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1. Projenin Tiirkge ve Ingilizee Adive Ozctleri

HERBISITLERE TOLERANSLI TRANSGENIK BUGDAY (Triticum sp.) CESITLERININ
GELiSTIRILMESI

Ozet

Biyoteknolojik yontemler kullanilarak herhangi bir organizmadan izole edilen bir gen istenen bir
organizmaya aktarilabilmekte, bu gekilde islahin temelini olusturan genetik ¢esitliligin  artii
saglanmaktadir. Biyoteknolojik ¢aligmalarda bitkilere gen aktariminda Agrobacterium fume aciens, en
cok kullanilan yontemdir. Bugday, insan beslenmesinde kullanilan bitkiler arasinda ekilis ve Uretim
bakimindan dinyada ilk sirada yer almaktadir. Bugday tanesi uygun besleme degeri, saklama ve
islenmesindeki kolayliklar nedeniyle yaklasik 50 iilkenin temel besini durumundadir. Bugday basta
unlu mamuller olmak iizere bircok gida ve sanayi sektoriinde kullamlmaktadir. Bu nedenle, gerek
klasik ve gerekse modern biyoteknolojik tekniklerle yeni bugday genotiplerinin gelistirilmesi ve
insanlarin kullanimina sunulmasi son derece dnemli ve degerlidir. Bugdayda biyoteknolojik teknikler
kullamlarak yapilan gen aktarimindaki bagar orani, %0.1-0.01 arasindadir. Bir bagka deyisle, gen
aktarim ¢ahismalar sonucu transgenik (yabanct bir genin genoma yerlestirildigi) bir bugday elde etme
olasihg1, 1/1000 ile 1/ 10 000 arasinda degismektedir. Bu ise, yabanct bir genin bugday genomuna
entegre edilmesinin ne denli zor oldugunu gostermektedir. Bugdayin insan beslenmesindeki yeri
dustinildigiinde, bu bitkinin birim alan verimini distren biyotik (hastalik ve zararlilar) ve abiyotik
(viksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk) stres faktorlerine karst dayanikliligim artiracak tarimsal
bir genin bitki genomuna yerlestirilmesi yoniinde yapilacak herhangi bir ¢alismanin ne kadar onemli
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Projede, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla ekmeklik ve makarnalik
bugdaya aktarilacak bar geni ile 'glifosinat amonyum' herbisitine toleranshi transgenik bugday
cesitlerinin gelistirilmesine ¢alisilmustir.

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, bugday, herbisite tolerans

IMPROVING TRANSGENIC WHEAT (Triticum sp.) CULTIVARS TOLERANT TO
HERBICIDES

Abstract

Using biotechnological methods, a gene isolated from any organism can be transferred to a desired
organism, thereby increasing the genetic diversity that underpins the breeding. Agrobacterium
tumefaciens is the most widely used method for gene transfer to plants in biotechnological. Wheat 1s
ranked first in cultivation among plants in the whole world in terms of planting and production used
for human nutrition. The grain of wheat is the basic nutrient of about 50 countries due to its convenient
nutritive value, storage and handling convenience. Wheat is mainly used in many food and industrial
sectors, including bakery products. For this reason, it is extremely important and valuable to develop
new wheat genotypes by the help of classic and modern biotechnological techniques and to make them
available to use for the people. The success rate of gene transfer using biotechnological techniques in
wheat is between 0.1-0.01%. In other words, as a result of a gene transfer studies, the probability of
obtaining a transgenic wheat (a genetic locus of a foreign gene) is between 1/1000 and 1/10,000. This
shows how difficult it is to integrate a foreign genome into the wheat genome. When considering the
place of wheat in human nutrition, it becomes clear how important it is for any plant to be placed in
the plant genome that will increase its resistance to biotic (diseases and pests) and abiotic (high and
low temperature, drought, salinity) stress factors, which reduce the yields by unit of area. In the project,
the development of transgenic wheat varieties tolerant to 'glyphosinate ammonium’ herbicide by
transferring the har gene to Triticum aestivim and Triticum  durum through Agrobacterium
tumefaciens has been studied.
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II.  Amac¢ ve Kapsam

Onerilen proje, tilkemizde yaygin olarak yetistirilen bir adet makarnalik ve bir adet ekmeklik bugday
(Triticum sp.) gesidine Agrobacterinm tumefaciens aracih@iyla herbisite dayanikhilik geninin (bar)
aktanimasini amaglamistir. Proje kapsaminda, bugday genomuna Agrobacterium tumefaciens’in
'GV2260 AoPR1-cryl Ac-pTF101.1" hatti kullamlarak 'glifosinat amonyum' herbisitine toleransi
belirleyen bar geni yerlestirilecek ve boylece bugday tarimimin yapildigi bolgelerde yabanci ot
miicadelesinde yaygin olarak kullamlan 'glifosinat amonyum' herbisitine karst toleransh bugday

cesitleri gelistirilecektir.

