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PATATES BOCEGI (Leptinotarsa decemlineata Say.)’ ne DAYANIK LI
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PCAMBIA1301 ve pGA482GG plazmidlerini iceren Agrobacterium tumefaciens'in
EHA101 izolatlari, iki patates ¢esidinin genetik transformasyonunda kullamlmistir. Hpt ve
Cry 1A(c) genlerini tasiyan pCAMBIAL1301 plazmidi higromisin B antibiyotigine ve bazi
boceklere karsi dayaniklilik saglamaktadir. Nptll ve Gus genlerini tasiyan pGA482GG
plazmidi sirasiyla kanamisin antibiyotigine dayaniklik ve transformatlara gorinebilirlik
saglamaktadir. Genetik transformasyon calismast “Marfona’ ve “Granola’ patates (Solanum
tuberasum L.) gesitlerinin yaprak ve internodium doku parcalarinda yapilmistir. Npt |1 ve
GUS genlerini iceren transgenik patates bitkileri 50 mg/I kanamisin, Cry 1A(c) genini igeren
transgenik strgtinler ise 10 mg/l higromisin B iceren L ortaminda sirasiyla sel ekte edilmistir.
b-glukuronidaz aktivitesi histokimyasal GUS analizi ile Npt Il geni igeren bitkilerde
saptanmustir. GUS pozitif sonu¢ veren bitkilerden 10 tanesinde GUS geni icin PCR
yapildiginda, 9 6rnek gene spesifik 660 bp DNA bandi olustururken, Npt Il geninin test
edildigi 10 bitkinin PCR analizinde ise 7 tanesi pozitif sonu¢ vermistir. Higromisin B
antibiyotigine dayanikli olarak segilen toplam 55 adet patates bitkisinden 35 adedinin kesin
olarak Hpt genini icerdigi PCR andlizi ile cogaltilan spesifik 700 bp DNA fragmenti ile
saptanmustir. “Marfona” patates gesidine ait 5 adet transgenik yumrularda Hpt genin varligi
da PCR andlizi ile gbsterilmistir. Hpt geni iceren transgenik “Marfona” ve “ Granola’ patates
cesitleri Patates Bdocegi ile biyolgjik olarak testlenmistir. Yapilan Biyolojik testlemede
transgenik “Marfona” ve“Granola” bitkileri Gizerinde beslenen patates bocegi larvalarinda %
80-85 orarinda 6ltim meydana geldigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolgjik Test, Cry 1A(c), Genetik Transformasyon, Patates Bécegi,
PCR
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GENETIC TRANSFORMATION OF POTATO (Solanum tuberasum L.) TO
PRODUCE RESISTANT PLANTS FOR POTATO BEETLE (Leptinotarsa
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Two different EHA 101 isolates of Agrobacterium tumefaciens harbouring
pCAMBIA1301 and PGA482GG plasmids were used for the genetic transformation
of two potato varieties. The plasmid, pPCAMBIA 1301 carrying Hpt gene provides
resistance to antibiotic of hygromycin B, and Cry 1A(c) gene provides resistance to
some insects. The plasmid, pGA482GG carrying Npt Il provides resistance to
antibiotic of kanamycin and GUS provides visible transformants. Genetic
transformation was conducted on leaf and tissue fragments of Marfona and Granola
Potato (Solanum tuberasum L.) varieties. The transgenic patato plants contaning Npt
Il and GUS genes in 50 mg/l kanamycin and transgenic outgrowth contaning Cry
1A(c) genein 10 mg/l hygromycin B, were selected in L medium. b-glucuronidase
activity in plants contaning Npt |1 and GUS genes were determined by the analysis of
histochemical GUS assay. The PCR process conducted on ten plant with GUS
positive resulted in nine plant samples generating specific 660 bp DNA band. The
PCR process for Npt Il gene resulted in seven positives out of eleven samples.
Thirty-five plants out of fifty-five plants resistant to hygromycin B antibiotic, were
determined by specific 700 bp DNA fragment reproduced with PCR analysis to have
Hpt gene. In the five transgenic microtubers of Marfona variety was also determined
to have Hpt gene. Transgenic Marfona and Granola potato varieties having Hpt gene
were biologically tested with potato beetles. Testing showed that % 80-85 of larvas
of potato beetles lived on transgenic Marfona and Granola varieties died.

Key words: Biological Test, Cry IA(c), Genetic Transformation, Potato Beetle, PCR




TESEKKUR

Doktora tez calismamda plazmid gen kaynagim saglayan ve doktora
calismamin tamamlanmasinda her torli destekte bulunan ve tez calismam
yonlendiren damigman hocam Sayin Dog. Dr. Mukaddes KAYIM’a igtenlikle
tesekkirlerimi sunarim.

