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OZET

HERBISITE DIRENC GENI CP4-EPSPS’NiN Agrobacterium tumefaciens
ARACILIGIYLA PATATESE AKTARILMASI

SUMER, Safa
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dalt

Danigsman :Yrd. Dog. Dr. Allah BAKHSH

Ocak 2018, 59 sayfa

Yabanci otlar diger bitkilerde oldugu gibi patates bitkisinde de énemli kayiplara yol
acmaktadir. Bu ¢aligmada herbisite dayaniklilik karakterinin Agrobacterium araciligiyla
iki farkli patatese gen aktarilmasi amaglanmigtir. Bu amacla, genetik aktarimi i¢in “Lady
Olympia” ve “Desiree” patates (Solanum tuberasum L.) cesitlerinin yaprak ve
bogumarast doku parcalart eksplant olarak kullanilmistir. Gen aktarimi yapmak ig¢in
PCAMHE-EPSPS plazmidini igceren Agrobacterium tumefaciens bakterisinin LBA440
izolatlar1 kullanilmistir. Gen aktarim amaciyla kullanilan pPCAMHE-EPSPS plazmidinde
35S promotoru kontrolii altinda CP4-EPSPS geni bulunmaktadir. Calismada, T-DNA
bolgesinde bulunan gusA geninin varligl aday transgenik bitkilerin erken donemde tespit
edilmesini kolaylastirmistir. Lady Olympia ve Desiree ¢esitlerinde transformasyon
etkinligi sirasiyla % 0,7 ve % 0,3 olarak hesaplanmistir. Yapilan analizler sonucunda
CP4-EPSPS geninin transgenik patates hatlarinda islevsel olarak yer aldigi tespit
edilmistir. Yapilan glifosat herbisit uygulamasi sonucunda da CP4-EPSPS geninin
patatese kars1 etkinligini ortaya koymustur. Gelistirilmis transgenik patates hatlar1 1slah

programinda gen kaynagi olarak kullanilabilirler.

Anahtar Sozciikler: Yabanci otlar, Patates transformasyonu, Glifosat direnclilik



SUMMARY

Agrobacterium tumefaciens MEDIATED GENETIC TRANSFORMATION of
POTATO with CP4-EPSPS HERBICIDAL GENE

SUMER, Safa
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor :Assistant Professor Dr. Allah BAKHSH
January 2018, 59 pages

Weeds incur significant losses to crop plants including potato. The present research work
was conducted to introduce herbicide reistance trait in two potato cultivars Lady Olympia
and Desiree via Agrobacterium mediated genetic transformation. For this purpose,
Agrobacterium strain LBA4404 harboring pPCAMHE-EPSPS binary vector was used to
infect leaf and internodal explants of both cultivars. The plasmid contained CP4-EPSPS
gene under the control of 35S promoter. The presence of gusA gene with in T-DNA
region facilitated earlier screening of primary transformants. Overall transformation
efficiacy was calculated as 0,7 and 0,3% in “Lady Olympia’’ and “Desiree’’. The primary
transformants were using for gene integration and expression using standard molecular
techniques. The efficacy of transgenic plants against roundup ready was evaluated by
glyphosate application assays using recommended dose. The transgenic plants showed
enhanced tolerance against glyphosate applications. The developed transgenic lines can

be used as a germplasm in potato breeding programme.

Keywords: Weeds losses, Potato transformation, Glyphosate resistance
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BOLUM I
GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.) anavatani Giiney Amerika olan tek yillik bir kiiltiir
bitkisidir. Diinyanin yaklagik hemen her yerinde yetistirilen patates lilkemiz tarim ve
ekonomi agisindan da dnemli yere sahiptir. Yumrularinda; nigasta halinde karbonhidrat,
protein, vitaminler ve demir (Fe) gibi nemli besin maddelerini igeren patates, bu yoniiyle
insanlar tarafindan dogrudan yemeklik olarak tiiketildigi gibi, yiiksek oranda nisasta
iceren cips, konserve, alkol, nisasta, pudra, ¢ocuk mamasi vb. yapiminda hammadde
olarak ve bir kismi da havyan yemi olarak kullanilmaktadir. Patates nigastasindan salam

ve sosis yapimi olarak kullanilmasi da oldukc¢a yaygindir (Arioglu, 2002).

Patatesin besin degerlerinin yiiksek olmasi, fazla verim saglanmasi, her cesit iklimde
kolaylikla yetistiriciliginin yapilmasindan dolay1 bugiin iilkemizin hemen her yerinde
patates tarimi yapilsa da ozellikle Orta Anadolu Bolgesinde yetistiricilik bakimindan
onemli bir durumdadir. Ulkemizde patates tariminin yogun yapildigi iller Nigde ve
Nevsehir olup bunlari sirayla Afyon, Kayseri, Bolu, Adana takip etmektedir. Ulkemizde
patates iiretiminin yaklasik %75 i bu illerde yapilmaktadir (Anonim, 2017).

Diinyada yaklasik olarak 40 milyon ha alanda patates tarimi1 yapilmaktadir. En ¢ok patates
yetistiriciligi yapan iilkeler Cin, Hindistan, Rusya, Ukrayna ve ABD’dir. Cin diinyada tek
basina patates iiretiminin yiizde 25’ini gergeklestirmektedir (FAOSTAT, 2016). TUIK ’in
2016 verilerine gore lilkemizde 1 447 056 da alanda, 4 750 000 ton iiretim yapilarak, 3.09
ton/da ortalama yumru iiretimi meydana gelmistir. Patates iiretimi bakimindan iilkemiz
diinyada olup 19.sirada yer almaktadir. 2017 yilinda 4 800 000 ton {iretimi yapilan patates
2016 yilinda 4 750 000 ton yapilan {iretim ile gore bir dnceki yila gore %1.1 oraninda
artis gostermistir. Nigde ilimizde 2016 yilinda 237 851 da alanda 892 8297 ton iiretilen
patatesin Nigde icin ortalama verimi 3.751 kg tespit edilerek Tiirkiye’deki patates
tretiminin %19 unu gerceklestirmistir. Nigde’ nin bir y1l 6ncesine gore dikim alanlarinda
yiizde 4,57; iiretimde yiizde 32,24 artis olmustur (Bilgili ve Kadioglu, 2003; TUIK,
2016).



Patates tariminda yiiksek verimler elde edebilmek i¢in hastalik, zararli ve yabanci otlarla

miicadele biiyiik 6nem tasimaktadir .

Ulkemizde genis alanlarda tarmm yapilan patates bitkisinde bircok hastalik kalite ve
verim kaybina neden olmaktadir. En ¢ok goriilen fungal hastaliklar; patates mildiydsii
(ge¢ yaniklik) (Phytophthora infestance), patates sigil (siyah kabuk) (Synchytrium
endobioticum) hastaligi; bakteriyel hastaliklar; bakteriyel solgunluk (Ralstonia
solanacearum), yumusak ¢iiriiklik (Erwinia carotovora subsp. atroseptica); viral
hataliklar ise yaprak kivriklik viriisii (PLRV), patates Y viriisii (PVY), patates X viriisii
(PVX) ve patates A viriisii (PVA) hastaliklaridir (Bostan ve Demirci, 2010; Brunt ve
Loebenstein, 2001). Wang vd. (2011) patateste viriislerin bulunmasi halinde {iretimde
verim kaybimnin %80’ e ulasabilecegini tespit etmislerdir. Boylece patates liretiminden
verimli sonuglar almak icin tohumluk materyalin virlislerden uzak ari olmasi

gerekmektedir (Caliskan vd., 2011).

Patates bitkisinin yetistirildigi alanlarda ise en fazla patates bocegi (Leptinotarsa
decemlineata), patates yaprakbiti (Macrosiphum euphorbiae), patates giivesi
(Phthorimaea operculella), trips (Thrips tabaci) , kirmizi 6riimcek (Tetranychus urticae),
pis kokulu yesil bocek (Nezara viridula) gibi zararlilar bitkide olumsuz yonde etki

gostererek {iriin kaybina yol agarlar (Kayapinar ve Kornosor, 1990).

Yabanci otlar, tarim alanlarinda yarardan daha ¢ok zarar veren, yetismesi istenmeyen,
ekili alanlarda {iriin kaybina neden olan bitkiler olarak tanimlanir. Kiiltiir bitkileri ile su,
151k, CO2,mineral maddeler bakimindan rekabete girip zarara yol acarlar. Bunun yaninda

cesitli hastalik etmenleri ile boceklere konukguluk ederler (Giincan, 2002).

Kiiltiir bitkilerinin yabanci otlarin etki ettigi rekabetten etkilenmesi ekimden yaklagik 1-
1.5 ay igerisinde olmaktadir. Bu nedenle, rekabetin verdigi zarar1 en aza indirmek ve

yabanci otlarla miicadeleyi etkin kilmak i¢in erken miidahale sarttir (Banaras, 1993).

Yabanci otlarla miicadele yapilmayan patates tarlalarinda iirtin kayb1 %43 oraninda tespit
edilmistir (Banaras,1993). Yabanci otlar patates bitkisinde 6zellikle hasadi zorlastirip
yumru biiyiikligii ile ve agirliginin azalmasina neden olarak, birim alandan alinan verim

miktarin1 énemli dl¢lide azaltir (Zengin ve Giincan, 1993).



Nigde merkezinde yapilan bir ¢aligmaya gore patates bitkisinde bulunan yabanci otlar
genellikle melez horozibigi (Amaranthus hybridus L.), sirken (Chenopodium album L),
kirmizi kokli tilkikuyrugu (Amaranthus retroflexus L.), siyah itiiziimii (Solanum nigrum
L.), kus ¢cobandegnegi (Polygonum aviculare L.) tarla sarmasigi (C. arvensis L.), dag

minesi (Myosotis arvensis L.)’dir (Ustiiner ve Giincan, 2003).

Yabanci ot miicadelesinde baslica kullanilan yontemler kiiltiirel, fiziksel, biyojik ve
kimyasal miicadelelerdir. Kimyasal miicadele yontemi olarak kullanilan herbisitler diger
miicadele yontemlerine gore daha kolay uygulanip, miicadelesi zor olan yabanci otlara

daha kolay etki gosteritler (Serim ve Ozdemir, 2012; Zoschke, 1994).

Patates bitkisinde yabanci ot miicadelesi i¢in genellikle dikim dncesi ve ¢ikis sonrasi
herbisitler tavsiye edilmektedir (Arnold vd., 1997). Ciinkii patates rekabet giicii yiiksek
bir bitki olup, hizl1 gelisip hizli biiyiiyen ve dikildikten yaklasik 6 hafta sonra ¢ikis yapan
yabanci otlar1 baski altina alan bir kiiltiir bitkisidir (Thakral vd., 1989).

Patates tarlasinda ekim yapildiktan 15 giin igerisinde ekili alanin yabanci otlarla
bulunmasi ve 45-49 giin sonra ot miicadelesi yapilmamasi durumunda iiriinde verim
artisinin olmadig1 tespit edilmistir (Sonmez, 1976). Genellikle yabanci otlar patates
bitkisinde biiylime ve gelisme zamaninda zarar olusturmaktadir (Bhan vd., 1970). Scholz
(1996), ekili alanda bulunan 100 kg yesil aksamli yabanci otun iiretimde 400 kg {iriin
kaybina neden oldugu belirlemistir. Neururer (1968), ise orta derecede yabanci otun

bulundugu bir patates tarlasinda %10 oraninda bir zararlanma oldugu tespit etmistir.

Patates bitkisinde yaygin olarak yetisen melez horozibigi, domuz pitragi, yabani hardal
gibi yabanci otlarin miicadelesinde kullanilan rimsulfuron ve metribuzin gibi ¢ikis 6ncesi
ile sonras1 kullanilan herbisitlerin miicadelede % 100 etki gosterdigi tespit edilmistir
(Robinson vd., 1996). Patateste sorun olan genis ve dar yaprakli yabanci otlara karsi
metribuzin, pentimethalin, metolachlor gibi c¢ikis Oncesi uygulanan herbisitlerin
miicadelede etkili oldugu bildirilmistir (Zollinger vd., 2006). Ghosh (1998), patateste en
yiiksek yumru veriminin 4207.2-4261.6 kg/da ile metrubuzin ve metolachlor herbisitlerin
kullanildig1 parsellerden elde edildigini rapor etmistir. Phogat vd. (1991) ise parsellerde

ayni c¢esit herbisitlerle ayn1 uygulamayi denemis ve verimde 302 kg/da artis elde



etmigken; Arnold vd. (1997) ise parsellerinde % 69-81 oraninda verim kaybi oldugunu

tespit etmislerdir.

Herbisitlerin etki mekanizmalar1 zarara neden olan yabanci otlarin gosterdigi tepkiye ve
ekolojik faktorlere gore degisebilmektedir (Medd vd., 2001). Yabanci otlara kars1 ilk
kimyasal miicadele 1947 yilinda MCPA ve 2,4 D- acid dimethylamin herbisitlerinin
kullanilmaya baslanmasi ile baglamistir (Hopkins, 1989). 1970’1li yillardan itibaren
herbisitlerin oldukga fazla kullanimi sonucunda tiretim maliyetlerinde dengesiz artislar,
bilingsiz ve yanlis kullanim ile ¢evre kirliligi ve dayaniklilik problemleri gibi sorunlar
ortaya ¢ikmistir (Cotterman ve Saari, 1992; Dogan vd., 2004; Kudsk ve Streibig, 2003;
Reed vd., 1989).