Bitkiler, yerytziindeki yasamin kaynagini olustururlar. Insanlar tarafindan tiiketilen enerjinin %90’1,
proteinin ise %801 bitkisel kaynaklidir. Geriye kalan enerji ve protein gereksinimi ise hayvansal
uriinlerden karsilanmaktadir. Dinyanin birgok bolgesinde her yil aglik ve yetersiz beslenme nedeniyle
binlerce insan 6lmektedir. Insanoglunun yeterli ve dengeli bir sekilde beslenerek yeryiiziindeki
varhgini devam ettirebilmesi i¢in; besin maddeleri iiretiminin artirilmasi gerekmektedir. Besin
maddeleri igerisinde ozellikle bitkisel besin maddeleri iiretiminin artirilmast biyiik nem tasimaktadir.
Yeryiiziinde karalarin kapladig: alanlar 14 milyar hektardir. Halen bu karasal alanin %10’luk kisminda
bitkisel Uretim yapilmaktadir. Duﬁya karalarmimn %20’sini meralar, %20’sini daglar, %20’sini
buzullar, %20’sini ise ¢oller kaplamaktadir. Geriye kalan %10’luk alan ise ¢ok yiizeysel bir toprak
ortisiine sahiptir. Daglar ve buzullarla kaph alanlarda tarnimsal faaliyetlerin olanaksiz oldugu goz
onune alindiginda, geriye potansiyel tarim alam olarak meralar, ¢oller veya yetersiz toprak ortiisiine
sahip alanlar kalmaktadir. Genellikle engebeli ve ¢ok egimli alanlari kaplayan meralarin tarla arazisi
olarak kullanmilmasi biiyiik o6lgtide olanaksizdir. Collerin ve yetersiz toprak ortiisiine sahip olan
alanlarin tarima uygun duruma getirilmesi ise biiytik yatirim gerektirir. Ayrica, her yil artan niifusa
paralel olarak tarim alanlarinin amag dis1 kullanildigy (yerlesim, yol, fabrika vb.) dikkate alindiginda,
bitkisel Gretimin artirilmasi i¢in tarima daha fazla alan ayrilamayacag: ortadadir. Bu durumda, bitkisel

Uretimin artirtimasi, birim alandan elde edilen verimin artirilmasiyla miimkiin olacaktir.

Birim alandan alinan verimin artirilmasi igin bir yandan bitkilerin genetik yapilarinin iyilestirilmesi,
bir yandan da yetistirmede kullanilan tarim tekniklerinin (giibreleme, sulama, hastalik ve zararhlarla
miicadele gibi) iyi bir sekilde uygulanmasi gerekir. Giiniimiizde 2.6 dekar olan kisi basina islenebilir
alanin 2050 yilinda 1.5 dekara kadar dusecegi beklenmektedir (Vasil, 1998). Son 50 yilda ulasilan
tarimsal verim artist, modern 1slah yontemlerinin uygun yetistirme teknikleri ile birlikte kullaniimasi
sonucu elde edilmistir. Bugtine kadar uygulanan islah programlarinda daha ¢ok uriin kalitesi ve

miktarimm artinnlmasina ¢ahsiinus, kultar bitkilerine hastalik ve zararlilara karsi dayaniklilik
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kazandinlmasi ikinci planda kalmistir. Bugiin bitki 1slahinin tarimsal Giretimin artirmasindaki pay: ve
onemi tartisilimaz bir gergektir. Klasik islah yontemleri bitkisel tretimin artirilmasinda oldukga basarih
olmasina kargin, dogasi geregi yavas ve zaman alicidir. Yapilan melezlemelerde baglilik (linkage)
nedeniyle istenilen ozelliklerle birlikte istenmeyen bir¢ok 6zellik de yeni bireye gegebilmektedir
Ayrica, bu yontemlerde dogadaki dar simirlar igerisinde bulunan gesitlilikten faydalanmak esastir
Gunumiuzde 6zellikle insan beslenmesinde 6nemli yeri olan trinlerde genetik ¢esitliligin sinirlarina
yaklagilmistir. Oysa ki, klasik bitki 1slahi yontemlerinden beklenen basari, Uzerinde c¢alisilan
populasyondaki genetik gesitlilik ile dogru orantilidir. Dolayisiyla, populasyonda var olan genetik
¢esitliligin artirlmasi gerekmektedir. Populasyon boyutlarindaki artig 1se yer, zaman ve maliyet
agisindan onemli artislara yol agmaktadir (Ozgen ve Tiiret 1995). Populasyondaki genetik ¢esitliligin
artirilmasi, tirler arasindaki uyusmazligin kaldirilmasi, baglilik engelinin asilarak yalmz istentlen
genin aktartlmasi, mutasyonlar, protoplast fiizyonu, haploid hiicre ve bitkilerle mimkiindir. Igte,
bitkilerin tarimsal o6zelliklerinin iyilestirilmesinde yukarida agiklamaya g¢alistigimiz klasik bitki
islahinin dogasinda var olan zorluklar, bitki doku kaltirleri ve bitki biyoteknolojisi teknikleri

kullanilarak kolayca astlabilmektedir.

Guinimuzde verim artisi saglamak igin klasik bitki islahi programlarini tamamlayan ve destekleyen
yeni biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Gelistirilen yeni biyoteknolojik
yontemlerin uygulanmasi ile izole edilmis bir genin dogrudan aktarilmasi so6z konusu oldugundan,
oncelikle farkli tirler ve cinsler arasi gen aktariminda melezleme zorunlulugu ortadan
kaldirilacagindan, klasik 1slahta yabani gen kaynaklarindan yararlanmada en 6nemli engel olan kisirlik
ve uyusmazlik sorunu ¢oziimlenmis olmaktadir. Klasik bitki 1slahinin temelini olugturan varyasyon ve
seleksiyon, yeni teknolojide karsimiza transformasyon ve in vitro seleksiyon olarak ¢ikmaktadir. /n
vitro seleksiyonlar, tiim bitki yerine hiicre se¢imine olanak saglamakta; bu ise tarlada binlerce bitki
yerine, petri kutularinda milyonlarca hucre uzerinde ¢alismak anlamina gelmektedir. /n vitro
kosullarda seleksiyonun herhangi bir zamanda yapilabilmesi nedeniyle, bitkinin gelisme donemlerine

bagli kalinmamasi da 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Simmonds, 1983, Philips ve Eberhart, 1993)