Tez izleme sirasindaki degerli katkilarindan dolay: Prof. Dr. Saadettin
BALOGLU ve Prof. Dr. Burhan ARIKAN ’atesekkir ederim.

Calismalarim sirasinda tezimin biyolojik analiz asamasinda bilgilerinden ve
her tirli laboratuvar ekipmanlarindan faydalandigim Bolumimiz Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Serdar SATAR’a, molekiiler analiz ¢alismalarimda laboratuarin imkanini
sunan Tarla Bitkileri Bolumii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hakan OZKAN'’ a tesekkr
ederim. Tez calismasi denemelerimde Ozellikle biyolojik analiz igin gerekli olan
boceklerden Patates Bocegi (L. decemlineata) nin tarla kosullarinda toplanmasinda
her tUrlt destegi aldigim ve beni manevi olarak da yureklendiren degerli agabeyim
ve aym1 zamanda Tarimsal Yapilar ve Sulama Bolumii Ogretim Uyesi olan Dog.Dr.
Mustafa UNL U’ ye tesekkiir ederim.

Tez calismam esnasinda benden yardimlarini esirgemeyen Tarimsal Y apilar
ve Sulama Boluimi deneme alanlarinda gorevli personellere tesekkir ederim.

Doktora galismalarim boyunca sabir ve Gzveriyle beni her agidan destekleyen
ve yanimda olan sevgili esim Omer YUCEER' e ve aileme sonsuz tesekkir eder, en
icten sukranlarim: sunarim.

Bunlara ek olarak projenin yiritilmesinde maddi destek saglayan C.U.
Arastirma Fonuna tesekkir ederim.
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1. GIRIS Semiha UNLU YUCEER

1.GIRIS

Ulkemiz tarimi ve ekonomisi agisindan 6nemli bir konuma sahip olan patates,
anavatam Giiney Amerika olan bir kultir bitkisidir. Ulkemizde genis alanlarda tarim
yapilan bu kiltdr bitkisinin ihracatimizda da 6nemli bir pay1 vardir. Yumrulari,
% 20-30 civarinda nisasta, % 2 civarinda protein, B1, B, ve C vitaminleri ile bazi
mineral maddeler icermektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle gerek endustri ham maddesi
ve gerekse de insan beslenmesindeki kullanimi agisindan tahillardan sonra gelen
onemli bir kltdr bitkisidir (Alisdair ve ark. 2001).

Patates ucuzlugu, birim alandan fazla verim saglanmasi, besin degerinin
yuksek olmasi, farkli sekillerde kullamimas: ve her cesit iklimde yetistiriciliginin
yapilmasindan dolayi, bugiin tlkemizin de hemen her bdlgesinde yetistirilmektedir.
Dogu Anadolu ve 6zellikle Ic Anadolu Bolgesi’ nde 6nemli bir gecim kaynagidhr.
Akdeniz Bolgesi’ nde ise turfanda yetistiricilik yapilmakta olup, bu nedenle yiksek
gelir getiren bir sebze 6zelligine sahiptir. Uretimi yapilan diger patatesler hem ig
piyasada tiuketilmekte hem de basta Ortadogu Ulkeleri olmak Uzere birgok yere ihrag
edilmektedir. Ulkemizde patatesin toplam ekim alam 1 426 843 dekar, toplam patates
Uretimi 4 397 711 ton, verim ise 3082.1 kg/da dir (FAO 2009). Adana ilinde ise
patates 38 630 dekar alanda ekimi yapilmakta ve ortalama verimde 3 795 kg/da
olarak gergeklesmektedir (TUIK 2008). Bu verilere dayanarak tlkemiz, diinya
Olceginde, Uretim alamnda sekizinci, Uretim miktarinda on birinci ve dekara
verimlilikte ise yedinci sirada yer almaktadir (Anonim 2002).