Herbisitlere karst dayaniklilik problemleri herbisitlerin kontrolsiiz bir sekilde ve siirekli
olarak uygulanmasi sonucunda meydana gelmektedir. 1970’li yillarda dayaniklilik
problemleri ilk olarak Washington’da triazine herbisit grubuna karsi dayanikli Senecio
vulgaris L. biyotipi olarak bulunan yabanci otun gelismesiyle ortaya ¢ikmistir. Herbisit
dayaniklilig1 yabanci ot miicadelesinde ayni etki mekanizmasina sahip herbisitlerin
devamli olarak kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Herbisitlere kars1 dayanikliliktan
ilk olarak Harper, 1956 yilinda bahsetmis ve yabanci otlarin zamanla herbisitlere karsi
dayaniklilik olusturacagin belirtmistir (Avci, 2009).

Gilinlimiizde diinyada 116 genis yaprakli 85 tek ¢enekli olmak iizere toplamda 201 adet
yabanci ot bitkisinde dayaniklilik c¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismalar ABD, Fransa,
Kanada, Avustralya, Ispanya, Ingiltere gibi iilkelerde vyiiriitiilmiistiir (Anonim, 2017).
Ulkemizde herbisitlere dayaniklilik konusunda ilk calisma bugday tarlasinda yabani yulaf
(Avena sterilis L.) yabanci otu ile baglamistir (Uludag vd., 1997).

Herbisitlere kars1 dayaniklilik genel olarak sera saksi denemeleri ve genetik miihendisligi

molekiiler ¢aligmalar yoluyla tespit edilebilmektedir (Anonim, 2017).

Genetik miihendisligi ve bu yonde yapilan ¢alismalar sonucunda bitkilerin herbisitlere
dayaniklilik kazandirmak konusunda 3 farkli strateji izlenim gostermektedir. Bunlar,
herbisitin etkili oldugu enzimi bitkinin fazla tiretmesi, herbisitin etkili oldugu enzimin

yerine ayni1 gérevi yapacak olan baska bir enzimin bitki biinyesine sentezi ve bitki gerekli



olan kendi metabolizma faaliyetlerini arttirip biinyesi icerinde bulunan herbisiti
detoksifikasyon yapmasi sonucunda ger¢eklestirmesidir. Bu stratejiler sonucunda

herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler gelistirilmistir (Moss vd., 2003).

Genellikle bitkilerde gen transfer ¢alismalar1 1982-1983 yillarinda baslamis ve boylece

genlerin etki ve mekanizmalari incelenmistir (Ar1, 2001).

[lk transgenik bitki tiitiin olup bitkiye antibiyotige direnglilik geni aktarilmustir (Fraley
vd., 1983). 1986 yilinda Fransa ve ABD’de tiitiin bitkisine herbisite direnglilik geni
aktarilmis ve boylece transgenik bitkiler ile ilgili ilk transgenik tarla denemeleri

yapilmistir (James, 2015).

1996 yilinda 1.7 milyon hektara ekilen transgenik bitkiler, 2016 yilinda 26 farkl: tilkede
18 milyon ciftci tarafindan 185.1 milyon hektar alana ekilmistir. Boylece biyoteknolojik

iriinler modern tarim tarihinin en hizl kabul edilen teknolojisi olarak kabul edilmektedir

(ISAAA, 2016).

Bugiin diinyada en fazla transgenik bitki ekimi tilke 72.9 milyon hektar ile ABD’dir. Ve
sirastyla Brezilya, Arjantin, Hindistan, Kanada, Cin, Paraguay, Pakistan, Giiney Afrika
gibi iilkeler takip etmektedir. Kiiltiir bitkileri i¢cerisinde tarim alan1 bakimindan transgenik
olarak en fazla tarimi yapilan bitki 91.3 milyon ha ekimi ile soya bitkisidir. Bu bitkiyi
strastyla misir (60.6 milyon ha), pamuk (22.3 milyon ha) ve kanola (8.6 milyon ha) takip
etmektedir. 2016 yilinda ise toplam 161,9 milyon hektar alanda herbsite dayanikli
bitkilerin tarim1 yapilmistir (ISAAA, 2016).

Bitkilerde giiniimiizde gen transformasyon calismalarinda en yaygin olarak kullanilan
bakteri Agrobacterium tumefaciens olup daha kolay ve ekonomik olmasi bu yontemde

basarist sansin1 arttirmstir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

Herbisite dayanikli bitkilerin elde edilmesinde en sik kullanilan yontem Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla aktarilan, bitkide ki EPSPS enziminin iiretiminden sorumlu gen
ile olmaktadir ve bdylece total bir herbisit olan glifosat herbisitinin bitkide ki EPSPS
enzimini etkileyerek bitkideki gerekli aminoasit sentezini engellemesi dnlenir (Padgette

vd., 1995).



Diinyada herbisitlere dayanikli transgenik bitkilerin gelistirilmesi ¢aligmalar1 daha 6nce
bazi bitkilerde denenmis olup patates bitkisinde bu calisma ilk defa yapilmistir. Gen
aktarimi vasitasiyla gelistirilen ve boceklere, Y viriisiine ve glifosata dayanikli olan New
Leaf Plus Russet Burbank patates ¢esidi, Monsanto (RBMT22-186) tarafindan piyasaya
stiriilmiis ve daha sonra da piyasadan ¢ekilmistir (ISAAA, 2017). Bu tez ¢aligmasinin
amaci ise tarimsal girdileri azaltmak ve daha iyi yabanci ot miicadelesi yapmak amaciyla
genetik transformasyon ¢alismasi kullanilarak CP4-EPSPS genine sahip, glifosat tipi

herbisitlere dayanikli patates hatalarinin gelistirilmesidir.

Bugiine kadar herbisitlere dayanikli bitkilerin gelistirilip elde edilmesinde en ¢ok
kullanilan yontem, Agrobacterium tumefaciens’ten aktarilan EPSPS enziminin
iiretiminden sorumlu, total se¢ici olmayan bir herbisit olan glifosat herbisitinin bitkide
EPSPS enzimini etkileyerek ve bdylece bitkinin amino asit sentezin engellemesine engel
olan bir gen aktarmakla miimkiin olmaktadir. Clinkii Agrobacterium tumefaciens’ten
izole edilmis olan CP4-EPSPS geninin glifosat tipi herbisitelere diregli oldugu tespit
edilmistir (Padgette vd., 1995).

1983 yilinda Monsanto ve Washington’da ki bilim adamlar1 Agrobacterium
tumefaciens’ten izole ettikleri CP4-EPSPS geninin glifosat tipi herbisitlere
dayanikliligini tespit etmislerdir. Monsanto tarafindan Roundup Ready adi olarak tescil
edilmis olan soya fasulyesi bitkisine CP4-EPSPS geni aktarilarak glifosata dayaniklilig
belirlenmis ve yaygilasmistir. 1986 yilina kadar CP4-EPSPS bitkilerde uygulanmis ve
basar1 ile sonuglanip kabul edilen teknoloji haline gelmistir. 2005 yilinda ilk defa
herbisite dayanikli sekerpancar1 ABD, Kanada ve Filipinler gibi iilkelerde onaylanmis
olup celtik ve bugday bitkilerinin halen herbisitlere dayaniklilig1 gelismekte olup fakat
heniiz kullanima girmemistir (Baum vd., 2007; Watrud vd., 2004).

Baird vd. (1971) yilinda yeni herbisit olarak tanitilmig ve 1974 yilinda Amerika’da
piyasaya siiriilmiistiir (Baird vd., 1971). Glifosat segici olmayan, total, genis spektrumlu,
yabanci ot miicadelesi ve bitki kontroliinde yaygin olarak kullanilan bir herbisittir
(Alberdi vd., 1996). Yabanci ot miicadelesi icin yapilan islemler gerekli maliyetlerin
azaltilmasi, toprak neminin korunmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Boylece, glifosat

herbisiti uygulanmasi daha kolay, ekonomik giivenli olmasi1 nedeniyle, diinya ¢apinda



tarim i¢in milkemmel ot kontrolii saglamaya devam etmektedir (Brookes ve Barfoot,
2008; Duke ve Powles, 2008).

Diinyada c¢ok yaygin olarak kullanilan Raundup Ready herbisitinin aktif maddesi olan
glifosat bitkilerde EPSPS (5-enolpiruvilsikimat-3-fosfatsentez) enzim sentezini inhibe
etmektedir. Fenilalanin, tirosin ve triptofan gibi aromatik aminoasitlerinin tiretiminden
sorumlu olan EPSPS biyokimyasal zorunlu olan bir enzim olup; bunun durdurulmasi
bitkide protein sentezinin engellenip, biiyiime ve gelismenin yavaslayip 6liimiine neden
olmaktadir. Agrobacterium tumefaciens CP4 irkindan izole edilmis olan EPSPS geni
CP4-EPSPS olarak isimlendirilmistir. Sikimat-3-fosfat ve fosfoenolpiruvat (PEP)
arasindaki reaksiyonu katalize eden EPSPS enzimi glifosatin bitkideki tek hedef

enzimidir (Duke ve Powles, 2008).



BOLUM 11
GENEL BILGILER
2.1 Agrobacterium tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarim

Diinyada bitkilerde gen aktarim calismalari1 1982-1983 yillarinda baslamis olup ve bu
yillarda bitkilerde aktarilan genlerin basari ile sonuglanmasi bdylece genlerin etki ve
mekanizmalari, fonksiyonlar1 incelenmis olup modern tarimda temel biyolojik
arastirmalarda yerini almistir (Ar1, 2001). Giiniimiizde bitkilere gen atarim ¢alismalarinda
en ¢ok kullanilan yontem olan Agrobacterium tumefaciens yontemi daha kolay,
ekonomik ve bagari sansinin yiiksek olmasi nedeniyle diger dogrudan gen aktarim
yontemlerine gore daha avantajlidir. Daha Once tiitiin, domates, kolza gibi bir¢ok kiiltiir
bitkisinde basariyla gen transferinin yapildigi Agrobacterium tumefaciens bakterisi
Rhizobiaceae familyasinin bir tiirii olup; gram negatif (-) bir bakteridir. Bu bakteri
bitkilerin kokbogazlarindan enfekte olup buralarda tiimdr olusumuna neden olmaktadir

(Ozcan ve Ozgen, 1996; Zambryski, 1992).
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Sekil 2.1. Cesitli bitki tiirlerinde (a,b) Agrobacterium tumefaciens tarafindan
olusturulan tiimorler
(www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/pages/agrobacterium (a)
www.flickr.com/photos/photostream (b) 25.07.2017).

Gen aktarim caligmalar1 ile boylece bitkilerde strese, tuza, kurakliliga dayaniklilik;

boceklere ve herbisitlere dayaniklilik gibi bitki gelisiminin degisik agamalarda kontolii



gerceklesmistir (Glick ve Pasternak, 1998). Tiimoér olusumu ile ilgili yapilan ¢aligmalar
sonucunda bitkilerin hiicrelerine Agrobacterium’dan ge¢mekte olan ve bitki DNA’s1yla
etkileserek birlesen bazi genlerin sebep oldugu belirlenmistir. A.fumefaciens’ in
kromozomal DNA’s1 yaninda Ti (tumour-inducing) plazmidi olarak adlandirila bir
plazmit de bulunmaktadir. Ti plazmid, bakterinin bitkiyle etkilesim haline geldigi ettigi
sirada T-DNA (transfer-DNA) bolgesi olarak adlandirilan bir DNA pargasinin da
bakteriden bitki hiicresine gectigi ve boylece bitki kromozomlariyla birlesti tespit
edilmistir (Chilton vd., 1980; Chilton vd., 1977; Watson vd., 1975). T-DNA bolgesinde
oksin ve sitokinin opin genleri bulunmaktadir. Agrobacterium, bitki hiicresini enfekte
edip bu genlerinde etkilesim saglayarak harekete gegmesiyle bitki hiicresinde kontrolsiiz

bit tiimér olusmaktadir (Ozcan vd., 2004).