Toprakta kendiliginden gelisen yabanci otlar, kualtir bitkileriyle su, besin maddest ve 151k bakimimndan
rekabete girmekte, kultir bitkilerine zarar veren hastahik ve zararlilara da konukguluk yapmaktadir
(Uygur vd., 1984). Yabanci ot kontrolinde, kimyasal micadele en yaygin ve en etkili yontemdir
(Zoschke, 1994). Yabanci ot kontroliinde kullanilan herbisitler, kultir bitkilerinde gelismede gerileme
ve verim kaybi gibi bazi sorunlara neden olmaktadir. Yabanci otlarla micadele yapilmadiginda,
verimde %60-70 oramnda diistisler ortaya ¢ikmaktadir. Yabanci ot miicadelesine ragmen, verimde

%15’lik azalma goriilebilmektedir. Bugday tanminda yabanci otlarla miicadelede kullanilan en 6nemli
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herbisit 'glifosinat amonyum'dur. Glifosinat amonyum, bugdayda yapraklarda sararma, ileriki

asamlarda kahverengilesme ve gelismede gerilemeye, sonugta verimin diisiistine neden olur
Bar geniyle Herbisitlere Toleransh Transgenik Bitkilerin Elde Edilmesi

Bugday gibi dar yaprakh kultur bitkileri i¢erisinde gelisen genis yaprakli yabanci otlarla miicadelede
basarili sonuglar alinirken, Grin iginde gelisen dar yaprakli yabanci otlarin yok edilmesi mimkiin
olmamaktadir. Klasik 1slah yontemleriyle, az sayida tiarde herbisitlere dayanikli  genotipler
gelistirilebilmistir. Diger taraftan, gelistirilen 'glifosinat amonyum' ve 'glifosat’ herbisitleri, etkili
yabanci ot kontroli saglamistir. Barpat veya IPSPS geninin bitkilere aktarilmasiyla, sirasiyla
'olifosinat amonyum' ve 'glifosat' herbisitlerine toleransli transgenik bitkiler kolaylikla elde
edilebilmektedir. Herbisitlere toleransl bitkilerin en 6nemli avantajlary; is¢ilik, mekanizasyon ve
akaryakit maliyetlerinde sagladiklar tasarruftur. Kiltiir bitkileri ilk fide donemlerinde ¢ok hassas olup,
bu dénemde uygulanan kiltirel ve kimyevi uygulamalardan yiksek oranda etkilenebilmektedirler.
Herbisitlere toleransls kuiltur bitkileri ise, ilk gelisme déneminde yabanci ot kontroli amaciyla yapilan
herbisit uygulamalarindan etkilenmekte ve boylece %100’e varan oranlarda yabanct ot kontroli
saglanabilmektedir. Herbisitlere toleransli transgenik bitkilerin iiretiminde kullanilan en basarili
yontem, herbisitin etken maddesini pargalayan yeni bir enzimin sentezinden sorumlu olan tek bir genin
bitkilere aktarilmasidir. Streptomyces hygroscopicus ve S.viridochromogenes bakterilerinden izole
edilen 'Fosfinotrisin-N-asetiltransferaz' enziminin sentezinden sorumlu olan bar ve paf genlerinin
bitkilere aktartimasi sonucu genis spektrumlu 'glifosinat amonyum' herbisitine karsi toleransli gesitler
gelistirilmistir (De Block vd., 1987; Salamini ve Moto, 1994; Oktem vd., 2004). Bir toprak bakteris
olan Agrobacterium tumefaciens’ten izole edilen EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate)
geninin aktanlmasiyla yine genis spektrumlu 'glifosinat amonyum' herbisitine toleransl gesitler elde
edilmistir (Shah vd., 1986; Oktem vd., 2004). Onerilen bu proje kapsaminda segici markér geni olarak
herbisitlere toleransi saglayan Streptomyces hygroscopicus bakterisinden izole edilen bar geni
kullanilacaktir. Gen aktarimi sonucu elde edilen bitkiler, bar geninin iretmis oldugu PAT enzimi
sayesinde 'glifosinat amonyum' herbisitine toleransh olacaktir. Segici markor gen olarak antibiyotige
dayanikhilig) saglayan genlerin bulunmamasi, bu genlerden kaynaklanan endiseleri de ortadan
kaldiracaktir. Yapilan arastirmalarda har geninini sentezledigi PAT (fosfinotrisin-N-asetiltransferaz)
enziminin hedef disi organizmalarda alerjik ya da toksik herhangi bir etkisine rastlanmamistir

(MacKenzie vd., 2007; Scheideler vd., 2008)
IIl.  Materyal ve Yontem

Bitki Materyali
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| Projede tlkemizde yaygin olarak yetistirilen bir adet makarnalik (Cakmak 79) ve bir adet ekmeklik

bugday (Bezostaja-1) (7riticum sp ) gesidi kullamlmisgtir.
Eksplant Materyali

Denemelerde olgun bugday embriyolari kullaniimistir,
Bakteri Materyali

Bakteri materyali olarak 'AoPRI-cryl Ac-pTF101.1' plazmidini (Sekil 1) tasiyan Agrobacterium
tumefaciens’in GV2260 hatti kullanilmistir. Plazmidin T-DNA bolgesinde AoPRI promotéri
tarafindan kontrol edilen ve gen aktartmi yapilan bitki hiicrelerinin 'glifosinat amonyum' igeren besin

ortaminda segilebilmesini saglayan bar geni bulunmaktadir.

