/07/12 204.43 2.11 0.09 4.890 2.198 57.691 -0.220 0.193 1.000
10:55:44 V4

43 | kontrol kok 18/07/12 15288  |1.70 0.09 4.754 3.183 42417 0932 0.193 1.000
10:57:09 V4

44 |Kkrd8/ 18/07/12 29150  [1.62 0.12 7415|4620 63143 [0127  [0a93  |1.000
10:58:38 V4

45 |ystkrd 32| 480712 24371 [1.68 0.07 6.122 3.660 82902  |0.029 0.193 1.000
11:00:41 V4

46 | kontrolrd8/3 | 18/07/12 22249 [180 0.08 6128  [36s1  |72981 [oses  [0193  [1.000
11:02:03 4

47 |ysrdon 18/07/12 15378 [1.70 0.10 3.902 2317 |40331  |ooss  [oa93 1.000
11:03:05 V4

48 | preads3 18/07/12 176.67  [2.05 0.12 8.954 6.688 41958  |4.537 0.193 1.000
11:04:21 V4

49 | kontrolrd3/2 f yg/07/15 366.68  [1.57 0.11 988 6543  [s1633 [0719  [oae3  [1.000
11:06:44 V4

so | kontrolrd8/1 | y4/07/12 30956 [1.59 0.10 7.647 4.789 76939 [-0.002 |0.193 1.000
11:08:08 V4

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant.

Analyte:RNA

Date:2018/07/12
Page:6/6

s1 | ystkrd3/1 | ygi07/12 191.01  |1.60 0.07 4.565 2.769 69.283 [-0210 |0.193 1.000
11:10:39 V

52 | kunkkrd 18/07/12 13982 [1.69 0.06 3290 [1861  |63243 |-0206 0193  |1.000
&2 11:15:22 4

53 | kontrol rd 9/2% | yg/07/12 48829  [1.99 0.16 12201 [6.225 75.880  |0.084 0.193 1.000
11:19:20 4

54 |Preadil 18/07/12 23627 |1.84 0.08 6.184 3.491 78179 0277 0193 1.000
11:21:05 V4

55 | prea8/2 18/07/12 33988 [1.74 0.10 8.403 4.790 82902 |[-0.00¢ 0193 1.000
11:22:22 V4

s6 | prea8/1* 18/07/12 45695  [1.67 0.14 11.788  |7.219 82902 (0364 0.193 1.000
11:24:07 V4

57 | kontrol3 18/07/12 17754 |2.00 0.07 4754|2535 |esm3  [o31s  |ouss 1.000
11:32:30 V4

sg | belirsiz 18/07/12 90337 |16 0.28 n472  |14517 |82902 |0.887 0.193 1.000
11:33:30 \\?
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Ek-6. Klonlama asamasinda yapilan ve negatif ¢ikan koloni PCR sonuglar1

. —
T Ll L L L L L L L T T Y -

1. Koloni
2. Koloni
3. Koloni

<
<
z
a
-

[
omen  wnlawe [

Ek-7. Klonlama asamasinda yapilan ve negatif ¢ikan koloni PCR sonuglar1
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Ek-8. Aday transgenik bitkilerinden dogrulama yontemlerinin sonuglari

Sira | Tarnsgenik aday | Histokimyasal PCR GUS qRT-PCR
No: bitkilerinin adi GUS analizi sonucu Fluorogenik sonucu
analizi

1 LO-pRCA-1 -

2 LO-pRCA-2 + +

3 LO-pRCA-3 + +

4 LO-pRCA-4 + +

5 LO-pRCA-5 + +

6 LO-pRCA-6 -

7 LO-pRCA-7 + + + +
8 LO-pRCA-8 + +

9 LO-pRCA-9 + +

10 LO-pRCA-10 + + + +
11 LO-pRCA-11 + +

12 LO-pRCA-12 + +

13 LO-pRCA-13 -

14 LO-pRCA-15 +

15 LO-pRCA-16 +

16 LO-pRCA-17 -

17 LO-pRCA-18 -

18 LO-pRCA-19 + +

19 LO-pRCA-20 + +
20 LO-pRD29A-1 + +
21 LO- pRD29A-2 + +
22 LO- pRD29A-3 + + + +
23 LO- pRD29A-4 + +

24 LO- pRD29A-5 + +

25 LO- pRD29A-6 + +

26 LO- pRD29A-7 + +

27 LO- pRD29A-8 + + + +
28 LO- pRD29A-9 + + + +
29 LO- pRD29A-10 + +

30 LO- pRD29A-11 -

31 LO- pRD29A-12 + +

32 LO- pRD29A-13 -

33 LO- pRD29A-14 + +

34 LO- pRD29A-15 + +

35 LO-35S-1 + +

36 LO-35S-2 + + + +
37 LO-35S-3 + +

38 LO-35S5-4 -

38 LO-35S-5 -

40 LO-35S-6 + +

41 LO-35S-7 -

42 LO-35S-8 -

43 LO-35S-9 - +

44 LO-35S-10 -

45 LO-kontrol-1 -

46 LO-kontrol-2 -
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Ek-9. pRCA ve 35S CaMV transgenik patateslerde 18S rRNA referans geninin erime
sicaklig1 ve ¢ogalma egrisi

Ek-10. pRCA ve 35S CaMV transgenik patateslerde GUS geninin erime sicaklifi ve
cogalma egrisi

Ek-11. pRD29A4 transgenik patateslerde efla referans geninin erime sicakligi ve
cogalma egrisi

90



0Z GECMIS

[Thom RAHAMKULOV 02.03.1990 tarihinde Tiirkmenistan’in Magdanly sehrinde
diinyaya geldi. Ilkokul, ortaokul ve lise egitimini Magdanly sehrinin 1’inci
ortaokulunda tamamladi. Liseden sonra 2008-2010 yillar1 arasinda Tiirkmenistan’da
askerligini yapti. Ardindan 2011 yilinda Tiirkiye’de Siileyman Demirel Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Bolimii’nli kazandi. 2016 yilinda lisans
egitimini bitirdikten sonra, Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Bilimleri Enstitii
Tarimsal Genetik boliimiinde yiiksek lisansa bagladi. Yiiksek lisans sirasinda Erasmus
programi ile Ingiltere’deki (iskogya) The James Hutton Enstitinde 3 ay CRISPR

teknolojisi ile ilgili stajin1 yapti.
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