Agrobacterium tumefaciens bakterisinin bitki hiicrelerine gen transferi yapilabilmesi i¢in

tic temel bolge bulunmaktadir. Bunlar;

. T-DNA bolgesi,
. viriilens (vir) bolge,

. kromozomda bulunan genler

Ti-plazmid iizerinde bulunan T-DNA bolgesinde belirli baz dizinleri bulunup, sag
(RB/right border) ve soldan (LB/left border) 24 baz cifti (bg) uzunlugundadir. Aktarim
caligmalarinda sag siirin mutlaka bulunmasi gerekir ve Ti-plazmid den bitki hiicrelerine
aktarilan DNA bolgesi sag ve sol smirlarda bulunur. T-DNA bdlgesinde opin sentezini
kodlayan genlerin yani sira 2 tane oksin,l tane de sitokinin sentezini saglayan genler

bulunmaktadir (Ozcan vd., 2004).
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Sekil 2.2. Agrobacterium’dan bitki hiicrelerine T-DNA aktariminda olmas1 gereken
bolgeler (Ozcan vd.,)

Viriilens genlerin oldugu viriilant (vir) bolgesinde ise 8 adet gen bolgesi (VirA, B, C, D,
E, G, F, H) bulunmaktadir. Bu genler yaralanan bitki hiicrelerinden gelen fenolik
bilesikleri algilar ve iiretmis olduklar1 enzim sayesinde T-DNA bdlgesini sinirlardan
kesmektedir. Boylece, Agrobacterium’un bitki hiicresine gecisinde ve bitkideki
kromozomal genleriyle etkilesim saglayarak birlesmesinde etkili olmaktadirlar (Ozcan

vd., 2004; Zambryski, 1992).

Kromozomlarin bulundugu bdlge ise Agrobacterium bakterisinin  kromozomunda
bulunan chvA, chvB, pscA ve attR genlerinin bulundugu bolgedir. Bakteri hiicresinin
bitki hiicrelerine baglanmasini, bakterinin yaralanan bitki dokularinda ¢ogalmasini ve Ti
plazmidi iizerinde bulunan vir genlerinin diizenlenmesinde bu genler rol oynamaktadir

(Douglas vd., 1985; Kado ve Hooykaas, 1991).

Boylece, modern teknolojinin gelismesiyle birlikte T-DNA bdlgesinde tiimor olusumuna
neden olan smirlar igerindeki genler kesici enzimler yardimiyla kesilip ¢ikarilarak
bunlarin yerine herhangi bir canlidan (bitki, hayvan, mikroorganizma gibi) alinip izole
edilmistir. Tarim agisindan 6nemli olan bu genler herhangi bir hiicreye aktarildiginda in
vitro sartlarda gelisen hiicre ve dokular bu A. tumefaciens bakterisiyle etkilesim
olmaktadir. Boylece, bir veya birden fazla genler bitki hiicrelerine aktarilarak istenilen

ozellikte transgenik bitkiler elde edilmektedir (Ozcan vd., 2004).
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2.2 Herbisistlere Dayanikh Transgenik Bitkilerin Gelistirilmesi

Herbisite dayanikli bitkilerin elde edilmesinde en sik kullanilan yontem Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla aktarilan, bitkide ki EPSPS enziminin iiretiminden sorumlu gen
ile olmaktadir ve boylece total bir herbisit olan glifosat herbisitinin bitkide ki EPSPS
enzimini etkileyerek bitkideki gerekli aminoasit sentezini engellemesi onlenir (Padgette
vd., 1995).

Bugiine kadar herbisitlere dayanikli bitkilerin gelistirilip elde edilmesinde en ¢ok
kullanilan yOntem, Agrobacterium tumefaciens’ten aktarilan EPSPS enziminin
tiretiminden sorumlu, total segici olmayan bir herbisit olan glifosat herbisitinin bitkide
EPSPS enzimini etkileyerek ve boylece bitkinin amino asit sentezin engellemesine engel
olan bir gen aktarmakla miimkiin olmaktadir. Clinkii Agrobacterium tumefaciens’ten
izole edilmis olan1t EPSPS geninin glifosat tipi herbisitlere direncli oldugu tespit
edilmistir (Padgette vd., 1995).

shikimic acid

shikimic acid -3- phosphate
GLYPHOSATE g {f}[ EPSPS Synthase

S-enolpyruvyl shikimic acid -3- phosphate

chorismic acid _‘I

anthranilic acid

[

Phenylalanine Tyrosine Tryptophan

Sekil 2.3. EPSPS ¢alisma mekanizmasi

Herbisite dayanikli bitkilerden en 6nemlileri soya fasulyesi, misir, pamuk ve kanola olup
yabanci ot miicadelesi uygulamalarinda tamamen bir deamlilik niteligindedir. Ticari

olarak ilk 6nce Monsanto GTS 40-3-2 adi verilen ilk herbisite toleransli CP4-EPSPS
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genine sahip soya fasulyesi bitkisini gelistirmis ve bu diinya ¢apinda benimsenmistir.
Agrobacterium tumefaciens CP4 irkindan izole edilmis olan EPSPS geni CP4-EPSPS
olarak isimlendirilmistir. Herbisit toleransli (HT) soya fasulyesi, ilk olarak ticari olarak
1996 yilinda yetistirilmis; bunu 1997'de GM HT muisir ve pamuk, 1999'da kanola ve
2007'de seker pancari izlemistir. Diinyada ¢cok yaygin olarak kullanilan Raundup Ready
herbisitinin aktif maddesi olan glifosat bitkilerde EPSPS (5-enolpiruvilgikimat-3-
fosfatsentez) enzim sentezini inhibe etmektedir. Fenilalanin, tirosin ve triptofan gibi
aromatik aminoasitlerinin liretiminden sorumlu olan EPSPS biyokimyasal zorunlu olan
bir enzim olup; bunun durdurulmasi bitkide protein sentezinin engellenip, biiylime ve

gelismenin yavaslayip 6liimiine neden olmaktadir (Duke ve Powles, 2008).

Haughn vd. (1988), Arabidopsis’in chlorsulfuron direngli mutantindan klonlanan ve
asetolaktat sentezini kodlayan bir gen Ti plazmid araciligiyla transformasyon yontemi ile
tiitiin bitkisine aktarilmis ve bitkideki stilfoniliire herbisitlerine kars1 dayaniklilig: tespit
edilmistir. Calismada pGV3850 plazmidi ve Agrobacterium tumefaciens bakterisi ile
transformasyon islemi gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar klonlanan genin diger
bitki tiirlerinde agronomik olarak yararli seviyede herbisite direnclilik kazandirabilecegi

tespit edilmistir.

Lyon vd. (1989), Bitkilere 2,4-D detoksifikasyonunu miimkiin kilan bakteri orijinli
monooksigenaz enzimi sentezlettirilerek bu herbisite dayanikl tiitlin ve pamuk bitkileri

gelistirilmistir.

Smeda vd. (1993), Triazine dayanikli yabanci otlardan ve sianobakterilerden izole edilen

psbA genini tiitiine aktararak atrazin herbisitine dayanikli bitkiler elde etmislerdir.

Rajasekaran vd. (1996), Asetohidroksiasit sintaz (AHAS) sentezinden sorumlu olan yerli
A19 genini pamuk (Gossypium hirsutum L.) bitkilerine Agrobacterium tumefcaciens
aracilifiyla transformasyonu gerceklestirilmistir. Coker ve Acala pamuk cesitlerinin
eksplantlari, A19 geni ile mutasyona ugratilmistir. Arastirmada imidazolinon ve
siilfoniliire herbisitleri sera kosullarinda bitkilere uygulanip Coker ¢esidinde bir¢cok

olumlu sonug elde edilirken, Acala cesitlerinde ise onda bir verimlilik gdzlemlenmistir.
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Mannerl6f vd. (1997), Sekerpancari bitkisine Agrobacterium sp.’den izole edilen CP4-
EPSPS geni ile ayn1 zamanda bakterilerden izole edilen glifosat oksidaz rediiktaz geni
(GOX) aktarilmis ve glifosfata kars1 yiiksek dayaniklilik gésteren sekerpancari bitkileri
gelistirilmisitir. Agrobacterium tumefaciens yoluyla yapilan tranformasyon ¢alismasinda
glifosat herbisiti olarak Roundup Ready kullanilmis olup bitkide herbisite karsi

toleranslik gézlemlenmistir.

Oktem vd. (1997), Fosfonitrisin asetil transferaz’m (PAT) sentezinden sorumlu olan bar
geni tiitlin Dbitkilerine aktarilmistir. Transformasyon c¢alismasinda, Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 suslar1 ve pDHB321.1 vektorii kullanilmistir. Gen transformasyon
calismasi sonrasinda, 4 mg/l derisimde glifosinat amonyum herbisiti denenmis ve bitkide

dayaniklilig1 tespit edilmistir.

Tingay vd. (1997), Arpa bitkisinde Agrobacterium tumefaciens bakterisi ile yaptiklari
transformasyon c¢aligmasinda bar geni uygun vektor sayesinde Golden Promise arpa
¢esidine aktarilmigtir. Arastirmada herbisite direnclilik kontrol edlip % 4.2 basar1 elde
edilmistir. Bu ¢alismanin 6nemi ise arpa bitkisinde ilk kez Agrobacterium tumefaciens

yontemi ile genetik transformasyon ¢alismasi yapilmis olmasidir.

Daniell vd. (1998), Tiitiin bitkisinde yaptiklar1 bir ¢alismada, petunya bitkisinden izole
ettikleri enzim proteini olan EPSPS in mekanizmasindan sorumlu geni tiitiin bitkisinin

kloroplastlarina aktararak genin yabanci ¢esitlere kagma riskini ortadan kaldirilmstir.

Enriquez-Obregdén vd. (1998), Fosfinotrisin (PPT) asetiltransferazi kodlayan ve
amonyum glifosinata diren¢ kazandiran bar geninin Agrobacterium tumefaciens yontemi
ile sekerkamis1 bitkilerine aktararak amonyum glifosinata direngli sekerkamisi bitkileri
gelistirmistir. Amonyum glifosinata direng seviyeleri ticari bir herbisit olan BASTA nin
transgenik bitkilere uygulanmasiyla test edilmistir. Sonug itibariyle, calismada % 10-35

oraninda basartya ulasilmistir.

Falco vd. (2000), Brezilya seker kamisi (Saccharum officinarum L.) bitkisinde yaptiklari
calismada fosfinotrisin asetiltransferazi kodlayan bar genini pAHC20 plazmidi vektorii
ve Copersucar Technology Center' da gelistirilen bir aparat kullanilarak pargacik

bombardimani ile bitkiye transfer edilmistir. Aktarilan bitkiler genetisin iceren kiiltiir
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ortamindan se¢ilmis ve bitkilerin yapraklari lizerine kanamisin uygulanmistir. Amonyum
glifosfatin  ticari bir formulasyonu bitkilere uygulanip herbisite direncliligi
gozlemlenmistir. Direncli bitkilerden PCR analizleri yapilip fosfinotrisin asetiltransferaz

ifadesi belirlenmistir.

Uludag vd. (1997), Herbisitlere dayaniklilik konusunda bugday bitkisinde yaptiklar1 bir
calismada bugdayda problem olan Avena sterlis yabanct otunun ACCase
inhibitorlerinden clodinafop-propargyl ve fenoxaprop-p-ethyl herbisitlerinin dozlarina
karst dayaniklilig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismanin 6nemi ise, ililkemizde herbisitlere

dayaniklilik konusunda yapilmis olan ilk arastirmadir.

Hu vd. (2003), Agrobacterium sususundan izole edilen CP4-EPSPS geni Agrobacterium
tumefaciens yontemi bugday bitkisinde aktarilmigtir. Glifosfata dayanikli transgenik
bitkilerin elde edilmesi i¢in yapilan arastirmada bitkiler molekiiler calismalar ile
degerlendirilmis ve ¢alismadan %46 olumlu sonug¢ almmistir. Bu sonuglar ELISA testi
ile dogrulanmis ve ayrica Roundup Ready® herbisiti kullanilarak transgenik bitkilerde
direnglilik tespit edilmistir.

Zhao vd. (2006), Agrobacterium metodu ile yapilan tranformasyon ¢alismasinda Aroa-
M1 glifosata direncli geni pamukta Zhongmian 35 c¢esidine aktarilmistir. Molekiiler
analizler vasitasiyla aktarilan genin, dogrudan glifosat i¢eren ortamdan secilen transgenik

pamuk bitkilerinde bulundugu teyit edilmistir.

Tan vd. (2006), Ororobactrum anthropi' den izole ettikleri GOX geninin bitkilerde
glifosfati detoksifiye etmek igin kullanilmistir. Yine Streptomyces hygroscopicus ve S.
viridochromogenes' ten izole edilen bar ve pat genlerini fosfinotrisin fosfonitrisin N-
asetiltransferaz1 kodlamak i¢in, bitkilere aktarilmis ve bdylece glifosinatin detoksifiye

edildigini tespit edilmistir.

Yi vd. (2007), Herbisite direngli tatli patates bitkisi gelistirmek amaciyla yaptiklari
calismada bar genini Agrobacterium tumefaciens yontemi ile bitkiye transfer etmislerdir.
Bu amagla gen aktarim vektorii olarak seleksiyon marker olarak nptll seleksiyon marker
genini barindiran pCAMHE-EPSPS vektorii kullanilmigtir. Raportdr gen olarak (-

glukuronidaz geni (gusA) ve se¢im i¢in fosfinotrisin (PPT) kullanilmistir. Transgenik

14



bitkilerden histokimyasal GUS ve PCR analizleri yapilarak transgenik bitkilerin genomik
DNA’sinda bar geninin varligi tespit edilmistir. Transgenik patateslere Herbisit olarak
aminyum glifosanat etken maddesi igeren ticari BASTA herbisiti uygulanarak bitkilerin
dayanikliligi dogrulanmistir. Transgenik olmayan bitkilerde ise uygulamadan 1-2 hafta

sonra yapraklarda sararmalar ve biiylimede yavaslama gozlemlenmistir.