[ R | | (1T i

LB bar ORF  TEV 2XCaMVv35S CaMV CrylAc AoPR1 RB
Enhencer terminator promotdéri

Sekil 1. AoPR1 promotorii ile kontrol edilen Cry/Ac ve bar ORF genini igeren pTF101.1 ifade
kaseti

Yontem
Aktarilan Genler

Bugday bitkisi transformasyonunda aktarilmak istenen karakteri igeren gen kasetleri proje kapsammda
hazirlanmistir. Promotor, gen ve terminator ardisik klonlamalar yapilarak bir araya getirilmistir. Bu
calismalar sirasinda istenilen DNA pargalari uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilmis,
ardindan DNA markori ile birlikte agaroz jelde yurttilmustir. DNA pargasi kit yardimiyla jelden
izole edilmis ve ligaz enzimi kullanilarak daha 6nceden aym restriksiyon enzimi ile kesilmis vektore
baglanmistir. Ardigik klonlamalar sirasinda araci vektorler kullanilmis ve hazirlanan kaset, son olarak
kullanilan vektore klonlandiktan sonra ¢ogaltilmistir. Kullanima hazir hale getirilen gen kasetleri
clektroporasyon sistemi ile Agrobacterium tumefaciens'e aktanilmis ve PCR  kontrolleriyle

onaylandiktan sonra -80'C'de muhafaza edilmistir.
Biiyiime Ortanu ve Kiiltiir Kosullar

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) ile %3 sukroz igeren ve

%0.7’lik agar (Type A) ile katilagtirilan temel besin ortamm (MS) kullaniimistir. Ortam hazirhginda
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distile saf su kullamlarak, gerektiginde besin ortamina farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime
duzenleyicileri ilave edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HC] kullanilmis, 5.8’
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon
saglanmigtir. Tam kilturler beyaz floresan 15181 (27 gmol m™2 s7!) altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik

karanlik fotoperiyotta 2441°C’de tutulmustur.

Agrobacterium Kiiltiirlerinin Biiyiitiilmesi

Gen aktarim g¢alismalarinda kullamlan A. tumefaciens "GV2260 p35S GUS-INT" hatt1 -80 °C’deki
muhafaza edilen gliserol stoklardan alinarak 50 ml’lik steril tiiplerde segici antibiyotikleri igeren sivi
YEP (Yeast Extract Peptone) besin ortaminda 28°C’de ¢alkalamali inkiibatorde bir gece boyunca
buyitilmistir. Buytyen bakteri kultarlerinden érnekler lup ile alinarak petri kaplari igerisinde segici
antibiyotikleri igeren kati NA (Nutrient Agar) besin ortamina yayilarak, 2 giin siireyle 28°C’de
gelismeye birakilmistir. Kati besin ortamlarinda gelisen bakteri kiiltiirleri 2 ay boyunca +4°C’de
muhafaza altina alinarak, ihtiya¢ durumunda kullanilmigtir. Gen aktariminda kullanilan kat: besin
ortamindan gelisen bakteri kulturlerinden alinan 6rnekler 50 ml’lik steril tiiplere, yalmzca segici
antibiyotikleri bulunduran sivi YEP besin ortamina konularak 28°C’de ¢alkalamali inkiibatorde bir
gece boyunca tekrar buyutilerek gen aktaniminda kullanilmigtir. Tim bakteri bityiitme ortamlarina
segicl antibiyotik olarak 100 mg/l spektinomisin ve 300 }ngll streptomisin eklenmistir. Segici

antibiyotikler steril stok soliisyonlardan alinarak kullaniimigtir.
Bugdayda Tohum Yiizey Sterilizasyonu, Embriyo Izolasyonu

Yizey sterilizasyonu yapilacak tohumlar manyetik karigtinicida etil alkol (%70) igerisinde 5 dakika
bekletilerek 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra, 25 dakika ticari gamasir suyunda (%5 sodyum
hipoklorit igeren) galkalamp 6-7 kez steril saf su ile durulanmigtir. Steril tohumlar, 33°C’de yaklasik 2
saat bekletilerek, embriyolarin kolayca ayrilmasi saglanmistir (Ozgen vd. 1998). Steril edilen

tohumlarin embriyolar: steril kabin igerisinde bistiiri yardimiyla dikkatlice tohumdan ayriimistir.
Agrobacterium tumefaciens Aracihgiyla Gen Aktarim
Gen aktarimi asagida tanif edildigi sekilde yapilmistir.

Agrobacterium  tumefaciens  "GV2260 AoPR1-crylAc-pTF101.1" bakteri hatti, 100 mg/l

spektinomisin ve 300 mg/l streptomisin igeren 10 ml YEP besin ortaminda bir gece boyunca

M

buyiitalmustar,




EK-11 Sonu¢ Raporu Format

[nokiilasyon icin sivi, ko-kaltivasyon ve/veya seleksiyon igin de kati rejenerasyon ortam
kullamlmistir. Seleksiyon ortamina 2-5 mg/l herbisit ve 500 mg/l duocid ilave edilmistir. Duocid
seleksiyon ortaminda Agrobacterium tumefaciens’in gelisimini engellerken, herbisit gen aktarimi

yapilan bitki hiicrelerinin se¢imi igin kullaniimistir.