Genis alanlara ekimi yapilan, ihracatimizda onemli bir yere sahip olan
patateste bircok hastalik ve zararli Uretimde Onemli Urin kayiplarina neden
olmaktadir. Patateste, Patates Y virtsi, Yaprak Kivirciklik virtisi gibi viral; Patates
Mildiydsli (Phytophthora infestans), Patates Kanseri (Synchytrium endobioticum),
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., gibi fungal; Bakteriyel solgunluk (Pesudomonas
solanacearum), Yumusak Curuklik [Erwinia caratovora subsp. caratovora (Jones)]
gibi bakteriyel hastaliklar baslica ve 6nemli dlctide Grin kayiplarina neden olan
hastalik etmenleridir (Anonim 2009).
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Yukarida kisaca belirtilen hastalik etmenlerinin yam sira birgok zararli
ekolojik kosullara bagli olarak patateste Urtin kayiplarina neden olabilmektedir. Bu
zararhlar arasinda en oOnemlilerden birisi de Patates Bocegi (Leptinotarsa
decemlineata Say.)'dir (Anonim 2009). Bu bdcegin ergin ve larvalari bitkinin
yapraklarint genellikle distan ice dogru veya, yaprakta bir delik acarak, bu deligi
genisleterek yemek suretiyle, ileri asamalarda ise gigeklerle de beslenerek patates de
zarar olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar da bu zararlimin patateste % 70-80’lere
varan urin kayiplarina neden oldugu belirlenmistir (Oerke ve ark. 1994). Patates
boceginin beslenerek dogrudan yaptigi zararin yam swra patateste Kahverengi
CUrukltk, I Yumru Viroidi ve Patates Halkali Curukligli Hastaliklarr mn
yayllmasinda tasiyici olarak da zarar yapmaktadir. Bu zararliya karsi kimyasal
miicadele yontemleri icerisinde, Endosiilfan, Chlorpyriphos, Azinphos Methyl ve
Deltamethrin gibi etkili maddeleri igeren insektisitler yogun olarak kullamlmaktadir.
Y aygin olarak kullamlan bu kimyasallar sonucunda Patates Bocegi’ nde ilaglara karsi
dayaniklilik gelismesi gibi problemler ile karsilasiimaktadir. Ayrica kullanilan bu
insektisitler sadece Uretim maliyetini arttirmakla kalmayip, insan, cevre ve dogal
dusmanlar Uzerinde de oldukcga fazla olumsuz etkiler yapmaktadir (Anonim 2009).

Karsilasilan bu sorunlardan dolay: kimyasal miicadeleye alternatif, zararlilara
tolerant veya dayanikli bitkilerin gelistirilmesi 6nem kazanmustir. Y Uksek verimli
hastalik ve zararlilara dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde genel olarak klasik 1slah
yontemlerinden yararlamimaktadir. Klasik bitki 1slam  yontemlerinden olan
melezleme ve seleksiyon teknikleriyle sonuca ulasmak oldukca yavas olmakta;
Ozellikle cok vyillik bitkilerde 1slah calismalarimin  tamamlanmast  yillar
sirebilmektedir. Sonug olarak klasik bitki i1slah yontemleri ile basta dayaniklilik
olmak Uzere bitkilerin tarimsal Ozelliklerini iyilestirmede cesitli sorunlarla
karsilasiimaktadir. Bunlarin basinda, aktariimasi istenilen genle birlikte istenmeyen
genlerin de gecmesi, uyusmazlik nedeniyle tirler arasinda gen degisiminin sinirli
kalmasi, turler yada cinsler arast melezlemelerde ¢esitli bitkisel gen kaynaklarindan
geri melezleme yontemleriyle gen aktarilmasi esasina dayanan bu yontemler, uzun
zaman ve emege ihtiyag gostermektedir. Patates bitkisinin anfidiploid bir bitki olusu,
sterilite ve Patates Bocegine dayanikli patates gesitlerinin olmayist gibi nedenlerle
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s0z konusu zararliya karst melezleme gibi klasik 1slah yontemleri ile, bu zararliya
dayanikl1 cesitlerin gelistirilmesi mimkin olamamaktadir (Beaujean ve ark. 1998,
Meiyalaghan ve ark. 2005, Y amaguchi ve ark. 2004). Bu sorunlara ¢ozim bulmada
gunimizde somatik hibridizasyon, mutasyonlar olusturma ve genetik
transformasyon tekniklerinden yararlamimaktadir (De Block 1988, Imai ve ark.
1993, Benchekroun ve ark. 1995).

Son yillarda yapilan arastrmalarda tarimsal agidan Onemli  karakteri
belirleyen genlerin izole edilip klonlanmasi, bunlarin gesitli gen transferi yontemleri
ile bitkilere aktarilmasi ve yeni bitkilerin gelistiriimesinde cok 6nemli asamalar
kaydedilmistir (Tan ve ark. 1987, Imai ve ark. 1993, Benchekroun ve ark. 1995).