Kishchenko vd. (2011)’nin, Sekerpancar1 (Beta vulgaris L.) bitkisinde imidazolinon
herbisitlerine karsi dayanikli bitki gelistirmek igin yaptiklart ¢alismada, Arabidopsis
thaliana’dan izole edilen ALS geni Agrobacterium tumefaciens yontemi ile
sekerpancarina aktarilmis ve plazmid olarak pCB004 vektorii kullanilmistir. Transgenik
sekerpancarindaki ALS geninin ifade diizeyindeki artis RT-PCR analizleri ile
dogrulanmis ve genetik doniisiim oranlar1 %5-8 olarak belirlenmistir. Sera kosullarinda
transgenik sekerpancar1 bitkilerine imidazolinon tipi (Pursuit BASF) herbisiti

uygulanarak transgenik bitkilerdeki dayaniklilik teyit edilmistir.

Ren vd. (2015), Glifosfata dayanikli misir bitkisini gelistirmek ig¢in bakteri kokenli
EPSPS enzimini kodlayan AM79 aroA genini modifiye ederek bitkide ifade olabilecek
mAM?79 isimli yeni bir sentetik gen olusturulmustur. mAM79 sentetik genini
pM3301UbiSpAM79 isimli bitki ifade vektoriine klonlamigtir. mAM79 geni
Agrobacterium araciligla olgunlasmamis misir embriyolarina aktarilmigtir. Segici besin
ortaminda toplamda 74 bitki elde edilmis ve transgenik bitkilerde yapilan PCR analizleri
sonucunda tamaminin mAM?79 genini barindirdig1 belirlenmistir. Glifosat uygulamasi
sonucunda transgenik olmayan tiim musir bitkileri liirken, transgenik misir hatlart AM85

ve AM72 glifosatin yaygin kullanim dozunun 4 katina dayaniklilik gosterebilmistir.

Zhang vd. (2017), EPSPS sentezini kodlayan yeni G2-aroA genini Agrobacterium
bakterisi (LBA4404 1rk1) aracilifiyla pamuk K132 ¢esidine aktarmiglardir. Yapilan PCR
ve Southern emdirim yontemleriyle G2-aroA geninin trangenik bitkilerin
kromozomlarina entegre oldugu ayrica, Western emdirim analizleri sonucunda bu genin
protein seviyesinde anlatim yaptigi ispatlanmistir. Glifosat uygulamasi sonrasinda
transgenik pamuk bitkilerinin glifosata yiiksek seviyede direng gosterdigi belirlenmistir.
Hatta 45 mmol L-1 konsantrasyonun glifosat uygulamasinda dahi transgeniklerin yavasta

olsa biiyliyebildigi gézlemlenmistir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Transformasyon c¢alismasinda bitki materyali olarak Lady Olympia ve Desiree adli iki
patates ¢esidi kullanilmigtir. Her iki ¢esit de yumru bakimindan biiyiik olup patates ekilen
bolgelerde iistiin kalite ve verime sahiptirler. Calismada yaprak ve bogum aralar1 eksplant

olarak kullanilmistir.

3.1.2 Bakteri materyali

Bu ¢aligmada gen aktarim vektorii olarak, CP4 enopiruvilsikimat-3-fosfat sentaz geninin
mutant versiyonunu igeren pCAMHE-EPSPS bitki ifade vektorii kullanilmistir (Sekil
3.1). Bu vektdr daha dnce TUBITAK tarafindan desteklenen “Herbisite Toleransli Patates
Hatlarinin Gelistirilmesi ” isimli ¢calisma kapsaminda gelistirilmistir. pPCAMHE-EPSPS
bitki ifade vektori GUS-INT genini de icermektedir. pPCAMHE-EPSPS bitki ifade
vektoriindeki T-DNA bolgesi 35S promotor ve nos terminatdr tarafindan yonetilmektedir.

Gen aktarimi i¢in Agrobacterium tumefaciens’in LBA4404 suju kullanilmistir.

LB Nics Palyd EPLPS Cahh3ss Callv3ss wdd  NosPolya RE

Sekil 3.1. pPCAMHE-EPSPS vektoriiniin T-DNA bolgesinin sematik gosterimi

3.2 Metot

3.2.1 Besin ortamm ve doku Kiiltiirii kosullari

Doku kiiltiirii sartlarinda yapilan ¢alismada biiylime ortami olarak % 3 sakkaroz ve ve %
0,8 agar iceren MS besin ortam1 (MS0) kullanilmistir (Cizelge 3.1.) (Murashige ve Skoog

1962). Besin ortamlar distile su ile hazirlanmis ve degisen duruma gore besin ortamlarina
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farkli konsantrasyonlar da bitki biliylime diizenleyicileri (2 mg/l BAP, 0.2 mg/l NAA, 2
mg/l Trans zeatin ve 0,1 mg/l GA3+ 1.5 mM PMG ) ilave edilmistir. Besin ortamlarinin
pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’¢ ayarlandiktan sonra otoklavda
tutularak steril edilmistir. Tiim doku kiiltiirti islemleri steril kabin i¢inde yliriitiilmstiir.
Kullanilacak olan kaplar, metal arag-gere¢ ve ekipmanlarin hepsi otoklavda steril

edilmistir.

Cizelge 3.1. MS ortaminda bulunmasi gereken besin maddeleri ve miktarlar
(Murashige ve Skoog 1962)

Besin Maddeleri Miktar1 (mg/1)

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

Mikro besin elementleri | Kl 0,83
H3BO3 6,20
MnS0O4.4H20 22,30
ZnS04.7 H0 8,60
Na2Mo004.2 H,0 0,25
CuS04.5 H,0 0,025
CoCl2.6 H.O 0,025
FeS04.7 H,0O 27,80
Na2EDTA.2 H.0 37,30

Vitaminler Inositol 100,00
Nicotinik Asit 0,50
Pyridoksin-HCI 0,50
Thiamin-HCI 0,10
Glisin 2,00

3.2.2 Agrobacterium Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan bakteri materyali olan -80°C’de bekletilen A. tumefaciens
LBA4404 hatlar1 gliserol stoklardan alinmis 10 ml’lik steril tiiplerde, sivi LB (Lysogeny
broth) besin ortami i¢ine koyulup 28°C’de, 200 rpm’de calkalanarak bir gece boyunca
bliylitiilmiistiir. Biiyliyen bakteri kiiltiirlerinden 6rnekler alinmis ve koloni elde etmek igin
petri kaplari icerisine koyulup LB besin ortamina eklenmistir. Ardindan 28°C sicaklikta

24-48 saat siireyle saat inkiibe edilmistir. Besi ortami iizerinde ¢ok sayida koloni
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gozlemlenmis ve bunlarin birkag¢ tanesi koloni PCR ydntemiyle taranmistir. Rastgele
secilen kolonilerden kiigiik bir par¢a alinip, CP4-EPSPS geninin i¢ bolgesini ¢cogaltmak
icin IF ileri ve IF geri primerlerini kullanarak koloni PCR yapilmistir. Bu amagla, kalip
DNA olarak bir miktar koloni, 0,5 uM IF ileri primer, 0,5 uM IF geri primer, 100 uM
dNTP, 1x PCR tamponu (50 mM KCIl, 1.5mM MgCI2 ve 10mM Tris-HCI) ve 1 U Taq
DNA polimeraz igeren toplam 20 pl hacimli karisim hazirlanmigtir. Karisim 94 °C’de 4
dk 6n 1sitmaya maruz birakildiktan sonra, 35 dongii olacak sekilde 94 °C’de 40 sn, 55
°C’de 40 sn ve 72 °C’de 1 dk inkiibe edilmistir. Cogaltilan PCR iiriinii %1 agaroz jelde
kosturulmus ve UV-15181 altinda goriintiilenmistir. Daha sonra pozitif olarak belirlenen
koloniler segilerek 50 pg/ml Kanamisin ve 50 pg/ml Rifampisin igeren sivi LB besi
ortamina inokiile edilmis ve 28 °C’de, 200 rpm devirde shakerda calkalanarak bir gece
boyunca biyiitiilmiistiir. Biylitilen bu bakteriler gen aktariminda kullanilmistir.

Hazirlanan soliisyonda kullanilan antibiyotikler -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. Agrobacterium tumefaciens’in LBA4404 irkindan CP4-EPSPS genini igeren
bakterilerin LB ortaminda gogaltilmasi. LB besin ortamindaki ¢izilmis bakteri (a), steril
edilmis pipet ucuyla bakteriden koloni alinmasi (b), LB i¢ine konulan koloni bakteriye
rifampisin ve kanamisin antibiyotiklerinin ilave edilmesi ve bir gece i¢in ¢cogaltilmaya
hazirlanmig bakteri (c), bir gece sonra ¢ogaltilarak hazir olan bakteri (d)
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3.2.3 Agrobacterium tumefaciens aracihigi ile patates bitkisine gen aktarimm

Patates transformasyon islemi gerceklestirilmeden Once, patates cesitleri genetik
transformasyon i¢in Glifosat N-(fosfonometil) glisin ile konsantrasyonu optimize
edilmistir. Bitki ¢esitlerinin yaprak ve bogumarasi eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda
(0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat iceren MS besi
ortaminda 2 hafta siireyle standart biiyiitme kosullarinda kiiltiire alinmistir. Deneme 3
tekerriirlii olarak yuriitiilmiustiir. Glifosat konsantrasyonu 1 mM iizerinde olan MS besi
ortaminda ekplantlarda kararma ve nekrosiz gozlenirken; glifosat konsantrasyonu 1,5
mM olan MS besi ortaminda 2 hafta biiylime sonrasinda ekplantlarda kismi 6liimlerin
meydana geldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.2.). Daha sonra yapilan uygulamalar sonrasi
patates c¢esitlerinin transformasyonu i¢in en uygun glifosat konsantrasyonunun 1,5 mM

oldugu bulunmustur.

Agrobacterium tumefaciens araciligi ile patatese gen aktarim asagidaki asamalar seklinde

olmustur.

1. pCAMHE-EPSPS plazmid vektorlerini iceren A. tumefaciens LBA4404 hatt1, 50
mg/l rifampisin ve 50 mg/l kanamisin i¢greren 10 ml LB sivi besin ortami
igerisinde bir gece boyunca biiylitiilmiistiir.

2. Biiyiitiilen LB besi ortami, ko-kiiltivasyon i¢in kat1 MS bitki besin ortam1 (% 3
sakkaroz ve ve % 0,8’lik agar ile katilastirilan MS mineral tuz) ve patates
seleksiyon i¢in segici rejenerasyon ortami olan RSM2 ortami [2 mg/l BAP, 0.2
mg/l NAA, 2 mg/l trans zeatin ve 0,1 mg/l GA3, 1.5 mM PMG,500 mg/l sulcid]
kullanilmistir.

3. Bitkilerden uygun biiyiikliikteki yapraklar ve bogumarasi steril kabin igerisinde
kesilmis ve iizerine 2 ml CP4-EPSPS genini igeren A. tumefaciens LBA4404
hattina ait sivi bakteri siispansiyon eklenerek 45 dk siireyle ara ara hafif
calkalanarak inokiilasyon yapilip bekletilmistir.

4. Bekletilip inokiile edilen eksplantlar daha sonra kati ko-kiiltivasyon ortamina
aktarilarak 3 giin boyunca 25 °C + 2 °C arasinda sicaklik, 16 saatlik 151k kapasiteli
ve 8 saat karanlik bir fotoperiyot ve 47 umol/m2/s 151k yogunluguna sahip olan

bliylitme kabininde ko-kiiltivasyon ortaminda tutulmustur.
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10.

Ucg giin sonra eksplantlarin steril kabin icerisinde steril saf su ve 1000 mg/L sulcid
antibiyotigi kullanilarak 15 dk yikama islemi yapilmig ve steril kagit {izerinde
kurumasi saglanmistir. Bu yikama islemi ise ko-kiiltivasyonda tutulan ve
eksplantlarda bulunan bakterilerin ortamdan uzaklastirmak i¢in yapilmistir.

15 bogumarast + 15 yaprak olacak seklinde eksplantlar RSM2 seleksiyon
ortamma 3 tekeriirlii olacak sekilde aktarilmistir. Ve biiyiitme kabininde
tutulmustur.

Yaklagik 3 ay sonra yapraklardan ve bogumaralarindan olusan kallus ve
stirglinlerin sayimi yapilmis ve rapor edilmistir.