YEP besin ortaminda biiyiiyen bakteri kiiltiirlerinden alinan érnekler inokiilasyon ortamlarinda 1/50

oraninda seyreltilmistir.
Eksplantlar bu inoktlasyon ortamlarinda belli siirelerle inokiile edilmistir.
Inokule Edilen Embriyolardan Kallus Olusumu ve Siirgiin Rejenerasyonu

Inokule edilmis embriyolar, ya 2 giin boyunca ko-kiiltivasyona tabi tutulmus ve daha sonra seleksiyon
ortamma gegirilmis ya da dogrudan seleksiyon ortamlarina alinmistir. inokule edilmis embriyolarin
skutellum kismr asagi gelecek sekilde kallus olugsumu icin 20 g/l sukroz ve 3 mg I'' 2.4-D iceren
seleksiyon ortamina yerlestirilerek, 24+1°C sicakliga sahip karanhk inkibatorde 14 giin kiltire
alinmistir. Bu stire sonunda olusan kalluslar, 20 g/l sukroz iceren 2,4-D’siz seleksiyon ortamina
aktarilarak, iklim dolabinda 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 24+1°C sicaklikta 4 hafta

sireyle tutulmustur. Bu siire sonunda incelenen karakterlerde 6lciimler yapilmistir.
Transgenik Adayr Rejenere Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler, 2-5 mg/1 herbisit bulunduran ve biiyiime diizenleyicileri igermeyen MS besin
ortaminda 4-6 hafta siireyle koklendirmeye konulmustur. Koklenen bitkicikler, sicaklik ve nemi
kotrollii iklim odasinda igerisinde torf bulunduran saksilara alinmis, saksilarin iizerine ince naylon
poset gegirilerek, nem oramnm yiksek tutulmasi saglanmistir. Boylece, hentiz dis ortam sartlarina
alismamig bitkiciklerin aniden su kaybederek 6lmesi engellenmistir. Saks: tizerindeki naylon posete
belli araliklarla (4-5 giin) makas yardinmyla delikler agilarak nem orami yavas yavas azaltilmis, en
sonunda da sakst Uzerindeki naylon poset tamamen kaldimlmigtir. Bu sekilde bitkiciklere
iklimlendirme uygulanmis ve dig ortam gartlarina alistirilarak, daha sonra saksilar seraya aktarilarak
bitkilerin buiyimesi saglanmigtir. Toprakta gelisen bitkilerin yapraklarinda Histokimyasal GUS analizi

yaptlmistir.

Aktanlan Genin (bar) Bitkilerde Dogrulanmas:

Gen aktanminin teyit edilmesi PCR yontemiyle yapilmistir. PCR yonteminde genomik DNA

Dellaporta vd. (1983) ve Ozcan (1997)’a gore taze yaprak dokularindan izole edilmistir. Yaprak
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numuneleri doku kultiirtinde gelismis bitkiciklerin saksilarda biiyitiilmesiyle elde edilen bitkilerden
alinmis ve boylece bakteri kaynakli bulasma riski azalulmistir. Ayrica, PCR reaksiyonu sirasinda
alian numunelerde Yang vd. (2013)’nin bildirdig; protokol kullanilarak primer yardimiyla
Agrobacterum tumefaciens’in kromozomunda bulunan c¢hv virulans geninin varhigina bakilarak, jelde
bu gene ait bant gorilmedigi taktirde, bakteri bulagikliginin olmadigi anlagilmistir. Daha sonra
aktarilan genlere 6zgti primerler kullanilarak aktarilan genler uygun PCR kosullarinda ¢ogaltilnustir.
Calismada negatif (gen aktanmi yapilmayan bitkiler) ve pozitif (plazmit DNA) kontrol da

kullanilmistir. PCR isleminden sonra reaksiyonlar agaroz Jele ytklenerek analiz edilmistir
Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulacak, her muamele igerisinde 10 adet
eksplantin bulundugu 5 tekrarlamali 100x10 mm’lik Petri kaplarindan olusmustur. Elde edilen veriler
"SPSS for Windows" programi yardimiyla varyans analizine tabi tutulmus, muamele ortalamalars

MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak Duncan testi ile kargilastirilmistir. Yiizde degerlere

istatistik analizinden dnce arcsin (\/Y) transformasyonu uygulanmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
IV.  Analiz ve Bulgular
Bialophos Dozlarinin Belirlenmesi

Gen aktarim ¢alismalarinda en 6nemli asamalardan birisi gen aktarilacak bitkinin segici antibiyotige
karg1 tepkisinin belirlenmesidir. Aktarilan gen kasetinin igerisinde bulunan segici gen, transgenik adayi
bitkilerin in vitro sartlarda belirlenmesini saglar. In vitro seleksiyon isleminin hassasiyeti, gen aktarim

basarisinin dogru bir sekilde belirlenmesinin vazgegilemez sartidir.

In vitro sartlar altina izole edilen bugday embriyolari igerisinde 0 mg/L kontrol, 0.5 mg/L, 1 mg/L, 1.5
mg/L, 2mg/L, 2.5 mg/L ve 3 mg/L bialophos ile MS tuz ve mineralleri bulunan ortamda gelisen

embriyo sayisi (%), gelisen stirgiin uzunlugu ve gelisen kok uzunlugu Tablo 1°deki gibidir.