1980'li yillarda 6zellikle boceklere karsi insektisidal etkiye sahip Bacillus
thuringiensis'in Cry toksin genlerinin klonlanarak bitkilere aktarimi bu konudaki
calismalara hiz kazandirmistir (Vaeck ve ark. 1987, Barton ve ark. 1987).
B. thuringiensis Cry d-endotoksin protoksin halinde 130 kDa buyuklGgindedir. Bu
toksin bocek tarafindan alindiginda orta bagirsak bdlgesinde ¢ozilmekte ve
proteolitik aktive sonucunda 60 kDa biyukltgtindeki aktif formlarina dontsmektedir
(Grochulski 1995). Toksinin etki mekanizmasi; aktif haldeki toksinlerin bagirsak
epitel hucrelerinde bulunan reseptdr bolgelerine baglanmasim takiben hiicre zari
Uzerinde delikler olusturmas: sonucu, bu hiicrelerin parcalanmasina neden olmaktacdhr
(Gill ve ark. 1992, Knowles ve Dow 1993).

Cry d-endotoksinlerden Cry 1A(c) ve Cry 1A(b) 6zellikle Lepidoptera, Cry 2
hem Lepidoptera hem de Diptera, Cry 3 Coleoptera ve Cry 4 Diptera takimi bdcek
tdrlerine etki etmektedir (http://epunix.biols.susx.ac.uk/

Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html). Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata
Say.) Coleoptera takimina ait bdcek tirlerinden olup, ergin boceklerin yam sira 1. 2.
3. ve 4. larva donemleri de patates yapraklarinda ciddi zarar olusturmaktadir.
Lepidoptera takimi bocek trlerinde oldiricu etkisi olan Cry 1A(c) geninin patates
bdcegi larvalarinda da etkisi arastirilmak amaciyla bu galisma gergeklestirilmistir. Bu
nedenle, bolgemizde turfanda olarak genis alanlarda yetistiriliciligi yapilan patatesin
“Marfona’ ve “Granola” gesitlerine Cry 1A(c) geninin aktariimasi hedeflenmistir. Bu
amacla patatesin uygun doku parcalari belirlenmis ve gen transferinde A.


http://epunix.biols.susx.ac.uk/
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tumefaciens in higromisine dayanikliligim (Hpt) saglayan markor geni ile
Cry 1 A(c) genini tasiyan pCAMBIA1301 plazmidini iceren EHA101 izolat1 ve
kanamisine dayaniklilik geni (Npt I1) ile B-glukurodinaz (GUS) genlerini tasiyan
pGA482GG plazmidini iceren EHA 101 izolatini kullanarak patates bitkilerine farkl
genlerin aktarilmasi, transgenik bitki elde edilmesi, elde edilen bu bitkilerin dogal
kosullara adapte edilmesi ve transgenik bitkilerin molekiler analizleri ve biyolojik

olarak testlemeleri arastirilmistur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Patates Bitkisinde (Solanum tubesum L.) Doku Kiltiirii ile flgili Yapilan
Calhismalar

Quak (1972), in vitro sartlarinda, temel bitki besin ortaminda bulunan
vitaminler, hormonlar ve bunlarin farkli kombinasyonlarinin bitki ve strgiin gelisimi
Uzerine etkileri incelenmis, Naftalin asetik asit (NAA) hormonunun bitkinin kok
sistemi Uzerinde oldukca etkili oldugu, Giberellik asit (GA3)’in bitkide uzamay:
tesvik ettigi, potasyumun ise dormansi de olan meristem hicresinin biylime ve
gelisimini arttirdig1 belirlenmistir.

Pennazio ve Redolfi (1976), Patateste kok gelisimi tUzerine 151k yogunlugu,
GA;3 ve agarin etkisini arastirmuglardir. Y aptiklar: ¢alismada g1k yogunlugu ile bitki
kok sisteminin gelismesiyle olumlu bir iligski oldugunu belirlemisler ve en iyi kok
gelisiminin 4000 ltks 1s1k altinda gercgeklestigini rapor etmislerdir. GA3z Un kok
sistemi Uzerinde olumsuz bir etkide bulundugu ve agarin ortamda bulunup
bulunmamasinin ise bitki gelisimi Gzerinde etkili olmadigim saptamuslardr.