Gelisen transgenik aday stirgiinleri daha sonra 2 mg/l BAP, 0.2 mg/l NAA, 2 mg/I
trans zeatin ve 0,1 mg/l GA3 ve 1000 mg/l sulcid iceren MS besin ortaminda
magenta kutularina aktarilarak 25 °C + 2 °C arasinda sicaklik, 16 saatlik 151k
kapasiteli ve 8 saat karanlik bir fotoperiyot ve 47 umol/m2/s 11k yogunluguna
sahip olan biiyiitme kabininde kdklendirilmistir.

Koklendirilmis siirgilinler (10-15 cm) dis ortama alistirmak amaciyla 3:1 oraninda
torf ve perlit iceren saksilara sasirtilarak sera ortama aktarilmistir.

Sera ortamda gelistirilmis bitkilerden yaprak oOrnekleri alinarak PCR analizi,

protein testi gibi deneyler yapilarak trasgenik bitkiler tespit edilmistir.
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Sekil 3.3. Agrobacterium tumefaciens yontemi ile CP4-EPSPS geni gen aktariminin
goriiniimii. LBA4404 irkinin pPCAMHE-EPSPS plazmdidinden CP4-EPSPS geninin
aktarilmasi (a), steril ortamda bitki eksplantlarin elde edilmesi (b), bitki eksplantlarinin
LB ortama aktarilmasi (¢), 45 dk bekletildikten sonra eksplantlarin 3 giin boyunca ko-
kiiltiivasyon ortamina alinmasi (d)

3.2.4 Regenere olan bitkilerin koklendirilmesi

Yaprak ve bogumarasi lizerinden gelisip biiyliyen siirglinler farkli konsantrasyonlara
sahip BAP (2 mg/l), NAA (0.2 mg/l), GA3 (0.1 mg/l), Trans-zeatin (2 mg/l) ve 1.5 mM

iceren MS ortamlarinda biiyiitiiliip kok ve siirglin olusumlar1 gézlemlenmistir.
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3.2.5 Histokimyasal GUS analizi

Transformasyon c¢alismasinda pCAMHE-EPSPS plazmidinin T-DNA boélgesi GUS
icermektedir. Aday transgenik bitkilerden yaprak disikleri alimp GUS seleksiyonu
kullanilarak analiz yapilmistir. Ve boylece aday transgenik bitkilerin kontrol tespiti
nispeten kolay olmaktadir. GUS analizi Jefferson (1987) in tarif ettigi sekilde
yapilmistir. Analiz i¢in bitki dokular1 X-GLUC (100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10mM
EDTA, %0.1 Triton X-100 ve 1 mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide) igeren
soliisyonda yaprak diskleri soliisyon ig¢ine batirilip daldirilarak tiiplere yerlestirilip,
37°C’de 12 saat inkiibe edilmis ve meydana gelen mavi renk degisimi gozlemlenmis olup
¢oOzeltinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in tiiplere %70 lik ethanol eklenmistir. Daha sonra

mikroskopta gbzlenen eksplantlarin goériintiisii alinmistir.

Cizelge 3.2. GUS seleksiyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar Miktar
X-Gluc (5-Brom-4-klor-3-indolyl glucoronide) 1 Mm
NaHPO4 (pH 7.0) 100 mM
Triton X-100 % 0.1
EDTA 10 mM
Methanol % 50
Kloramfenikol 100 g/mi

3.2.6 Koklenen bitkilerin topraga aktarilmasi ve toprakta adaptasyonlar:

Transformasyon sonucu koklenen bitkiler yaklasik 10-15 cm boya geldiginde koklerin
zedelenmemesi icin biiyiime ortamlarindan dikkatlice ¢ikarilmistir. Cesme suyu ile iyice
yikanip temizlendikten sonra 1:1:1 oraninda torf ve perlitle hazirlanan karigima
aktarilmistir. Topraga aktarilan bitkiler zamanla sik sik kontrol edilmis ve sera sartlarina

adaptasyonlar1 saglanmustir.

3.2.7 Aday transgenik patates bitkilerinin molekiiler analizleri

Rejenerasyon seleksiyon ortaminda biiyliyen aday transgenik bitkiler sulcid ve BAP,
NAA, Trans-zeatin ve GA3 besin ortamlarinda koklendirildikten sonra saksilara
aktarilmistir. Aday transgenik bitkilerin kontrol edilebilmesi i¢in molekiiler analizler

yapilarak sonuglar belirlenmistir.
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3.2.7.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

DNA izolasyonu

Aday transgenik bitkilerin belirlenmesi i¢in genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
Serada bulunan 6rnek bitkilerden geng yapraklar alinmis ve s1vi azot ile pargalanarak 1.5
ml’lik tiiplere konulmustur. DNA izolasyonu i¢in protokole gore hazirlanan tampon
¢ozeltiden her 6rnek igin tiiplere 500 pl eklenmistir. Ornekler 65 °C’de 1 saat inkbe
edildikten sonra tiiplerin her birine 500 pl kloroform eklenmistir. Tipler iyice
kanistirildiktan sonra 15 dk 14000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Daha sonra iist faz ¢ekilip
supernant kisim yeni hazirlanan 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmig ve iizerine 600 pl izopropnal
eklenmistir. Tekrar 15 dk 14000 rpm’de satrifiij yapilarak tiiplerdeki s1vi kisim dokiilerek
600 pl %70’lik etanol eklenmistir.10 dk 14000 rpm’de satrifiij yapilip tiiplerdeki etanol
dokiildiikten sonra streil kabinde tiiplerdeki pelet kisim kurutulmustur. Kuruyan tiipelere
60 pl Tris-EDTA buffer ve 2 ul RNAse eklenmistir. 65°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra
10 dk 14000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Ust kistm 1.5 ml’ lik yeni tiiplere aktarilarak
DNA miktarlar1 spektrofometre (BioSpec-SHIMADZU) yontemi ile olgiilmiis ve

ornekler -20°C’de saklanmustir.

Primer Dizileri

Transgenik patetes bitkilerini belirlemek amactyla PCR analizi yapilmigtir. CP4-EPSPS
genlerinin ¢ogaltiminda kendine 6zgii ve tez ¢alimasinda kullanilan primerler Cizelge 3.3.

de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. PCR ve gRT-PCR calismalarinda patates bitkisinin Desiree ve Lady
Olympia hatlarina ait aday transgenik bitkilerin teyit edilmesi i¢in CP4-EPSPS, GUS ve
ChvA geninin primer baz dizileri, baglanma sicakliklar1 ve iiritin boyutu

Baglanma Uriin
Primer adi Primer dizisi slanm boyutu
sicakhigi
(bp)
IF ileri 5- TCTCGCTAGCGGTGAAACTC -3’
550C 430
IF Geri 5- TTGAGCGGAAGCCATAGGT -3’
GUS-F 5°- CCCTTACGCTGAAGAGATGC-3’
540C 362
GUS-R 5’- GAGCGTCGCAGAACATTACA-3’
ChvA-F | 5- CGAAACGCTGTTCGGCCTGTGG-3’ e -
50
ChvA-R | 5- GTTCAGCAGGCCGGCATCCTGG-3’
ERgRS-F 5- CTTCCGCTCAGGTGAAGTCC-3’
(qRT-PCR)
EPSPS-R 33°C 120
GRTPCR | - GTTAGCACCGAAACCCTGGA-3

Patates bitkisinden izole edilen DNA 0&rnekleri CP4-EPSPS genlerinin  varligi
kanitlanmasi i¢in PCR analizleri ile test edilip belirlenmistir. Kullanilacak olan primerler
hazirlanmis ve reaksiyon karisimi igin gen spesifik primerler kullanilmistir. Reaksiyon
karisimi, 1X PCR Buffer (50 mM KCI, 1.5mM MgCl; ve 10mM Tris-HCI)- (7.5 pl mix
Mm Buffer pl), 0.5 pl ileri primer (50 pmol/ul), 0.5 ul geri primer (50 pmol/ul), 1 ul
genomik DNA (50 ng/ul) ve 10.5 ul ddH20 ile 1 U Taq DNA polimeraz kullanilarak 20
pl toplam hacimde olacak sekilde hazirlanmis ve 0.2 ml’lik santrifiij tiiplerine

aktarilmistir.

Tespit edilen PCR sonuglari, jel elektroforez yontemi ile teyit edilmistir. Bunun i¢in %1
agaroz jel ve 0.5X TBE (Tris- borat EDTA) tamponu kullanilmistir. Hazir edilen %1°lik
agaroz (3 gr agaroz; 300 ml 0.5XTBE buffer) 0.5X TBE ¢ozeltisi igerisine konularak
yaklasik 3 dk mikrodalga firminda eritilmis ve ardindan 50-60°C ye kadar sogutularak
DNA’nin UV’de goriintiilenebilmesi i¢in 20 pl etiidyum bromit eklenmistir. Sonrasinda
tankin her iki tarafida bantlanmis ve ikili tarak kullanilip tampon ¢ozelti dokiilmiistiir.
Yaklasik 20 dk bekledikten sonra sertlesen jelden tarak ve bantlar ¢ikarilip 8 pl 6rnekler
eklenmis ve 100 V/em gerilimde 45 dk kosturulmustur. Daha sonra kosturulan jel UV

lambasi lizerine konulup kontrol edilerek fotograflanmis ve sonug belirlenmistir.
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3.2.7.2 Gerg¢ek zamanh kantitatif PCR (qRT -PCR)

RNA Izolasyonu

Yaprak disklerinden alinan 6rnekler -80 °C’de bekletilmis ve sivi azot ile parcalanip 2
ml’lik tliplere konulmustur. Her tiipteki 6rnege 1000 pl trizol eklenmis vorteks yapilip
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Arkasindan 10 dk 14000
rpm’de santrifiij yapilmistir. Daha sonra {ist kisim alinip yeni hazirlanan 1.5 ml’lik tiiplere
aktarilmistir. Tlpteki 6rneklere 400 pl kloroform eklenip karistirildiktan sonra 5-7 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. 15 dk 14000 rpm’de santifiij yapildiktan sonra st kisim
alinarak tekrar yeni hazirlanan 1.5 ml’ lik tiiplere aktarilmistir. Yeni hazirlanan tiipteki
orneklere 500 pl izoprophonal eklenmistir.10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 10
dk 11000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Sonra tiiplerdeki sivi kisim dokiiliip pelet kismin
kurumast igin 10 dk streil kabinde bekletilmistir. Ornekler kurutulduktan sonra tiiplere
100 ul DEPC suyu eklenmistir. lyice karisildiktan sonra RNA miktarlar1 spektrofometre
(BioSpec-SHIMADZU) yontemi ile 6lgiilmiis ve drnekler -20°C’de saklanmustir.

cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezi, Fermentas cDNA synthesis kiti kullanilarak yapilmistir. Izole
edilen RNA’nin ¢oktliriilmesi i¢in %75°lik alkol ile iki kez yikanmis ve RNA
orneklerinden DNA’nin uzaklastirilmasit igin DNaz 1 kullanilmistir. Toplam
miRNA’lardan ¢cDNA sentezi i¢in reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Yapilmis olan
calismada miRNA ve hedef genin ifade diizeylerinin belirlenmesi amaciyla gerekli olan
protokol uygulamis olup miRNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirilmis ve ardindan qRT
—PCR analizi yapilmistir. Toplam miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in reaksiyon karisimi
hazirlanmistir. Karigim i¢in ilk olarak 1 pg toplam RNA (DNaz uygulanmis), 1 pl oligo
dT primer (1000 uM) ve 12 pl’ye tamamlayacak hacimde DEPC suyu uygulanmistir.
Daha sonra bu karisim, 70 °C’de 5 dk inkiibe edilmis ve 1-2 dk buz iizerine alinarak
sogutulmustur. Sogutulan karigim {izerine 4uL 5x reaksiyon buffer, 1ul ribonukleaz
inhibitor (20U/ul) ve 2pl. ANTP karisimi (10mM) eklenmistir. Ve arkasindan 37 °C’de 5
dk inkiibe edilmistir. Karigtma Ipul H minus M-MuLV ters transkriptaz (200U/uL)
eklenmis ve karisim 42 °C’de 60 dk inkubasyon yapilarak boylece cDNA sentez islemi
gerceklesmistir.
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Cizelge 3.4. Tek zincirli cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon igerigi

Icerik Kullanilan miktar
RNA (85 ng/ul) 1wl
Oligo dT Primer (0.5 ug/ml) 1l
5X Reaksiyon Buffer 4 ul
RiboLock RNaesinhibitorii(20U/ul) 1wl
dNTPs (10mM) 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul) 1l
Toplam hacim 20 ul

Reaksiyonun son asamasinda ise karigim 70°C’de 10 dk bekletilmis ve cDNA 6rnekleri
gercek zamanli kantitatif PCR analizi i¢in 1:10 seviyesinde seyreltilmistir. Aday
transgenik bitkilerde CP4-EPSPS geninin ifade diizeyini belirlemek gergek-zamanli
kantitatif PCR (QRT-PCR) analizi yapilmigtir. Aday transgenik bitkiler icin qRT-PCR
calismasi 2 teknik tekrarlamali olarak yiiriitiilmiis ve analizden sonra sadece tek bir PCR

iriinii olusup olusmadigini kontrol etmek i¢in erime egrisi analizi yapilmistir.