Tablo 1. Bialophos herbisiti bulunan ortamda bugday embriyosunun gelisim degerleri

Bialophos Gelisen Gelisen Siirgiin Gelisen Kok
Dozu Embriyo Sayis Uzunlugu Uzunlugu
(mg/L) (%) (cm) (cm)
0 100 4.00 1.50
0.5 95 2.01 0.84
1 82.5 0.80 054
i 5 77.5 0.53 0.47
o2 70 042 030
25 62.5 031 020
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52.5

(OS]

0.27

0.11

D).

Tablo 1’de gorildugi gibi Bialophos herbisitinin miktar: arttikga bugday embriyolar tizerinde
gostermis oldugu olumsuz etki gozlenmektedir. Gelisen embriyo sayisi bialophos dozu arttikca

azalmaktadir. Ozellikle 3 mg/L bialophos dozunda embriyo gelisimi %50’ye kadar dusmustiir (Sekil

120

100

100

80

60

40

20

0mg/L 0.5 mg/L 1mg/L

2 mg/L

3mg/L

uzunlugu en az olarak gézlenmistir.

Sekil 1. Geligen embriyo sayist (%)

Gelisen sirgin uzunluguna bakildiginda, tim bialophos dozlari kontrole gore diisiik bulunmustur,
Artan dozlara gore gelisen siirgiin uzunlugunda azalma gozlenmektedir. Ozellikle 2.5 mg/L ve 3 mg/L
bialophos dozlarinda geligen stirgtin uzunlugu ¢ok disiik goézlenmistir (Sekil 2). Gelisen kok
uzunluguna bakildiginda, en diisiik etki 0.5 mg/L. bialophos dozunda gézlenmistir. Artan bialophos

dozlarinda gelisen kok uzunlugunda azalmalar gozlenmistir. Ozellikle 3 mg/L bialophos dozunda kok

(AL
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0.53 ]
042 0.3] 027

0 mg/L 0.5 mg/L 1 mg/L 1.5 mg/L 2 mg/L 2.5 mg/l. 3 mg/L,

Sekil 2. Gelisen siirgiin uzunlugu (cm)

15
' 0.84
0.54
0.47
0.3
02
E - 0.11

0 mg/L, 0.5mg/L 1 mg/L 1.5 mg/L 2 mg/L 25mg/L 3mg/L

Sekil 3. Geligen kok uzunlugu (cm)

Yapilan denemeler sonucunda gen aktarimi yapilan bugday bitkisinin in vitro seleksiyonu igin 2 mg/L
Bialophos dozu kullanilmustir.
Gen Aktarim Cahsmalar

Bugday tohumundan izole edilen embriyolara direkt Agrobacterium tumefaciens ile gen aktarim

yapilmstir. Elde edilen sonuglar Tablo 2’de verilmektedir.

Tablo 2. Agrobacierium tumefaciens araciligtyla inokiile edilen bugday embriyolarinin seleskiyon

ortaminda kiiltiire alinmasi

Selcksivon Selcksiyon Topraga Toprakta PCR Pozitif
Ortamindan Ortaminda Aktarifan Gelisen Transgenik
————————————— — =

C’t (} ,,./k} o
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Kiiltiire Alinan Gelisen Transgenik Transgenik Bitki Sayisi
Embriyo Sayis1 Transgenik Aday Bitki Aday Bitki (Adet)
(Adet) Adayi Bitki Sayist (Adet) Sayisi” (Adet)

Sayis1 (Adet)

30.00 14.00 14.00 5.00 0.00

Yapilan denemeler de bugday embriyolarina Agrobacterinm tmefaciens aracithigiyla gen aktarimi
yapilmigtir. Her denemede 30 adet embriyoya gen aktarimi yapilnug, gen aktarimi yapilan embriyolar
2 gin boyunca igerisinde bialophos bulunmayan normal kiiltir ortaminda inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon siiresi sonunda embriyolar igerisinde herbisit (bialophpos) bulunan ortamlara aktarilarak
I5 giin seleksiyona tabi tutulmustur. Seleksiyon sonunda 30 adet Agrobacterium  tumefaciens
aracth@iyla gen aktarimi yapilan embriyodan 14 tanesi gelismeyi basarmistir. Seleksiyon ortaminda
gelisen 14 adet bitkicik topraga aktarilarak aklimatizasyon siirecine tabi tutulmus, kademeli olarak
normal iklim sartlarina adaptasyonu saglannistir. Aklimatizasyon sonucunda topraga aktanlan 14 adet
bitkiden 5 tanesi normal iklim sartlarinda yasamay: basarmistir. Geligen 5 adet transgenik adayr bitki
30 gun boyunea toprakta biiyiitiilmiig, daha sonra numune almarak DNA izolasyonu yapilmig ve hem

gen aktariminin dogrulanmasi amaciyla PCR reaksiyonlarina tabii tutulmusgtur (Sekil 4).

Yapilan PCR analizlari sonucunda transgenik aday1 5 adet bitkide gen aktaniminin bagarisiz oldugu

tespit edilmistir.

