Tarimsal Biyoteknoloji

Girisimcilik ve teknoloji... gida guvenligi... saglik... insan ihtiyaclari
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Genetik degisim?

- Caprazlama
- Doku kiilturu

- Gen muhendisligi

 Gen?




Nicin?

» Verim

- Kalite

- Iklim degisikliklerine karsi uyum

- Saklama ve tasima

- Herbisitlere ve boceklere karsi direnc
- Biyomedikal uygulamalar
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Ticari bir transgenik bitki

DGenin klonlanmasi ve vektore aktariimasi

DGen aktarimi

D Bitkilerin biylitiilmesi
D Uygun bitkilerin secilmesi

D Cogaltilmasi

D Laboratuvar testleri
D Arazi denemeleri
D Patentlendirme

D Piyasaya suriilmesi
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Transgenik bitkiler

= Birinci nesil : Zirai ozellikler

= Ikinci nesil: Besin degerlerinin
artirilmasi

= Uciincii nesil : Biyo-fabrika
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GDOlar kendi tiiriinden ya da kendi
tiiri disindaki bir canlidan gen
aktarilarak bazi ozellikleri degistirilen
bitki, hayvan ya da

_ mikroorganizmalardir.

Antartika Balik
DNASI



GDOlar Nasil Yapilir?

1. — Bir bitki doku kiiltiiri ve rejenerasyonu sistemi
kurmaniz gerekecektir.

2, — Hedeflediginiz amaca hizmet edecek geni bulup
bu bitkide calisacak hale getirmeniz gerekecektir.

3. — Bitki hiicre yada dokularina bu geni transfer
etmeniz gerekecektir.

4. — Gen aktarilmis hiicreden “tam-bitki” biiytitmek
icin 1. asamay1 kullanmanmiz gerekecektir.
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Genetigi Degistirilmis
organizmalar_Bitki
Biyoteknolojisi

Gen izolasyonu
Gen klonlanmasi
Gen aktarilmasi



Gen izo

lasyon

pJET1.2/blunt
2974 bp
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Gen klonlanmasinin bilesenleri™

T7 promoter

Plazmit-Vektor P el

= Kicuk dairesel dsDNA g/ N

- Bakteri, mantar ve organellerde ™ *

= Gen aktarimi isleminde tasiyic1 olarak, = =

= Bagimsiz replikasyon
~——

Amp(R)

Enzimler
= Vektorleri ve genleri kesmek i i¢in kesim enzimleri /'

= DNA parcalarim birlestirmek icin DNA llgazleir—HHHmTfi‘H mnnn -

CTTAAG

\ -

Istenilen klonlarin olusup olusmadlgmmm iy ] |H
kontrol edilmesi G
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Bitkilere Gen Transferi

Rekombinant DNA, bitki hiicresine transfer edilir.

Transfer edilen genin ifadesi hemen kontrol edilebilir
(Gegici Gen Ifadesi) yada kalic1 olarak genetik degisiklige
ugrayan hiicreler secilir ve bunlardan tam-bitkiler
(Transgenik Bitkiler ) elde edilir.

DNA Transter Metotlari:



.
Bitki Gen Aktarim Teknikleri

Fiziksel Kimyasal  Biyolojik

| |

Mikroenjeksiyon PEG Agrobacterium
Parca bombardimani DEAE-dekstran tumefaciens
E.le.ktroporasy(?n Kalsiyum fosfat A. rhizogenes
iﬂlka karbon fiber Yapay yag asitleri Virusler

azer




Transformasyondan beklenenler

DNA nukleusa gitmeli

DNA genome kendini sokabilmeli (entegre
edebilmeli)

DNA stabil (kararl1) olmal

Doku kiiltiira tekniklerinin gerekmesinin
nedenleri

= DNA y1 almaya uyumlu hiicrelerin hazirhig: istekli
= Transgenik hiicre ve dokularin secimi

= Transgenik bitkilerin rejenerasyonu

= Transgenler Mendel kurallarina gore kalitilmah
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Kimyasal DNA Transferi

Genellikle hiicre duvar1 alinmis bitki
hucrelerine (protoplast) uygulanir.
Bircok protokol mevcuttur:
1. DNA ve protoplastlar bir araya getirilir.
2. Ortama yliksek polikatyon iceren bir madde
eklenir (PEG ve CaCl,).
3. DNA endositoz yoluyla hiicreye girer ve
cekirdekteki kromozoma yerlesir.