Cizelge 3.5. qRTt-PCR karisim igerigi

gRT-PCR icerigi Miktar (un
Total mix (2X) 5
F primer (2uMm) 0.4
R primer (2um) 0.4
Ultra saf su 1.7
cDNA (1:100) 2.5

Cizelge 3.6. gRTt-PCR sicaklik dongiisii

Islev Sicaklik(°C) Siire
DNA denatiirasyonu 95 15 dk
DNA denatiirasyonu 95 10 sn
Primer baglama 60 15 sn
Yeni DNA zincir sentezi 72 20 sn

Sicaklik dongiisii 95°C’de 15 dk inkiibasyon, ardindan 40 dongii olacak sekilde, 95 °C’de
10 sn, 55 °C’de 15 sn, 72 °C’de 20 sn inkiibasyon yapilmistir. Erime Egrisi analizi i¢in
PCR ornekleri 70 °C’den 99 °C’ye kadar 1 °C/dk olacak sekilde inkiibe edilmistir.
Boylece PCR iiriinlerinin erime sicakliklari tespit edilmistir. qRT-PCR analizi ¢alismalar1

Rotor-Gene Q cihazi (Qiagen) kullanilarak yapilmistir. Cihazin kendi otomatik yazilimi
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sayesinde her bir 6rnegin Ct degeri ile birlikte bunlara ait standart sapma ve standart hata
degerleri belirlenmistir. Her bir aday transgenik bitkideki CP4-EPSPS geninin kontrol
bitkideki (transgenik olmayan) CP4-EPSPS genine gére oransal ifade diizeyi 24¢

hesaplama yontemine gore belirlenmistir.

3.2.7.3 Yatay akish 6l¢iim cubugu analizi

Aday transgenik patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde protein seviyesi oraninin
belirlenmesi i¢in yaprak disklerinden 6rnekler alinmis QuickStix™ Kit for Roundup
Ready Plant Tissue (Envirologix AS010 LS) kiti kullanilarak protein analizi yapilmustir.
Protein analizi i¢in alian yaprak diskleri kitte bulunan tiipler i¢cine konularak iizerine
kitte tarif edildigi gibi 200 pl ekstraksiyon tamponu ilave edilmistir. Protein testi i¢in kitte

tarif edilen uygulamalar yapilarak dl¢iimler belirlenmistir.

3.2.8 Glifosat uygulamasi

Serada biyiitiilen aday transgenik bitkilerden CP4-EPSPS geninin glifosata
dayanikliligin1 belirlemek i¢in bitkileri her birine glifosat herbisiti uygulanmistir. Glifosat
uygulamasi i¢in glifosat etken maddesi igeren (441 g/1) ticari Roundup STAR (Monsanto)
yabanci ot ilac1 oan herbisit kullanilmistir. Kullanilan herbisitin konsantrasyonu firmanin

etikette belirttigi gibi uygulanmstir.
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 Agrobacterium Hiicrelerinin Koloni PCR ile Taranmasi

Calismada bakteri materyali olan -80°C’ de bekletilen A. tumefaciens LBA4404 hatlar
gliserol stoklardan alinmis ve cogaltilarak LB besin ortamina eklenmistir. Besin
ortaminda koloni olusumu gézlemlenmis ve olusan kolonilerden koloni PCR yapilmustir.
Koloni PCR yontemiyle taranan bakteri kiiltiirlerinden sonug olarak 6 adet pozitif koloni
tespit edilmistir. Jelde goriintiilenen kolonilerden birka¢ tanesi se¢ilip transformasyon

islemi i¢cin LB besin ortaminda ¢ogaltilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 4.1. Agrobacterium hiicrelerinin koloni PCR ile taranmasi. 1: negatif kontrol, 2:
pozitif kontrol, 3-9: test edilen klonlar, kuyu 10: marker (1 kb plus DNA ladder,
Fermentas)

4.2 Patates Hatlarimin Agrobacterium Yontemi ile Genetik Transformasyonu

Patates cesitleri genetik transformasyonu caligmasi i¢in optimum glifosat dozu
belirlenmesi i¢in Lady Olympia ve Desiree ¢esitleri kullanilmistir. Bu ¢esitlerin yaprak
ve bogum arasi eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM,
2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat iceren MS besi ortaminda 2 hafta siireyle standart
biiyiitme kosullarinda kiiltiire alinmistir. Glifosat konsantrasyonu 1 mM {iizerinde olan
MS besi ortaminda ekplantlarda kararma ve nekrosiz gozlenirken; glifosat
konsantrasyonu 1,5 mM olan MS besi ortaminda 2 hafta biliyiime sonrasinda ekplantlarda

kismi oliimlerin meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Daha sonra yapilan
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uygulamalar sonrasi patates c¢esitlerinin transformasyonu i¢in en uygun glifosat

konsantrasyonunun 1,5 mM oldugu bulunmustur.

120

100 -

60

20 -

0 T T T T .
0 mmM 0.5 mM 1.0 mM 1.5 mM 2.0mmM 2.5 mM

PMG konsantrasyonlan
—&—"Yaprak Eksplantlar —fll—Bogum Arasi Eksplantlar

Sekil 4.2. Lady Olympia ve Desiree ¢esitlerinde yaprak ve bogumarasi eksplantlari
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda Glifosat N-(fosfonometil) glisin ile optimize
edilmesi

Transformasyon c¢alismasinda kullanilan Desiree ve Lady Olympia gesitlerinden yaprak
diskleri ve bitki bogum aralar1 alinarak transformasyon islemi yapilmistir.
Transformasyon ¢alismasinin ardindan bitkiler biiylitme kabinlerinde bekletilmis boylece
aktarillan genin bitki hiicrelerinin kromozomlara baglanmasiyla kallus olusturdugu
gozlemlenmistir. Kallus olusturan eksplantlardan 20-30 giin sonra siirgiin olusumu tespit
edilip biiyliyen transgenik adayi siirgiinlerin sayimmi yapilmistir. Kallus olusturmayan
bitki hiicrelerinde ise 1 hafta sonra kararma goézlemlenmis ve karamanin devami
gerekcesiyle kallus olusturamadigi tespit edilmistir. Kallus olusturup siirgiinlenen
transgenik adayi bitkiler BAP (2 mg/l), NAA (0.2 mg/l), GA3 (0.1 mg/l), Trans-zeatin (2
mg/l) ve 1.5 mM igeren MS ortamlarinda biiyiitiiliip koklendirilmistir. Kdklenen
slirglinler topraga aktarilarak sera ortaminda biiytitiilmiistiir. Saksiya aktarilan transgenik
aday1 bitkiler sik sik takip edilerek sulama ihtiyaci karsilanarak iyi bir sekilde biliytidiigii
gozlemlenmistir. Calisma sonunda aday transgenik bitkilerde kallus ve siirgiin olusumu

ile ilgili veriler Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.”de toplanmustir.
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Cizelge 4.1. Desiree ve Lady Olympia gesitlerinin kullanilan yaprak eksplantlarinin
kallus ve siirgtin verileri

RSM BAP 2 mg/l + NAA 0,2 mg/l+ Trans zeatin 2 mg/I Koklenme

Ortami + GA3 0,1 mg/l+ PMG 1.5 mM oranlari
Eksplant Kallus Ortalama
Sayisi Olusumu Siirgiin/Eksplant Sayisi
Y (%) urgu 1Y Y

Lady 400 75 2.00 % 100
Olympia
Desiree 400 70 2.33 % 100

Cizelge 4.2. Desiree ve Lady Olympia ¢esitlerinin kullanilan bogumarasi
eksplantlarinin kallus ve siirgiin verileri

RSM BAP 2 mg/l + NAA 0,2 mg/l+ Trans zeatin 2 mg/l + | Koklenme

Ortami GA3 0,1 mg/l+ PMG 1.5 mM oranlari
Eksplant Olfa”l;rsl Ortalama
Sayis1 s Siirgiin/Eksplant Sayisi
(%)

Lady 600 76 1.4 % 100
Olympia
Desiree 600 75 1.5 % 100

Cizelge 4.1. ve 4.2. de gosteridigi gibi her ceside ait kesilen eksplant, kallus ve siirgiin
sayilar1 sayillmig ve 10-15 cm biiyliyen siirgiinler koklendirme ortamina aktarilmigtir.
Ortamda 1yi biiyliyiip yesil aksan olusturan bitkilerden her birinden 25’ er adet secilerek

serada topraga aktarilip biiylime ve gelismeleri takip edilmistir.

Cizelge 4.3. PCR analizine gore transformasyon etkinligi

Bitki Cesitleri Topraga Elde edilen PCR analizine Pozitif /
aktarilan PCR pozitif gore eksplant
bitki sayis1 transgenik transformasyon | transformasyon
bitki sayisi etkinligi % etkinligi %
Lady Olympia 25 7 28 0.7
Desiree 25 3 12 0.3

Yapilmis olan tez calismasinda PCR analizine gore transformasyon verimliligi Lady

olympia patates ¢esidinde %28 iken; Desiree ¢esidinde ise % 12 olarak belirlenmistir.
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Pozitif olarak belirlenen eksplanta gore ise tansformasyon etkinligi Lady Olympia patates

¢esidinde % 0.7 iken; Desiree ¢esidinde ise % 0.3 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.3. Patates cesitlerinde bazi genetik transfomasn asamalari. Her iki ekplantin
Agrobacterium ile inokulasyonu (a), se¢ici jenerasyon ortaminda her iki eksplanttan
kallus olusumlar1 (b) (¢) (d) (e), aday transgenik siirgiin olusturan kallus (f)
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Sekil 4.4. Desiree ve Lady Olympia patates ¢esitlerinin genetik transformasyon
asamalarinin devami. Siirgiin olusturan eksplantlar1 seleksiyon ortamina aktarilmasi (a),
stirglinlerin biiylimesi (b), sera ortaminda dikilmeye hazir koklenmis bitki (c), sera
ortamina dikilen bitki (d)

4.3 Aday Transgeniklerin Molekiiler Analizleri

Serada yetistirilen transgenik aday bitkilere aktarilan CP4-EPSPS geninin varhigini tespit

etmek amaciyla ¢esitli molekiiler analizler yapilmistir.
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4.3.1 Gen aktarimin dogrulanmasi (PCR analizi)

Aday transgenik bitkilerden ©ngoriilen protokol uygulanarak DNA izolasyonu
yapilmistir. Izolasyon sonucunda DNA elde edilmis ve ardindan seyreltilerek PCR analizi
icin kullanmilmistir. Aday transgenik bitkilerde yapilan PCR analizi sonucunda CP4-
EPSPS, GUS genlerinin bitkilerde varlig1 tespit edilmistir. Transgenik bitkilerde var olan
genler ¢ogaltilmis ve PCR analizi sonucunda negatif kontrolde herhangi bir ¢ogalma

olmadig1 gbzlemlenmistir.

PK NK L501 L506 L508 L511 L512

Sekil 4.5. Lady olimpia ve Desiree aday transgeniklerde GUS PCR analizi (M):1 kb
DNA marker, (L): Lady Olympia hattinin aday transgenik bitkileri, (D): Desiree hattinin
aday transgenik bitkileri, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol (M): 1 kb plus
DNA markori, Fermentas

Sekil 4.6. Lady Olympia ve Desiree aday transgeniklerde CP4-EPSPS PCR analizi
(M):1 kb DNA marker, (L): Lady Olympia hattinin aday transgenik bitkileri, (D):
Desiree hattinin aday transgenik bitkileri, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol
(M): 1 kb plus DNA markor, Fermentas
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Agrobacterium’un konak bitkiyi enfekte edebilmesi ChvA genleri ile birlikte Vir
genlerinin aktive edilmesine baglidir. ChvA, bakterinin konak hiicreye tutunmasindan
sorumlu olan bir gendir (Nester 2015). Bu nedenle, transgenik bitkilerde Agrobacterium
kontaminasyonu olup olmadigi ChvA ve Vir genlerine 6zgii primerler kullanilarak PCR
analizi ile dogrulanmistir. Sekil 4.6.°da belirlenen jel ile transgenik bitkilerde

Agrobacterium kontaminesi goriilmemistir.