CM.LQ
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Sekil 4. Transgenik adayi bitkilerde yapilan PCR
V.  Sonuc ve Oneriler

Yapilan demeler sonucunda bugday bitkisine Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktariminin
zor oldugu gortlmiigtir. Tiim uygulanan yontemler de basart saglanamamistir. Bugday bitkisine gen
aktariminin partikiill bombardimani ve Agrobacterium tumefaciens yontemlerinin birlikte uygulandigi

bir yontem ile bugdaya gen aktarimi miimkiin olabilir.
VL. Gelecege iliskin Ongoriilen Katlalar

Bugday bitkisine gen aktarimimin  partikiil bombardimani ve Agrobacterium fumefaciens

yontemlerinin birlikte uygulandig bir yontem ile bugdaya gen aktarimi miimkiin olabilir.
VIL.  Saglanan Altyap: Olanaklan ile Gergeklestirilen Projeler

Yildiz, M., Aycan, M. ve Kayan, M. Bazi Tarla Bitkilerinde Adventif Surgiin Rejenerasyonu ve
Agrobacterium tumefaciens Araciligtyla Gen Aktanim Frekansinin Artirilmasinda Gama Radyasyonu,
Manyetik Alan ve Act Kavun (Lcballium elaterium (L.) A. Rich.) Meyve Ozsuyundan Yararlanma
Olanaklari, TUBITAK.

Yildiz, M., Dargin, E.S., Onarici, S., Birsen, CK. ve Aycan, M. Ulkemiz Bazi Ekmeklik Bugday
(Triticum aestivum L.) Cesitlerinde Tuza Tolerans/Dayaniklilik Gostergesi Olarak Evrensel SSR
Markorlerin Kullanilabilirliginin Arastirilmasi ve Tuz Stresi Kosullarinda Gen 1fade Profillerinin

Incelenmesi, TAGEM.

M



EK-11 Sonug Raporu Formati

VII.  Saglanan Altyapi Olanaklarimin Varsa Bilim/Hizmet ve EZitim Alanlarindaki

Katkilar

Saglanan alt yapi olanaklars ile ¢ok sayida farkli proje gikartilmis ve hepsi basar ile
sonuglandirlmstir. Ozellikle TUBITAK destekli projemizde yeni yéntemler gelistiritmistir. TAGEM
tarafindan desteklenen projemizde ise Tuz stresine toleranslh 2 yeni gesit adayi bugday gelistirilmis,

tuz stresine toleransla alakali ¢ok sayida gen, markor ve tekrar bolgesi gelistirilmistir.

Saglanan alt yapr ile lisans ve yiiksek lisans egitiminde verilmekte olan derslerde uyeulama
g yap y g yg
yaptirilmaktadir. Ogrencilerin saglanan alt yapi ile kurulan son teknoloji sistemleri tanimasi, gérmesi,

6grenmesi ve uygulamasi saglanmaktadir
IX. Kaynaklar

De Block M, Botterman J, Vandewiele MJ, Thoen C, Gosselé V, Thompson C, Van Montagu M, and
Leemans J. 1987. Engineering herbicide resistance in plants by expression of a detoxifying
enzyme. EMBO J., 6: 2513-2518.

Dellaporta S.L., Wood J., Hicks J.B. 1983. A plant DNA miniprepration: version II. Plant Mol. Biol.
Rep. 4: 9-21.

MacKenzie S A, Lamb 1., Schmidt J., Deege L., Morrisey M.J., Harper M., Layton R.J., Prochaska
LM, Sanders C., Locke M., Mattsson J.L., Fuentes A. and Delaney B. 2007. Thirteen week
feeding study with transgenic maize grain containing event DAS-1507 in Sprague-Dawley rats.
Food and Chem. Toxicol, 45: 551-562.

Murashige T. and Skoog F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco
tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497.

Oktem H.A. 2004. Herbisitlere Dayanikli Transgenik Bitkilerin Gelistirilmesi. Ozcan S, Giirel E,
Babaoglu M (eds), Bitki Biyoteknolojisi II, Genetik Mihendisligi ve Uygulamalari. Selguk
Universitesi Vakfi Yayinlar1, Konya, s. 190-207.

Ozgen, M., Turet, M., Altinok, S. and Sancak, C.. 1998, Efficient callus induction and plant
regeneration from mature embryo culture of winter wheat (7riticum aestivum L.) genotypes. Plant
Cell Reports, 118:331-335.

Philips, R L. and Eberhart, S.A. 1993. Novel methodology in plant breeding. In Proc. of the Int. Crop
Sci. Cong. Ames, USA. Crop Sci. Soc. of America, pp. 647-648.

Salamini F. and Motto M. 1994. The role of gene technology in plant breeding. In: Hayward MD,
Bosemark NO, Romagosa I (eds), Plant Breeding: Principles and Prospects, pp. 138-159,
Chapman & Hall, Cambridge.

Shah D M., Horsch R.B., Klee H.J, Kishore G.M., Winter J. A., Timer N E.. Hironaka C.M., Sanders
P.R., Aykent S., Gasser C.S., Siegel N.R., Rogers S.G. and Fraley R.T. 1986. Engineering
herbicide tolerance in transgenic plants. Science, 233: 478-481

Simmonds, N.-W. 1983 Plant Breeding: The state of the art. In Genetic Engineering of Plants. Plenum
press, New York, London, pp. 5-25

Snedecor G.W.and Cochran W.G. 1967. Statistical Methods. The lowa State University Press, lowa,