Polietilen glikol
araciligi ile seker
Dancari stoma
bekci hucre
protoplastlarinin
trannsformasyonu




Fiziksel DNA transferi

Genellikle
protoplastlara
uygulanir.

Protoplastlar ve DNA
bir araya getirilir.

Yiiksek voltaj
uygulanir.

Bu voltaj membranda
gecici porlar olusturur

DNA bu porlardan iceri
girer.

DNA Pulse
(or protein)  (ms)

Cells | Voltagé‘ Cells
(KV)

Vo

Initial
voltage y, 4--+4--<

H
e i

Time

Exponential decay pulse
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Elektroporasyon cihazi

Electroporation
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Bitkiye aktariimasi istenen genleri tagiyan DNA pargasi ¢ok ince
(0.5-10 um capinda) kilcal pipetlerle veya enjektorlerle dogrudan
immobilize edilmis hedef hlicrelere, kallus, meristem, mikrospor
vb. icerisine steril sartlarda mikroskop altinda enjekte edilir.
Mikroenjeksiyon igin protoplastlar poly-L-lysine uzerine
yapistirilarak veya agarose icerisine gomulerek sabit hale
getirilirler.





http://images.google.co.in/imgres?imgurl=http://www.biocenter.oulu.fi/images/other/tg2.jpg&imgrefurl=http://www.biocenter.oulu.fi/1-research_projects_and_facilities-2-core_facilities-3-transgenic_animals.html&h=394&w=497&sz=127&hl=en&start=6&tbnid=9nujkJ6J0g8abM:&tbnh=103&tbnw=130&prev=/images?q=images+of+transgenic+animals&svnum=10&hl=en&lr=&sa=N

Protoplast mikroenjeksiyonu

Copyngnt © 2004 Poarcon Educaion, inz., publching as Beryamin Cummings



Silika karbon fibertler
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Organel transformasyonu yapilabilmektedir

Yontem :
1. DNA altin yada tungsten partikiilleri tizerine
cokturuliir.

2. Bu partikiiller hiicre yada dokularin i¢ine
girecek sekilde hizlandirilir.

3. Diger yontemlerde oldugu gibi secilme yolu
ile tiim-bitkiler elde edilir

Bu yontemin, olgunlasmamis zigotik piring embriyolarina, misir ve pamuk
hucrelerine, bugdayin embriyonik kallus hucrelerine, basarili bir sekilde
uygulanabildigi gosterilmistir. Bu yontem, basit olarak, DNA ile kaplanmis olan
parcaciklarin, hizlandirilarak hucre igine aktariimasini kapsamaktadir.
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Helyum Gaz Tabancasi : BioRad PDSH&1000

Gas
acceleration
tube

Microcarrier launch

assembly Stopping screen

- DNA-coated
cells” - ~° microcarriers
1 ) S 2 &

Target

' Target shelf

Helyumun sikistirilmasi ve ani bir sekilde serbest birakilmasiyla, bir ¢cesit sok dalgasi olugturmasini ve bu sok
dalgasi ile DNAyla yuklenmis parcaciklarin hizlandirilarak hiicreye aktariimasi iglemi
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Seyyar Gaz Tabancasi : BioRad

Amac:

Laboratuvar disinda da gen
transferi calismalari
yapabilmek. Ornegin Pfizer
tarafindan 2006 yilinda Kus
gribi asilamasinda
kullaniimistir.




e Agro alternatifi

e Sanford 1987

e Altin ve tungsten
e Helyum ve azot

Gas
acceleration
fube

Il\/lic:rorg:z;\rrier
aunc screen
assembly

DNA-coated
microcarriers

Target cells

Target

T shelf
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transformasyon
(s
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« Avantajlari
» Bircok bitki turine uygulanabilir
> Ikili vektore ihtiyac yoktur
» Gen kaseti kullanabilir
»Gen aktarim protokoli basittir
» Dezavantajlan
»Tek kopyali gen aktarimi zordur
»Cihaz ve sarf malzeme maliyeti yuksektir
» Aktarilan gen korunakh degildir
»Sitoplazmadaki hedef rastgeledir
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Biyolojik DNA transferi