M NK P L501 L506 L508 L511 L512 L515 L517 D504 D516 D519

890 bp

Sekil 4.7. Lady Olympia ve Desiree transgenikler bitkilerde ChvA geni i¢in PCR
sonuglari. (M):1 kb plus DNA markérii, (NK): Negatif kontrol, (P): Pozitif kontrol,
Agrobacterium LBA4404 kolonisi, (L): Lady Olympia, (D): Desiree bitkisi

4.3.2 Histokimyasal GUS analizi

pCAMHE-EPSPS plazmidinin T-DNA bolgesinde GUS geninin bulunmasi nedeniyle,
transgenik bitkilerin erken dénemde belirlenmesi daha kolay olmaktadir. Boylece, bu
calismada transgeniklerin taranmasi i¢in histokimyasal GUS analizi uygulanmistir. Bu
amagla, yaprak diskleri ve siirgiinleri X-Gluc ¢ozeltisine konulmus ve 37 °C’de gece boyu
karanlik ortamda inkiibe edilerek bekletilmistir. Sonrasinda, aday transgenik bitkilerde
direncli yaprak 6rneklerin mavi boyamasi ile GUS ekspresiyon gézlenmistir. Mavi renge
boyanmasi ise aday transgenik bitkilerin hiicre dokusunda dokusunda GUS gen iiriinii -
glukuronidaz enziminin sentezlenerek 4-Brom-3-Klor-5-glukuronid substrat: ile
reaksiyona girmesi sonucunda mavi renkli protein c¢okeltisi olusturmasindan
kaynaklanmaktadir. GUS geninin aktarildiginin gostergesi ise transgenik bitki
dokularinin mavi renge boyanmasidir. (Basu vd., 2004). Ardindan dokular berrak
oluncaya kadar %70 etanol ile yikanarak, c¢ozeltideki boyama ortami ortamdan

uzaklastirilmstir.
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Sekil 4.8. Yaprak ve bogumaralarindan olusan kesilmis eksplantlarin histokimyasal
GUS analizi
Mavi renkli olan bitki kesitleri aday transgenik bitkiyi ifade ederken; mavi renkli
olmayanlar kesintler ise transgenik aday1 olmayan bitkileri gostermektedir.
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4.3.3 Kantitatif gercek zamanh PCR (qRT-PCR)

Daha 6nce yapilmis olan GUS ve PCR molekiil analizlerine gore pozitif olarak belirlenen
bitkilerden qRT-PCR analizi yapilmistir. Gergek zamanl kantitatif PCR (qRT-PCR),
genlerin hiicrelerde ifade edilip edilmedigini belirlemek i¢in giiniimiizde hassas ve
standart bir molekiiler teknik olarak kullanilmaktadir (Magbool vd 2010; Rao vd 2011;
Anayol vd., 2016). gRT-PCR analizi CP4-EPSPS geninin ifade diizeyini belirlemek igin
yapilmustir. Desiree ve Lady Olympia patates ¢esitlerinde oransal gen ifadesi Sekil 4.10.
da gosterilmistir. Bu sonuglara gore CP4-EPSPS geninin transgenik patates hatlarinda
islevsel var oldugu tespit edilmistir. Ve sonug olarak, transgenik bitkilerin kontrol ile
karsilastirildiginda CP4-EPSPS geninin ifadesinin Desiree ¢esidinde transgenik bitkilerin
kontrol ile karsilastirildiginda D-504 ve D-516 hatlarinda ¢arpici diizeyde yiiksek bir artis
goriiliirken D-519 hattinda fazla artis goriilmemistir. Ayni sekilde LO-511 ve LO-517

transgenik hatt1 diger transgenik hatlara gore fazla artis gostermistir.

vvvvv
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Sekil 4.9. gqRT-PCR analizi ile CP4-EPSPS geninin transgenik bitkilerde kontrol
bitkilere oranla kat degisimleri
Verilerin normalizasyonun i¢in efla geni kullanilmistir. D: Desiree, LO: Lady Olympia.
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4.3.4 Yatay akish 6l¢iim ¢ubugu analizi (LFD analizi)

Aday transgenik patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde protein seviyesi oraninin
belirlenmesi i¢in yaprak disklerinden ornekler alinmis QuickStix™ Kit for Roundup
Ready Plant Tissue (Envirologix AS010 LS) kiti kullanilarak protein analizi yapilmustir.
Yatay akisli 6l¢me ¢ubugu (LFD) analizi transgenik bitkilerin sera kosullarinda ¢abuk ve
hizl1 tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu analiz transgenik bitkilerin protein {iiretip
tiretmedigini tespit edebilmek i¢in yapilmistir. Protein analizi i¢in alinan yaprak diskleri
kitte bulunan tiipler i¢cine konularak {lizerine kitte tarif edildigi gibi 200 pul ekstraksiyon
tamponu ilave edilmistir. Protein testi i¢in kitte tarif edilen uygulamalar yapilarak
Ol¢iimler belirlenmistir. Yapilan analize gore transgenik bitkilerde pozitif test ¢izgisi
goriiliirken transgenik olmayan negatif olan konrol bitkilerde ise bu ¢izgi goriilmemistir.
Bu durum, hedeflenen proteinin diisiik seviyede sentezlenmesinden kaynaklanmig

olabilir.
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Sekil 4.10. CP4-EPSPS geni bulunduran transgenik bitkilerde yapilan yatay akisl
_ Olclim ¢ubugu analizi
(Isaretli kisimlar pozitif test ¢izgisini gostermektedir)
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Cizelge 4.4. Aday transgenik bitkilere ait PCR, GUS ve LFD analiz sonuglar1

Sira | Transgenik hattim | CP4-EPSPS | GUS analizi LFD analizi
No adi geni

1 LO-501 + + +

2 LO-502 - - Yapilmad:

3 LO-503 - - -

4 LO-504 - - Yapilmad:

5 LO-505 - - -

6 LO-506 + + +

7 LO-507 - - -

8 LO-508 + + +

9 LO-509 - - -

10 LO-510 - - -

11 LO-511 + + +

12 LO-512 + + +

13 LO-513 - - Yapilmadi
14 LO-514 - - -

15 LO-515 + + +

16 LO-516 - - -

17 LO-517 ils + +

18 LO-518 - - Yapilmadi
19 LO-519 - - -

20 LO-520 - - -

21 LO-521 - - -

22 LO-522 - - Yapilmad:
23 LO-523 - - -

24 LO-524 - - -

25 LO-525 - - -

26 D-501 - - -

27 D-502 - - Yapilmad:
28 D-503 - - -

29 D-504 + + +

30 D-505 - - -

31 D-506 - - -

32 D-507 - - -

33 D-508 - - Yapilmad:
34 D-509 - - -

35 D-510 - - -

36 D-511 - - -

37 D-512 - - Yapilmad:
38 D-513 - - -

39 D-514 - - -

40 D-515 - - -

41 D-516 + + +

42 D-517 - - -

43 D-518 - - -

44 D-519 + + +

45 D-520 - - -

46 D-521 - - Yapilmadi
47 D-522 - - -

48 D-523 - - -

49 D-524 - - Yapilmadi
50 D-525 - - -
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Analiz olarak chvA genine de bakilmistir. Pozitif olarak belirlenen transgenik bitkilerin

Agrobacterium tarafindan kontamine olmadigi tespit edilmistir.

4.3.5 Glifosat uygulamasi

Serada biyiitilen aday transgenik bitkilerden CP4-EPSPS geninin glifosata
dayanikliligin1 belirlemek i¢in bitkileri her birine glifosat herbisiti uygulanmistir. Glifosat
uygulamasi i¢in glifosat etken maddesi iceren (441 g/1) ticari Roundup STAR (Monsanto)
yabanci ot ilaci olan herbisit kullanilmistir. Kullanilan herbisitin konsantrasyonu firmanin
etikette belirttigi gibi uygulanmistir. Herbisit uygulandiktan 5 giin sonra sonra transgenik
bitkilerde kloroz ve yaprak zayiflanmalar1 goriilmiis olsa bile glifosata karsi dayanikli
oldugu, negatif konrol ile transgenik olmayan bitkilerin 6ldiigii goriilmis, transgenik

bitkilerde ise yapraklarin yesil kaldig1 gozlemlenmistir.

Sekil 4.11. Seraya aktarilan bitkilerin herbisit uygulamasindan 6nceki goriiniimii
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Sekil 4.12. Seraya ortaminda biiyiiylip gelisen bitkilerde glifosat uygulamasi, herbisitin
hazirlanip bitkiye uygulanmasi (a), glifosat uygulamasindan 5 giin sonra bitkideki tipik
belirtiler (b)

PREIITT 111 | cieemasese
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A=K1Y

Sekil 4.13. Desiree ¢esidinde glifosat uygulamasiyla serada bitkilerden goriiniim
(herbisit uygulamasi ile 5 giin sonra kontrol ve transgenik bitkilerin tipik belirtileri)
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Sekil 4.14. Lady Olympia ¢esidinde glifosat uygulamasiyla bitkilerden goriiniim (a)
kontrol bitkisi, (b) uygulamadan sonra LO-515 bitkisinin transgenik durumu, (c) LO-
503 bitkisinin belirtisi

4.3.6 Transgenik T1 patates hatlarinin molekiiler analizleri

Yapilan molekiiler analizlerle olumlu sonug edilen pozitif TO patetes ¢esitleri serada iyi
bir sekilde biiyiitiilmiis ve ¢ikis giicii yiiksek oldugu tespit edilmistir. Daha sonra
transgenik TO patetes ¢esitlerinde yumru hasadi yapilmistir. PCR analizi igin serada hasat
edilen yumrulardan DNA izolasyonu yapilmustir. izolasyonu yapilan yumrular daha sonra
PCR analizi i¢in tabi tutulmustur. Hasat edilen yumrulardan CP4-EPSPS geninin genoma

yerlesip yerlesmedigi PCR analizi ile belirlenmistir.

M NK PK L501 L506 L508 L511 L512 L515 L517 D504 D516 D519

Sekil 4.15. Lady Olympia ve Desiree transgenik yumrulardan yapilan CP4-EPSPS PCR
analizi (M):1 kb DNA marker, (L): Lady Olympia hattinin aday transgenik bitkileri,
(D): Desiree hattinin aday transgenik bitkileri, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif
kontrol (M): 1 kb plus DNA markdr, Fermentas
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BOLUM V

TARTISMA

Genetik miihendisligi alaninda yapilan ¢alismalar ile gen teknolojisindeki ilerlemelerle
genetigi degistirilmis bitkilerin iiretim alani, ticari olarak ilk yetistirilmeye baslandigi
1996 yilindan 2016 yilina kadar 110 kattan fazla artmis oldugu belirlenmistir. Genellikle
bitkilerde gen transfer ¢alismalar1 1982-1983 yillarinda baslamis ve boylece genlerin etki
ve mekanizmalar1 incelenmistir (Ar1, 2001). Genetigi degistirilmis bitkilerin yetistirildigi
alan 185,1 milyon hektara ulasmistir (ISAAA, 2016). En ¢ok transgenik iiretimi yapilan
bitkiler soya, pamuk, misir ve kanola olup bu bitkilere cogunlukla herbisitlere direnglik,
boceklere direnglilik ya da bu ikisine birden direnclilik 6zelligi kazandirilmaktadir.
Uretilen transgenik bitkiler igerisinde en yaygin karakter herbisite direnglilik olup, 2016
yilinda toplam transgenik bitki iiretim alaninin 161,9 milyon hektar’lik kisminda herbisite
direncli bitkiler (tek veya bocek direnci ile birlikte) yetistirilmistir. Hem glifosat hem de
glufosinat etken maddelerine karsi tolerans gosteren herbisite direngli bitkiler
gelistirilmis olsa da, glifosata direngli bitkilerin kullanimi daha ¢ok yayginlagmistir
(Bakhsh vd., 2015; Green, 2012). Yabanci otlarin segici herbisitlere karsi direnglerinin
artmasi, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde tarimsal isletme alanlarinin genislemesi, buna
karsin tarim iscilerinin sayisinin azalmasina bagl olarak glifosata direngli bitkilerin
iretilmesi, yabanci ot miicadelesinin daha kolay, daha basarili ve daha ucuza

yapilabilmesini saglamistir.

Glifosata direngli transgenik patates hakkinda az sayida bilimsel literatiir bulunmaktadir.
BAR/PAT geninin patates genomuna aktarildigr cesitli arastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir (Figueira Filho vd., 1994; Padgette vd., 1995; Soto vd., 2007). Gen
aktarimi vasitasiyla gelistirilen ve boceklere, Y virlisiine ve glifosata dayanikli olan New
Leaf Plus Russet Burbank potato ¢esidi, Monsanto (RBMT22-186) tarafindan piyasaya
stirlilmiis ve daha sonra da piyasadan c¢ekilmistir (ISAAA, 2017).

Bu tez ¢calismasinin amaci ise genetik transformasyon ¢alismasi kullanilarak CP4-EPSPS
genine sahip, glifosat tipi herbisitlere dayanikli patates hatalarinin gelistirilmesidir. Tez

kapsaminda yaprak ve bogum arasi eksplantlar kullanilarak, Lady Olympia ve Desiree
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patates cesitlerine Agrobacterium tumefaciens yontemi ile gen aktarimi yapilmistir.

Boylece glifosat herbisitine direngli yeni transgenik patates hatlari gelistirilmistir.

Patates ¢esitlerine gen aktarim calismalarindan 6nce, MS ortaminda optimum glifosat
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in analizler yapilmistir. Patates ¢esitlerinin yaprak ve
bogum arasi eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM,
2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat igeren MS besi ortaminda 2 hafta siireyle standart
bliylitme kosullarinda kiiltiire alinmistir. Glifosat konsantrasyonu 1 mM iizerinde olan
MS besi ortaminda ekplantlarda kararma ve nekrosiz gozlenirken; glifosat
konsantrasyonu 1,5 mM olan MS besi ortaminda 2 hafta biiylime sonrasinda ekplantlarda
kismi Sliimlerin meydana geldigi goézlemlenmistir. Daha sonra yapilan uygulamalar
sonrasi patates cesitlerinin transformasyonu i¢in en uygun glifosat konsantrasyonunun
1,5 mM oldugu bulunmustur. Lady Olympia ve Desiree ¢esitlerine pCAMHE-EPSPS
(higromisin igermeyen) vektoriinii barindiran Agrobacterium araciligiyla gen aktarim

caligsmalar1 basarili sonuglar vermistir.

Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2. de de belirtildigi gibi patates ¢esitlerinden kesilen hem yaprak
hem de bogumarasi eksplantlari, eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan iyi sonuglar
ortaya koymuslardir. Lady Olympia ve Desiree cesitlerinden toplam 25° er adet bitki
seraya aktarilmis ve PCR sonuglarina dayanarak transformasyon etkinligi Cizelge 4.3. de
belirtilmistir. Transformasyon etkinligi, rejenere seleksiyon ortaminda hayatta kalan
toplam bitki sayis1 veya rejenere olan transformant bitkilerin GUS analiz sonuglarina
veya seraya aktarilan toplam bitkilerin i¢cinden PCR pozitif olanlarin sayisina gore
hesaplanabilmektedir. Onceki bilimsel raporlara dayanarak, farkli bitkilerdeki genetik
transformasyon etkinligi farkli yontemlerle hesaplanabilmektedir (Bakhsh vd., 2012;
Wang vd., 2011).

Transformasyon etkinliginin diger kayiplar olarak serada transgenik bitkiler iyi biiyiirken
herhangi bir olumsuz degisim gozlemlenmemistir. Fakat, kanamisin kullaniminin
transgenik patates bitkilerinin rejenerasyonu ig¢in iyi bir se¢im sistemi olusturduguna
karar verilmis olsa da Bakhsh vd. (2014), ¢alismada gen kagis oldugu fark edilmistir.
Yine benzer sekilde Fraley vd. (1983) yaptiklari bir ¢alismada kanamisinden kaynaklanan
bir gen kagis1 oldugunu tespit etmislerdir. Zhang vd. (2017) yaptiklar: bir ¢calismada ise

eksplantlarin embriyojenik olmayan kallus, embriyojenik kallus ve somatik embriyolarin
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kanamisine kars1 duyarliliklar: farkli olarak gézlemlemislerdir. T-DNA'nin istikrarsizligi,

genetik alaninda yapilan yeni diizenlemeler de kagislarin muhtemel nedenleri olabilir.

pCAMHE-EPSPS vektoriindeki uidA geninin intron i¢cermesi, aday transgenik bitkilerin
erken donemde belirlenmesi daha kolay olmaktadir. Boylece, bu c¢alismada
transgeniklerin taranmasi i¢in histokimyasal GUS analizi uygulanmistir. (Sekil 4.8.).
Islevsel olan uidA geni, GUS substrat1 olan X-Gluc ile muamele edildiginde mavi renk

olusturmaktadir (Basu vd., 2004).

Agrobacterium’un konak bitkiyi enfekte edebilmesi ChvA genleri ile birlikte Vir
genlerinin aktive edilmesine baglidir. ChvA, bakterinin konak hiicreye tutunmasindan
sorumlu olan bir gendir Douglas vd. (1985). PCR analizine gore, kontaminasyon
durumunda ChvA genine 6zgii primerler ile analiz sonucunda 860 b¢ uzunlugunda
amplikon gbzlenmesi gerekmektedir. (Nain vd., 2005). Bu nedenle, transgenik bitkilerde
Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadigi ChvA ve Vir genlerine 6zgii primerler
kullanilarak PCR analizi ile dogrulanmustir. (Sekil 4.7.). Sonu¢ olarak transgenik
bitkilerde Agrobacterium kontaminasyonu gostren hicbir sonuca ulagilmamis ve boylece

ESPSPS geninin transgenik bitkilerin genomuna yerlestigi belirlenmistir.

Gercek zamanl kantitatif PCR (qRT-PCR), genlerin hiicrelerde ifade edilip edilmedigini
belirlemek icin gliniimiizde hassas ve standart bir molekiiler teknik olarak
kullanilmaktadir. (Magbool vd., 2010; Rao vd., 2011). gRT-PCR analizi CP4-EPSPS
geninin ifade diizeyini belirlemek icin yapilmistir. GUS ve PCR analizleine gore pozitif
olan bitkiler gqRT-PCR analizine tabi tutulmus ve sonug olarak, transgenik bitkilerin
kontrol ile karsilastirildiginda CP4-EPSPS geninin ifadesinde ¢arpici diizeyde yiiksek bir
artis gozlemlenmistir. CP4-EPSPS genindeki bu artis diizeyi ¢esitli trangenik hatlarda
farklilik gostermistir (Sekil 4.9.). Bu sonuglara gore CP4-EPSPS geninin transgenik
patates hatlarinda islevsel var oldugu tespit edilmistir. Ancak aktarilan gen c¢esitli
transgenik bitkilerde farkli olarak ifade edilebilir. Boylece bitkiye aktarilan genin bitki
genomunda yerlestigi yere, aktarilan genin niikleotit dizisindeki herhangi bir degisiklige,
aktarilan genin kopya sayisia bagli olarak gen ifade diizeyleri degisiklik
gosterebilmektedir (Rao vd., 2011).
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Aday transgenik patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde protein seviyesi oraninin ve
transgenik bitkilerin protein iiretip liretmedigini tespit edebilmek i¢in yatay akisl 6lgme
cubugu (LFD) analizi yapilmistir. Bu analiz transgenik bitkilerin sera kosullarinda ¢abuk
ve hizli tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu analizin saptama hassasiyeti,
ELISA tabanli analizler kadar etkili degildir (Posthuma-Trumpie vd., 2009). Yapilan
analize gore transgenik bitkilerde pozitif test ¢izgisi goriiliirken transgenik olmayan
negatif olan konrol bitkilerde ise bu ¢izgi goriillmemistir. Bu durum, hedeflenen proteinin

diisiik seviyede sentezlenmesinden kaynaklanmis olabilir. (Sekil 4.10.)

Serada biyiitiilen aday transgenik bitkilerden CP4-EPSPS geninin glifosata
dayanikliligin1 belirlemek i¢in bitkileri her birine glifosat herbisiti uygulanmigstir. Glifosat
uygulamasi i¢in glifosat etken maddesi iceren (441 g/) ticari Roundup STAR (Monsanto)
yabanci ot ilaci olan herbisit kullanilmistir. Kullanilan herbisitin konsantrasyonu firmanin
etikette belirttigi gibi uygulanmistir. Herbisit uygulandiktan 5 giin sonra sonra transgenik
bitkilerde kloroz ve yaprak zayiflanmalar1 goriilmiis olsa bile glifosata karst dayanikli
oldugu, negatif konrol ile transgenik olmayan bitkilerin 6ldiigli goriilmiis, transgenik

bitkilerde ise yapraklarin yesil kaldig1 gézlemlenmistir. (Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.)

Yapilan molekiiler analizlerle olumlu sonug edilen pozitif TO patetes gesitleri serada iyi
bir sekilde biiyiitilmiis ve ¢ikis giici yiiksek oldugu tespit edilmistir. Daha sonra
transgenik TO patetes cesitlerinde yumru hasadi yapilmistir. Hasat edilen yumrulardan
CP4-EPSPS geninin genoma yerlesip yerlesmedigi PCR analizi ile belirlenmisitir. PCR
analizi igin serada hasat edilen yumrulardan DNA izolasyonu yapilmistir. izolasyonu

yapilan yumrular daha sonra PCR analizi i¢in tabi tutulmustur.
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BOLUM VI

SONUC

Diinyanin yaklasik hemen her yerinde yetistirilen patates iilkemiz tarim ve ekonomi
acisindan da 6nemli yere sahiptir. Patates tariminda yliksek verimler elde edebilmek i¢in
hastalik, zararli ve yabanci otlarla miicadele biiyiik 6nem tagimaktadir. Bunlardan en
Onemlisi yabanci otlar patates bitkisinde biiyiik 6l¢iide zarar verip birim alandan alinan
verimi azaltmaktadir. Bu nedenle yabanci ot miicadelesinde kimyasal bir yontem olarak
kullanilan herbisitler kolay uygulanip, miicadelesi zor olan yabanci otlara daha kolay etki

gostermektir.

Bu tez calismasinin amaci ise tarimsal girdileri azaltmak ve daha iyi yabanci ot
miicadelesi yapilmasi i¢in genetik transformasyon ¢alismasi kullanilarak CP4-EPSPS
genine sahip, glifosat tipi herbisitlere dayanikli patates hatalarinin gelistirilmesidir. Tez
kapsaminda yaprak ve bogum arasi eksplantlar kullanilarak, Lady Olympia ve Desiree
patates ¢esitlerine Agrobacterium tumefaciens yontemi ile gen aktarimi yapilmistir.

Boylece glifosat herbisitine direncli yeni transgenik patates hatlar1 gelistirilmistir.

Gen aktarimimin basariyla yapilip yapilmadigi GUS histokimyasal analizi, PCR
deneyleri, kantitatif ger¢ek zamanli PCR ve akigh 6l¢lim ¢ubugu analizi ile CP4-EPSPS
geninin transgenik patates hatlarinda islevsel var oldugu tespit edilmistir. Glifosat
uygulamasi da CP4-EPSPS geninin herbisit uygulamasina karst etkinligini ortaya
koymustur. Tez caligmasinda herbisitlere dayanikli olarak gelisirilen transgenik patates
cesitleri tarimsal 1slah programlarinda baska yeni ¢aligsmalar olarak yiiriitiiliip miikemmel
bir gen kaynagi olarak kullanilabilirler. Herbisite dayanikli kiiltlir bitkilerinin tariminin
yapilmasiyla, total herbisitler kullanilarak tek bir seferde, hizli ve kolay bir bicimde
yabanci ot miicadelesi yapilabilmektedir. Boylece, tarimsal uygulamalarda daha az
herbisit uygulamasi yapilmakta ve traktor kullanimi azaltilarak yakit tliketimi
diisiiriilmektedir. Boylece bu teknoloji kullanilarak yabanci ot miicadelesi ile verim
arttirilarak kaliteli liretim saglanabilmektedir. Sonug itibariyle verimin artmasi ve

ekonomik gelirin artmasiyla tarim iireticilerine avantajlar saglayacaktir.
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Ek-A Aday transgenik hatlarin DNA delesyon konsantrasyonlari ve PCR sonuglari

Sira DNA delesyon
No Hattin adi Konsan trasyony(ul /ng) PCR sonucu
1 LO-501 100 +
2 LO-502 Yapilmadi -
3 LO-503 300 -
4 LO-504 Yapilmadi -
5 LO-505 300 -
6 LO-506 200 +
7 LO-507 200 -
8 LO-508 20 +
9 LO-509 100 -
10 LO-510 30 -
11 LO-511 600 +
12 LO-512 1000 +
13 LO-513 600 -
14 LO-514 1200 -
15 LO-515 200 +
16 LO-516 75 -
17 LO-517 80 +
18 LO-518 15 -
19 LO-519 Y apilmadi -
20 LO-520 800 -
21 LO-521 Y apilmadi -
22 LO-522 10 -
23 LO-523 50 -
24 LO-524 300 -
25 LO-525 30 -
26 D-501 10 -
27 D-502 10 -
28 D-503 200 -
29 D-504 400 +
30 D-505 800 -
31 D-506 800 -
32 D-507 800 -
33 D-508 1000 -
34 D-509 1000 -
35 D-510 600 -
36 D-511 300 -
37 D-512 10 -
38 D-513 500 -
39 D-514 10 -
40 D-515 30 -
41 D-516 1000 +
42 D-517 10 -
43 D-518 1000 -
44 D-519 800 +
45 D-520 800 -
46 D-521 10 -
47 D-522 20 -
48 D-523 500 -
49 D-524 10 -
50 D-525 800 -
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Ek-B Lady Olympia aday transgeniklerde CP4-EPSPS PCR analizi (M):1 kb plus DNA
marker, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol, kuyu 1: L501, kuyu 4: L508, kuyu
5: L508, kuyu 6: L511, kuyu 7: L512, kuyu 11: L515, kuyu 13: L517 (a), Desiree aday
transgeniklerde CP4-EPSPS PCR analizi (M):1 kb plus DNA marker, (PK): Pozitif
kontrol, (NK): Negatif kontrol, kuyu 8: D504, kuyu 11: D516, kuyu 13: D516 (b)

a

430 bp
—

430 bp
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Ek-C Lady Olympia aday transgeniklerde GUS PCR analizi (M):1 kb plus DNA marker,
(PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol, kuyu 5: L501, kuyu 9: L506, kuyu 10: L508
kuyu 11: L511, kuyu 12: L512 (a), Desiree aday transgeniklerde GUS PCR analizi (M):1
kb plus DNA marker, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol, kuyu 1: D504, kuyu
2: D516, kuyu 4: D519 (b)
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