(s




EK-11 Sonug Raporu Formati

Scheideler S.E, Rice D., Smith B , Dana G. and Sauber T. 2008. Evaluation of Nutritional Equivalancy
of Corn Grain from DAS1570-1 (Herculex* 1) in the Diets of Layding Hens. J. Appl. Poult. Res,
17: 383-389.
Uygur F.N., Koch W. and Walter H. 1984 Yabanci Ot Bilimine Girig. PLITS, 1984/2(1), Verlog J.
Margraf, Stuttgart, Germany, 114s.
Vasil LK. 1998. Biotechnology and food security for 21* century: A real-world perspective, Nature
Biotechnology 16, 399-400.
Zoschke A. 1994. Toward Reduced Herbicide Rates and Adapted Weed Management, Weed
Technology, 8: 376-386.
X. Ekler
a.Mali Bilango ve Aciklamalan
Biit
ce Detaylar
Yili
tB_“ Oncek Baslan Eklene Diisiil Eklene Diisiil s Bloke Bloke
:' Al i qig n en n en C"):im Harca Edilen Edilen Kalan
;éo § ; Yildan Oden Aktar Aktar Oden Oden = " nan (Avan (Diger '
Devir egi ma ma ek ek s) )
du
03 TUKETIME YONELIK
P MAL VE MALZEME 0,00 /080 0,00 000 000 000 (70,80 0,00 0,00 0,00 70,80
T ALIMLARI
4 03 MAL,GAYRIMADDI 27.23 2723 26,55 682,0
.7 HAK ALIM,BAKIM VE 0.00 2,00 0.00° 1000 160 10,00 2,00 0,00 il 0
ONARIM GID.
06 MAMUL MAL 3240 3240 3132 1.080,
1 ALIMLAR 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00 00
06 MENKUL SERMAYE 10.29 _ 1029 10.29
2 URETIM GIDERLERI 0,00 720 0,00 000 000 000 720 7,00 0,00 0,00 020
70.00 70.00 68.16 1.833,
Toplam 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00 00
?u Oncek Baslan Eklene DUstil Eklene Dilsiil Nt Bloke Bloke
e(; Aeklon i gic N en n en C')Zen Harca Edilen Edilen Kalan
YERRA Yildan Oden Aktar Aktar Oden Oden nan  (Avan (Diger
Ko _ 3 ek
Devir egi ma ma ek ek s) )
du i
03 TUKETIME YONELIK
MAL VE MALZEME /0,80 0,00 0,00 0,00 000 000 7080 000 000 000 7080
ALIMLARI
201 MENKUL
5 03 MAL,GAYRIMADDI  682,0 682,0 682,0
7 HAK ALIM,BAKIM VE 0 000 0,00 000 000 0,00 0 000 000 0,00 0
ONARIM GID.
06 MAMUL MAL 1.080, 1.080, 1.080,
1 ALIMLARI 00 0,00 0,00 000 000 0,00 00 0,00 0,00 0,00 00
06 MENKUL SERMAYE
> URETIM GIDERLERI 020 000 000 000 000 000 020 000 000 :000 020
1.833, 1.833, 1.833,
Toplam 00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 00 0,00 0,00 0,00 00

e
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201

201

Bl
tee
Ko
du
03.
2

03.

06.

06.

Bi
tg

e

Aciklama

TUKETIME YONELIK
MAL VE MALZEME
ALIMLARI

MENKUL
MAL,GAYRIMADDI
HAK ALIM,BAKIM VE
ONARIM GID.

MAMUL MAL
ALIMLARI

MENKUL SERMAYE
URETIM GIDERLERI

Toplam
1

Aciklama

Ko
du

TUKETIME YONELIK

03

2

" MAL VE MALZEME
ALIMLARI

MENKUL

03. MAL,GAYRIMADDI

HAK ALIM,BAKIM VE
ONARIM GID.

06. MAMUL MAL

ALIMLARI

06. MENKUL SERMAYE

URETIM GIDERLERI

Toplam

< - Baglan Eklene Digiile Eklene Diigiile
Onecki qig n n n n
Yildan Odene Aktar Aktar Odene Odene Odene
Devir  _.

gi ma ma k k
70,80 0,00 0,00 0,00 20%000 0,00
682,00 0,00 000 000 000 0,00
{]ﬁ:m O 0,00 0,00 0,00 0,00 000
0,20 000 000 000 000 000
1.833, 20.00
00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Oncek Baglan Eklene Diigiil Eklene Diisiil
[ gi¢ n en n en
Yildan Odene Aktar Aktar Odene Odene
Devir @i ma ma k k
éf“‘" 0,00 000 000 000 000
682,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00
;'(?80' 0,00 000 000 000 0,00
020 000 000 000 000 0,00
36543' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Net

1nan

k

20.070 18.290

,80 .00

682,00 0,00

1.080,
00 0,00

020 0,00

21.83 18.29

3,000 0,00

Net
2 Harca

k

1.780,

80 0,00

682,00 0,00

1.080,

00 0,00

020 0,00

0,00

b.Makine ve Teghizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimimna Dair Aciklamalar

10,00

Bloke Bloke

Edilen Kalan
(Diger)

Harca Edilen

(Avans

)

1.780,

0,00 80

0,00

0,00 000 68200

1.080,

0,00 00

0,00

0,00 000 020

3.543

0,00 00

0,00

Bloke Bloke

Edilen: Edilen Kal
(Avans (Diger <l

) )

1.780,

0,00 80

0,00

0,00 0,00 682,00

1.080,

0,00 00

0,00

0,00 000 0,20

3.543,

0,00 00

Mevcut cihazlar Biyoteknoloji Enstitiisiinde bulunmakia olup vaplacak bilimsel aragtirmalarda
kullanilmaktadir.

¢. Teknik ve Bilimsel Avrintilar

d.Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapr ve Ydniendirilmis Projeler icin uygulanmaz)

¢.Yaymlar (hakemli bilimse] dergiler) ve tezler (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler igin

uygul

anmaz)

-