Viruslerle gen aktarima

Caulimoviruses — KMV
Geminiviruses - Misir ¢izgl virusu

Bitki RNA virusleri - TMV
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Dogal genetik miihendisi
Tumor
Ti plazmit

/O Bakteri kromozomu \

Ti Plazmit

- /
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A. tumefaciens — kok bogazi uru
A. rhizogenes- sacak kok olusumu

Tumor hiicreleri normal bitkide olmayan bazi
aminoasitleri ve “opin” adl1 seker turevlerini
sentezlerler.

Tumor olusumu ve opin sentezine
Agrobacterium’ un virilent ozellik tasiyan
buyuk plasmitleri neden olur (Ti plasmidi, 200
kb)

Virtlens ozellik Ti plasmidin T-DNA kisminda
tasinir.
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Ti Plazmit *Timér-olusturan plazmid

*Agrobacterium tumefaciens bakterisinden
«Cift cenekli bitkilerde ta¢ uru hastaligi
yapar

\ Sol ve sag sinirlar
\ Replikasyon orijini araSIndakI DNA

bitkiye sSDNA,;

vir genleri
(Transfer iglevleri)

Ti Plazmidi

T-DNA
bolgesindeki
\ genler
/ ‘ degistirilebilir

/ 25 bg tekrarlar

TN

Sol smur (LB) HS%@; suur (RB)



A. tumefaciens ile enfeksiyon sonucunda T-DNA
bolgesi bitki hiicresine gecer, kromozomuna
kendini sokar ve virtilens genlerin ifadesi yoluyla
timor olusumu ve opin sentezini saglar.

Yarali bitki hiicrelerinden salgilanan flavanoid
(asetosyringone) vir genlerini aktive eder.
VirA,B,C,D,E,E,F, G

Monokotlar asetosyringon

olusturamadiklarindan bu bakteri sistemi
calismaz.
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’ Agrobacterium turmefaciens l Plant ceil

Bacterial
chromoscme

Transport channel Nucleus
Mitochondrion

Chloroplast
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Transformed Plant Cell

integrated
T-DNA

SR ~
Agrobacterium tumefacl

http://www.youtube.com/watch?v=L7gnY GaytM



http://www.youtube.com/watch?v=L7qnY_GqytM

(helper vector)

A. tumefaciens contaning
both the artificial Tt plasmid
and the helper vector

http://openlearn.open.ac.uk/file.php/2808/S250 1 005i.jpg



which includes virulence (vir)
génes’and a transferred-DNA
Agrobacterium tumefaciens Plant ceil (T'DNA) region- Genes of
interest can be inserted into
the T-DNA. Wounded plant
e —— cells produce phenolic
defence compounds, which
can trigger the expression of
the Agrobacterium vir genes.
The encoded virulence (Vir)

vir genes

Ti-plasmid

Qi proteins process the T-DNA
A Q | : region from the Ti-plasmid,

C) W _ _(m)_ producmg'a ‘T-strand'. After

\ ¥ 9 3080” the bacterium attaches to a
\ Virulence / plant cell, the T-strand and

\ protein / , . .

/ several types of Vir proteins

\ / are transferred to the plant

through a transport channel.
Inside the plant cell, the Vir
| ! proteins interact with the T-
| strand, forming a T-complex.

Bacterial ' This complex targets the
chromosome ‘ .
Transport channel | Nucleus nucleus, allowing the T-DNA
Mitochondrion to integrate into the plant
Chioropiast genome and express the

encoded genes.

http://www.nature.com/nature/journal/v433/n7026/images/433583a-f2.2.jpg



Ti plasmid
(~200,000 bp)
\

Vir proteins
synthesize
single-stranded

SR

Agrobacterium

Single-stranded

host plant

T-DNA
complex
import to
nucleus and
mtebratlon

T-DNA

intermediate

Opines

metabolized by

Agrobacterium

:Z..“»_ D 'r- [)\J‘ f'\ \/ 4 k‘__.;,

fe)