Novak ve ark. (1980), patatesin in vitro kosullarda ¢ogaltiimas: ve meristem
ucu gelisimi Uzerinde ¢esitli hormonlarin etkilerini arastirmiglardir. Calismalarinda
IAA hormonunun kok ve siirgiin gelisimi tizerine ¢cok az olumlu etki yaparken, indol
Asetik Asit (IAA) ve Kinetin birlikte bitki gelisimini olumlu etkiledigini
belirlemiglerdir. NAA'min degisik sitokininlerle kombinasyonlarinda ise bitki
gelisimini engelleyici etkisinin oldugunu gormuslerdir. Kinetin ve 6-benzil amino
purin (BAP)' nin 0,1uM konsantrasyonlar1 ve kombinasyonunun sirgin gelisimi
Uzerinde olumlu etkisi ve yiksek Kinetin konsantrasyonu igeren ortamlar tzerinde
kilture alinan bitkilerde bitki gelisimini engelleyici etkisinin oldugu saptanmustir.
Y apilan bu ¢alismada 5-10 uM [AA ve 5 pM Kinetin iceren ortamlarda “Cira’ ve
“Bianik” patates ¢esitlerinde en iyi meristem gelisiminin oldugunu belirlenmistir.

Barsby ve Shepard (1983), yumru olusturmayan bazi yabani Solanum
turlerinde (Solanum bredivedens, S fernandezanum, S etuberosum) mezofil

protoplastlarindan bitki rejenerasyonunu basarmislardir.  Arastirma sonucunda,
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protoplastlardan meydana gelen kalluslarin ortalama % 5’inde adventif slrgiin
rejenerasyonu meydana gelmis olup, en iyi rejenerasyon ortamimin 0,5 mg/l GAs+
0,5 mg/l NAA v e % 2 sakkaroz igeren Murashige ve Skoog 1962 (MS) besi ortami
oldugu bildirilmistir.

Eraslan ve ark. (1986), 1-2 yaprakli patates meristemlerini, 0,1 mg/l GAs,
1 mg/l BAP ve 30 g/l sakkaroz iceren MS besi ortami Uzerinde kultire alarak yeni
bitkicikler elde etmislerdir. Elde ettikleri bitkilerde, virls icin ELISA testi
uygulanmis ve virsten ari klonlar secilmistir. Patates bitkisinin “Granola’ ve
“Cosima’ gesitleri igin en iyi bitki gelisiminin 1 mg/l BAP igeren sivi MS besi
ortaminda oldugu bildirmiglerdir.

Kayim ve Kog (1992), Patates Y aprak Kivircikligi viriisi (PLRV) ve Patates
Svirtsti (PSV) ile infekteli oldugu saptanan “Bintje”, “Bright”, “Diamant”, “Escort”
ve “Resy” patates (S tuberosum L.) cesitlerinde, doku kultirt tekniklerinden olan
meristem kaltord teknigi kullanilarak, adi gegen virtslerden arindirilms Gretim
materyali elde etmeye calismislardir. Bu amagla, bitkinin biyume noktalari olan ug
ve koltuk alti meristem dokulart BAP, GAs ve indol buturik asit (IBA) hormon
kombinasyonu ve konsantrasyonlarini, MS makro, Heller (H) mikro elementlerini ve
farkli vitaminleri iceren ortam Uzerinde kultire alinarak, bitki rejenerasyonunu
gerceklestirmislerdir. Gelisen siirginlerden daha fazla birey elde etmek amaciyla in
vitro klonal cogaltma ve koklendirme calismalarinda IBA’'mn  farkl
konsantrasyonlarim iceren modifiye edilmis MS ortami kullanmuglardir. Meristem
kiltdra ile virGslerden arindirilma oranim saptamak amaciyla in vitro kosullarda
gelisen bitkilerden ELISA testi yapmuslardir. BAP'1n yiksek konsantrasyonu (2
mg/l) “Bintje”, “Diamant” ve “Resy” c¢esitlerinde sirgin uzunlugu ve bogum
olusumu agisindan, IBA’min dusik konsantrasyonlari (0,1;0,2 mg/l) tim patates
gesitlerinde etkili bulundugunu (aym arastiricilar) belirlemislerdir. /n vitro klonal
cogaltma ve koklendirme calismalarinda “Bintje” ve “Escort” patates cesitleri
hormonsuz MS ortaminda “Bright”, “Diamant” ve “Resy” ¢esitleri ise 1 mg/l IBA
iceren MS ortaminda daha iyi sonu¢ vermistir. Meristem kultirt ile elde edilen
Bintje patates ¢esidi klonlarindan PLRV tamamen arindirilirken, diger patates
cesitlerinde bu oramin distigini saptamiglardir. PVS, “Resy” ve “Diamant” patates
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¢esidi klonlarimin  bazilarindan arimirken, “Escort” ve “Bright’a ait klonlarin
higbirisinden virsiin arindirilmasinin mimkuin olmadigini belirlemislerdir.