A

L

—

Healthy cell of susceptible

T-DNA
integrated

at random
site in host
chromosomes

|| @[TDNA /
: transfer
Synthesis || First step in | | Synthesis
of opines || cytokinin of auxin
synthesis

L»Q

o Wounded plant

0 Acetosyringone COCH;
activates virulence :
genes
B
-3
CH,O OCH4
OH

Acetosyringone

cell produces
acetosyringone

Auxin and cytokinin
synthesis promotes
- | tumor formation

in Agrobacterium-
infected plant cells
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Agrobacterium tumefaciens Yontemi

Tumor production ) .
A Nopaline synthesis
/" L

\

(e ]
T-DNA
Nopaline
utilization
T-DNA
transfer
functions

Ti plasmid

Origin of replication

Transformead
plant cell

(b) (<) (d)



A.tumefaciens tac uru
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Ti plazmitleri Transgenik Bitki Elde EtméK1cin Bir.Vektor

Olarak Kullanilabilir

Tumaor MNaopaline [(noes)
T R

Ti plasmid

Intermediate
weclor

Lrisarmed
Ti plasmid

Cointagrate
plasrmid L

Transgenic plant chromosome

Coinlegrale
Ti plasmid

Tobacco-plant

cell
Transfarmed
cell
= Cultured sl
e calls
E-—N ==

L
1 | e
e Disarmead Ti plasmid
il oS 5,05'""
Insert of
inferest
kan™
L
Insert of -
interest spc nas 1
kan® ———
Insart spc’ nos
kan® —_—r
(=)

Flantlel - Transgenic
tobacco

prlant

[{=}]

. Gell of
. transgenic
plant



Agrobacterium transformasyonu

leaf discs incubated with
genetically engineared
Agrobacteria for 24 hrs.

dises ramoved from
tobacco leaf

callus /ﬂlaﬂinn madium only
allows plant cells that

have aquired DNA from

the bacteria to

proliferate
shoot
shoot-inducing
medium
e s —— e ————
transfer grow up
shoot to root- rooted
inducing seadling
medium
(A
adult plant carrying
transgans that was
originally present in
tha bacteria

From The Art of MEoC® © 1995 Garland Fublizhing, Inc.
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Plant Cell
Nucleus
/
Bacterial ~
chromosome T-DNA 2
Y & Plant
b 4 chromosomes
>
A
Ti—plasmid

Agrobacterium cell
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Klonlamada kullanilan sistem-1

T1 plasmid vector systems
are often working as binary vectors

TDNA Qi;ion removed

e Gene of interest

Promotes e Temnator
Plant selectable marker .’ s,
Y4 \\ Right T DNA border \
Termnator \ 'f
Di g \ i | HELPER ’|
Left T-DNA border I Tilsarme i ) Virulence plasmid |
Bacterial selectable || _ readion /
marker \ plasmid / g ~a
\ ‘\ ."-\-.-._-.-"‘I
ori for E.coli ori for A. tumefaciens ori for A. tum

DISADVANTAGE: Depending on the orientation,
plasmids with two different origins of replication may be unstable in E. coli

ADVANTAGE: small vectors are used, which increases transfer efficiency
from E. coli to Agrobacterium.

No intermolecular recombination is needed
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Klonlamada kullanilan sistem-2

Promoter Gene of interest

Promoter J '. ~_Terminator

Plant selectable marker gene

. Right T-DNA border

2 = 3 -
. > ; d
=
-
5
3 D
2
\
.
\
f/ 3

*//" Disarmed T-region

Terminator

Left T-DNA border |

Co-integrated plasmid
Bacterial selectable marker gene <.

Virulence region
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Agrobacterium transformasyonunun
sinirlari

Cogu monokot bitkiyi enfekte etmez

Farkli1 A. tumefaciens izolatlar1 farkl bitki
turleri uizerinde farkli virtiilens seviyelerine
sahiptirler
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e ©® . plasmid

partides coated with DNA induding the
desired gene and an antibictic resistance gene

Agrobacterium with cirailar plasmid
carrying the desired gene and an
partide antibictic resistance gane

slice of plant

Agrobacterivum

bombardment of plant pieces growth of Agrobacterium
with partides with plant piacss