John ve ark. (1992), yapmis olduklar1 ¢alismalarda; her patates genotipi igin
yaprak eksplantlarin da etkili bir rejenerasyon metodu gelistirmek igin arastirma
yapmuslardir. Calismalarinda, yumru Gzerinde gelisen ve 10 mm uzunluga ulasan
sirgunler kesilerek, in vitro sartlarda kiltire almiglar ve 4-5 hafta sonra olusan tek
yaprakli bogum aralari, 10 g/l sakkaroz iceren ve 9 g/l agar ile katilastirilan MS besi
ortamina aktarmuglardir. Yaklasik 5-6 hafta sonra gelisen bitkicikler UGzerindeki
yapraklardan 0,5-1 cm? yaprak petiolu kesilerek 10 g/l sakkaroz, 80 mg/l NH;NOs,
147 mg/l CaCly, 54 uM NAA, 44 uM BAP igeren MS sivi besin ortaminda 1 gece
bekletmiglerdir. Eksplantlar kallus olusumu igin 10 g/l sakkaroz, 4 g/l mannitol, 0,1
MM 1AA ve 10 uM BAP igeren 8 g/I'lik agar ile katilastirilan MS besi ortamina
aktarilmistir. Eksplantlar 7 gun sonra 15 g/l sakkaroz, 10 uM BAP, 14 pM GA;
iceren ve 8 g/l agar ile katilastirilan MS besi ortamina alinarak rejenerasyon tesvik
edilmistir. Bu arastirmada kullanilan 5 patates ¢esidinde haftalik olarak rejenere olan
eksplant sayisi ve eksplant basina sirgiin sayist belirlenmistir. Kullamlan 3 farkli
besi ortam: sonucunda 3 adimda rejenerasyon tamamlanmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda tek ve iki farkli besin ortami tavsiye eden ve ayni gesitleri kullanan
arastiricilarin sonuclari ile karsilastirilmistir. Arastirmada kullanmilan Desiree ve Aran
Banner ¢esitleri icin tek acdimli metodun daha etkili oldugu, kullamilan bu metod ile
diger cesitlerin % 50 rejenerasyon oramm gegmedigi gorilmstir. Iki asamal
rejenerasyon metodunda ise D31-11 cesidinde oldukga etkili oldugu gorultrken,
arastirmada kullanilan “Maris Piper” ve “A25-14" patates gesitlerinin, en yiksek
rejenerasyon frekansina ¢ asamada yapilan rejenerasyon metodu ile ulasildigi
belirlenmistir. Boylece yapilan arastirmalar ve daha 6nceden yapilmis calismalar goz
Oonunde bulundurularak, her bir patates cesidi icin yaprak eksplantlarinda
uygulanabilecek rejenerasyon yontemi belirlemislerdir.

Thomas ve Veilleux (1992), yaptiklar: ¢calismalarda yabani bir patates cesidi
olan “Solanum phurgja” nin “AM3-8" hattinda F; ve F, generasyonunda yaprak doku
parcasindan adventif slirgtin gelisimi ile anter ve protoplast ktltirinin kalitim ve bu
Ozellikler arasindaki iliskilerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, bu 6zelliklerin
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az sayida gen ve farkli genler tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir. Y aprak doku
parcasi kullanilarak rejenere edilen bitki sayisi ile, protoplast ve anter kaltlr(
sonrasinda elde edilen bitki sayisi arasindaki farkhiliklar istatistiki  agidan
degerlendirilmis fakat farkliliklarimin 6nemsiz oldugu gorulmastur.

Cardi ve ark. (1992), bazi diploid ve triploid patates hatlarinda, in vitro
sirgiin rejenerasyonu ve kromozom katlanmasini incelemislerdir. /n vivo sartlarda
bitkilerden yapraklar yiizey sterilizasyonuna tabi tutularak, 0,25 cm? capindaki
yaprak eksplantlar1 0,186 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 5 mg/l GA3z ve % 2 sakkaroz
iceren MS besi ortam Uzerinde kultire almislardir. Eksplantlar 2 hafta sonra 1 mg/I
BAP, 1 mg/l GAs;, 1 mg/l IAA ve % 5 sakkaroz iceren MS besi ortamina
aktarmuglardir. Koklendirmek amaciyla 4 hafta sonra gelisen surginleri 1 mg/l IAA
iceren MS ortamu Uzerinde kultire almiglar ve daha sonra biytyen bitkilerin kok
uclarinda sitolojik analizler yapmuslardir. Arastirma sonucunda diploid hatlarin
slirguin rejenerasyonu bakimindan daha iyi sonuclar verdigini belirlemislerdir. Ayrica
bu calismada rejenerasyonu yapilan triploid klonlarin diploid klonlara gore sitolojik
olarak daha stabil olduklar1 bu ¢calismada rapor edilmistir.

Lozoyo (1992), yaptiklari calismada, GAs, Kinetin ve uygulanan bazi
fotoperiyodik donemlerin patateste gicek farklilasmasi Uzerine etkilerini incelemis ve
1 cm uzunlugundaki apikal eksplantlar, 0,3 mg/l 1AA, 0,3-3 mg/l Kinetin, 30 mg/I
GA; ve 20, 40 ve 60 g/l sakkaroz iceren MS besi ortam Uzerinde floresan beyaz 151k
altinda 14-24 saatlik 151k fotoperiyodunda 24 °C’de kultlire almistir. Ortamda GA3
varligi, bitki basina tomurcuk sayisim azaltirken, 0.3-3 mg/l Kinetin ve 40 g/I'lik
sakkaroz en yiksek cicek tomurcugu agirhgim (14 mg/tomurcuk) meydana
getirdigini bildirmistir.

Dimitrova ve ark. (1994), in vitro kosullarda sivi ve kati1 bes ortaminin
patates gelisimi Uzerine etkilerini inceledikleri arastirmada, “Babur”, “Estima’,
“Nale” ve “Vivax” patates gesitlerine ait farkli eksplantlarit MS ve Bs besi ortaminda
agarl ve agarsiz olarak kultire alip gelisimlerini izlemislerdir. Arastirma sonucuna
gbre kok ve sirgunlerin sivi besi ortaminda, kati besi ortamina gére daha iyi
gelistigini ve ayrica Bs besi ortamimin MS besi ortamina gore kok ve stirgiin gelisimi
bakimindan daha iyi sonug verdigini saptamiglardir.
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Li ve ark. (1994), in vitro kosullarda yetistirilen patates fideleri Uzerinde,
P333, GA3 ve BAP1n etkilerini arastirmiglardir. In vitro patates sirgunlerini, 0,7
mg/l GAs;, 0,2 mg/l BAP iceren ve hormonsuz MS besi ortamu Uzerinde kulttre
amislardir. Arastirma sonucunda GA3; ve P333 arasinda antogonistik bir etkilesim
oldugu, P333'un artan dozdaki olumsuz etkilerinin GA; ile azaldigi gorulmastur.
GAs ve BAPin birlikte kullanilmasiyla bitkide yaprak klorofili, gévde capi
kalinlasmasi, yan dal sayisi ve kuru madde oranminin arttigi da saptanmustir.

Melik ve ark. (1994), in vitro sartlarda patates bitkisi Uzerine bazi
fitohormonlarin sitogenetik etkilerini incelemisler, IBA, Kinetin, Zeatin ve BAP
iceren MS ortamlar: Uzerinde patatesi kulttire almiglardir. Buradan gelisen bitkilerin
kok gelisimleri sitogenetik analizler ile incelenmis ve alinan sonuglara gore yuksek
oranda kullamlan sitokinin miktarinin  meristemin g¢ogalmasint engelledigi ve
kromozomlarda yiksek frekansta sapmalara neden oldugu belirlenmistir. Sadece
IBA’'nin ise hiicrenin genetik yapisinda herhangi bir degisiklik yapmadigi, ancak
yuksek konsantrasyonda kullamilmasi sonucu hicre aktivitesini  engelledigi
bildirilmistir.

Park ve ark. (1995), yaptiklari calismada dort adet “Kuzey Dakota” patates
cesidine (ND860) ait yaprak eksplantlari icin, in vitro da etkili bir adventif sirgtin
rejenerasyon sistemi gelistirmislerdir.  Arastirma sonucuna gore “ND860” patates
gesidi icin en iyi rejenerasyon ortami 20 mM 1AA igeren MS besi ortam olarak
saptanmustir.  Ayrica Agrobacterium tumefaciens ile yapmus olduklari genetik
transformasyon calismalarinda dort antibiyotigin sirgiin rejenerasyonu Uzerine
etkilerini test etmislerdir. Aldiklar1 sonucglara gore 15 mg/l Kanamisin (Km) ve 4
mg/l Km ve daha yiksek konsantrasyonda Higromisin kullamliminin  siirgtin
olusumunu tamamen engelledigi ortaya c¢ikmustir. Higromisinin 1 mg/I
konsantrasyonda kullaniimasinin ise stirgtin gelisimini tesvik ettigini belirlemislerdir.
Ayrica kullanilan Karbenisilin (Cb) ve Sefotaksim (Cf) antibiyotiginin bitki gelisimi
Uzerine herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigini belirlemislerdir.