AN e

incubation in growth
medium with antibiotic

E |

plant ceH/_J'/_.
nudeus 7

g:owth of plant calls whose
romaosomes haveintegrated
antibicticredstance genaand
desired gene

= = X
g - = shoot reganaration
call multiplication foll owed by root
ragenearation

plant with new trait

© 2001 Garland Publishing
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oroplast transformasyonu

Chloroplast gehome

Intergenic region

rbel gene accD gene

" aadAgene cry2Aa2 genek‘\k

-

rn 1T
promoter
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Kloroplast transformasyonu

Kloroplast transformasyon teknolojisi bitkilerde

niiklear genom yerine kloroplast genomuna

transgenlerin aktarilmasiyla olusan bir

teknolojidir.

= Epigenetik etkilerinin olmamasi,

= yilksek seviyede transgen ifadesi ve protein
birikimi,

= cogu turlerde plastidler maternal kalitim
gosterdiginden dolay1 polen kacisi olmamasi ve

= aktarilacak olan gen bolgelerinin kontrol
edilebilmesi

gibi bir cok avantaji bulunmaktadir.
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Kloroplast transformasyonu

Kloroplast teknolojisi ile bugiine kadar en ¢ok kullanilan ve en

cok basari elde edlien tir tutin olmasinin yaninda domates,

1I;amuk misir, Fatates , pirin¢ ve seker pancari bitkilerindede
asar1 elde edilmistir

Herbisitlere direnclilik, boceklere direnclilik, patojenlere
direnclilik, kuraklik soguk ve tuzluluga direnclilik gibi
tarimsal ozelliklerin 1yﬁe§t1rllme31 potensiyel iimit verici
uygulamalardir.

Kloroplast mithendisliginin diger bir uygulama alanida as1
antijenleri, farmasotik proteinler (insan somatotropin, insan
serum albumin, insan interferon, monoklonal antibodi) ve
endustriyel protelnler (avidin, beta kazein, siv1 kristal
polimerleri, xylanase) gibi irtinlerin genis "anlamda
uretilebilmekte ve bakteri kiiltiirlerine gore daha ekonomiktir.



Kloroplast transformasyonunda en ¢cok
kullanilan yontem PEG ve biolistik yontemidir
ancak son zamanlarda Agrobacterium aracih
transferde yapilabilmektedir



Stabil plastid gen aktarimi neredeyse 20 yil once ilk olarak tek
hiicreli alg olan Chlamydomonas da basarilmistir. Bundan
hemen sonra, plastid gen aktarimi gelismis bitkiler icin
basarili sekilde rapor edilmistir.

Sonra, bu organizmalar spektinimiysin ve streptomiysin
resistansini saglamak icin aadA ile transforme edilmistir

Plastid transformasyonu; hedefin secici marker genlerini
iceren plastid gen aktarim vektorleri biolistik DNA tasimasi
yada PEG uygulamasiyla kloroplastda ifade edilir,

Ardindan homolog rekombinasyon ile transforme edilen
DNA’nin plastid genomuyla birlesmesi ve sonunda tekrar
eden hiicre boliinmesi siireci sirasinda yabani tip plastid
genom kopyalarinin selekte edilerek eliminasyonunu gibi ¢ok
adiml bir islem icerir.
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Transformasyonda aktarilacak

kaset

Bitkiye aktarilmak istenen gen promotor ve
terminator dizileri arasina klonlanmali

Raportor ya da secici markor gen (yine promotor
ve terminator kisimlari ile birlikte) plasmide
aktarilmal






Ideal bir promotorun ozellikleri

Farkl turlerde ifade olabilmeli
Bitki orjinli olmal

Konstitutif olabilir

Yiiksek oranda ifade olunmal
Dokuya ozgi olmalh

Indiiklenebilmeli
Kompakt-kisa diziden olusmal



Secili markorler Scorable markorler
(raportor genler)

Tipik olarak transgenik Kisa siireli ifadeyi gormeye
olmayan hiicre yiginindan yardim edebilir
transgenik bitki hiicrelerini Eger doku kararl sekilde
ayirt edebilmek icin kullanilir transgenik 1se bunu
Antibiyotik diren¢ markorleri gozlemlemeye yardim edebilir
ve herbisit diren¢ markorleri Hiicresel ve ekolojik calismalar

en yaygin olanlaridir icin faydalidir



Antibiyotik secilimi

Transforme ve transforme olmayan kalluslar
antibiyotik iceren bir ortama konulursa,
antibiyotik secilim kasetini tasiyan transforme
kalluslar yasayabilir ve buiylyebilir.

Cogu kez, transforme olmayan kalluslar olur ve
T-DNA y1 tasiyan kalluslar1 secmek kolaylasir.
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AMAC Kullanilan Genler

Abiyotik Stres Toleransi gpat, sod, MtID, sod

Tuz Toleransi betA, p5cs, hval, codA, afp, imt 1
Tohum depo proteinleri Phaseolin, phytohemagglutinin, conglycinin, patatin, zein glutenin
Gida Kalitesi psy, crtl, Icy
Erkek Dél-verim Ribonuclease (barnase)*, Ribonuclease inhibitor (barstar) *
Yenilemesi
Fotosentez Chlorophyll a-b binding protein, rubisco ss
Nodiilasyon Lectin, leghemoglobin
Transpozonlar Ac, Ds, Tam, En-|
Fungal Direng Chitinase, ribosome inactivation protein (RIP)
Virlis Korumasi Coat protein genes*, antisense-coat protein*, satelit RNA *
Bocek Direnci Bt toxin*; crylA(a), crylA(b), crylA(c), crylC, crylllA, proteinase inhibitor (CpTi),corn
cysatin (CC),rice cystatin
Nematot Direnci 1 (OCl) a’ ai, gna, chicken avidin gene*
Bakteriyal Direng Mi, Hs1
Attasin*, HEWL* T4L*
Renk Degisimi R-glucuronidase*, luciferase*, B -galactosidase *
Opin Sentezi Octopine synthase*, nopaline synthase*
Kimyasal Direng [neo, nptll, (aphA2), nptl (aphA1l), aaC3, aaC4,6_gat, aadA, SPT,

hph (aphlV), Ble, sull, sat3,cat]*
DOG,BADH*,DHPS, ocs,TDC*,DHFR

Herbisit Toleransi Pat*, bar*,EPSP synthaseA*, cp4 epspsgox*, csrl-1, csrl-2, bnx* ,hemL*, Cah*, tfda*
Pigmentasyon Dihydrocuercetin reductase, chalcone synthase

Pro-Vitamin A psy (phytoene synthase), crt*

Digerleri Polygalactrunase, heat-shock proteins (HSP), tubilin, ATP synthase, isopenthenyl

transferase, metallotionein, pathogenesis-related proteins (PR), phythochrome




F\
ecici genler

Gen (lirtiin) Kaynak
aad (aminoglycoside adenyltransferase) Shigella flexneri
ble (glycopeptide-binding protein) Streptalloteichus

hindustantus
dhfr (dihydrofolate reductase) Mouse
sul 1 (dihydropteroate synthase) E. coli
epsps (enolpyruvylshikimate Petunia hybrida
phosphatesynthase)
hpt (hygromycin phosphotransferase) Klebsiella
manA (mannose-6-phosphate isomerase) E. coli
neo/nptll/aphll (neomycin E. coli
phosphotransferaze)
bar (phosphinothricin acetyltransferase) Streptomyces

hygroscopicus




Isaret genleri

e Lusiferaz- Ates bocegi
e Yesil Floresan Proteini- deniz anasi |

e GUS —glukoronidaz-X Gluc



Yaygin raportor genler

Beta glururonidase (GUS) uidA protein (E.
coli’den)— mavi renk icin substrat olarak X-gluc
a ihtiyac duyar

Lusiferaz proteinleri (bakterilerden ve
atesboceklerinden) substrat olan lusifein
ortamda oldugunda 1s1k sacar

Deniz anasindan Yesil floresan protein (GFP)
belli dalga boyundaki 1sikla uyarildiginda renk
degistiren otofloresan proteine bir ornektir



| CaMV 35S

NOS Ter




GUS pozitif bitki ve hicreler

GUS specific activity
(pmol MU/min/mg proteine)
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Tutunde atesbocegi lusiferazi




35S:GFP kanola

Beyaz 1s1k karanlik odada UV is1gi