Avilave ark. (1995), yapms olduklar: ¢calismalarda, bazi azotlu bilesiklerinin
vitro kosullarda patatesn buyime ve morfogenetik yapisi Uzerine etkilerini
arastirmiglardir. Bu amagla 3 farkli patates ¢esidini 59 mM NOs, NH4 ve glutamik
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asit iceren ortam Uzerinde kiltire almiglardir. Arastirma sonucunda ortamda azotlu
bilesiklerin oramndaki artis nedeniyle sirgiin uzunlugu ve yaprak alammn arttigi
boylece kuru madde oraninda artis belirlendigi saptanmustir.

Garcia ve Martinez (1995), patateste sap bogumlarindan somatik
embriyogenesis olusumu Uzerine calisma yapmislardir. Yaptiklar: arastirmada,
4-8 mm uzunlugundaki sap bogumlari, 4 mg/l 2,4-D, 2 mg/l glisin, 0,5 mg/I
pridoksin, % 2 sakkaroz ve 2 g/l fitojel ile karistirilan MS besi ortaminda eksplantlar
kallus olusumu tesvik edilmek Uzere kiltire alinmustir. Elde edilen kalluslar ¢
haftada bir alt kultire alinmis daha sonra 2,4-D miktar1 2 mg/lI’ ye diusurilerek bu
ortam Uzerinde 90 guin stire boyunca kulttire alinmistir. Buradan elde edilen kalluslar
daha sonra 0,1 mg/l GAsz ve 1 mg/l BAP iceren MS ortam Uzerinde kilttire
alinmiglar ve 10 guin sonra bu kalluslarda embriyo olusumu goézlenmistir.

Vinterhalter ve ark. (1996), patates sirgunlerinde blyume ve yan dallarin
olusumunda 30 g/l sakkaroz ve sitokininler arasindaki iliskileri incelemislerdir. Tek
bogumlu eksplantlar 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.2 mg/l BAP ve Kinetin ile 5, 8, 10 ve 100
mg/l Adenin iceren MS besi ortamu Uzerinde kiltire almislardir. Sitokinin ilave
edilmedigi ortamda yan dal sayisi ve uzunlugu sakkaroz ile kontrol edildigi ve
sakkarozun yan dal olusumunu ve uzunlugunu arttirdig: belirlenmistir. Sakkaroz ve
sitokininler beraber kullanildigi zaman ana sirgin boyu ve bogum aralarinin
kisaldigim belirlemiglerdir. Ayrica, sitokininlerin yumru olusumunda 6nemli olan
stolon olusumunu tesvik ettigi saptanmustir.

Alphonse ve ark. (1998), patateste in vitro rejenerasyonu etkileyen faktorleri
incelemisler ve arastirma sonucunda, yaprak eksplantlari i¢in en iyi ortamin, 10 mg/I
GAs3;, 1 mg/l BAP ve 1 mg/l 1AA iceren MS besi ortami, yumru olusumu icin
0,8 mg/l Kinetin, 0,4 mg/l IAA, 0,4 mg/l GA3, 1 mg/l Kazein iceren MS besi ortami
ve kallus olusumu icin ise; 5 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l Kinetin iceren MS besi ortami
oldugunu belirlemiglerdir.

Gopal ve ark. (1998), patateste in vitro mikro yumru olusumunu optimize
etmek amaciyla farkli iklimlendirme sartlar1 ve farkli BAP konsantrasyonlarin
etkilerini denemislerdir. Arastirma sonucuna gére gece 18 °C, gindiz 20 °C'lik
sicakhigin, disik 151k yogunlugu (6-12 pmol m?s?) 10 saatlik kisa fotoperiyodun
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mikro yumru olusumunu tesvik ettigini, BAP konsantrasyonu arttikga da daha biytk
ve agir mikroyumru olusturdugunu saptamuslardir.

Hamdi ve ark. (1999), patates cesitlerinin farkli doku parcalarinda (yaprak,
yumru, mikro yumru ve sap), farkli hormonlarin rejenerasyon kabiliyeti Uzerine
etkilerini arastrmiglardir. Kdltire alinan doku parcalari arasinda yaprak doku
parcalar: en iyi rejenerasyon gelisimi gosterirken, yaprak ve sap doku parcalar: icin
en iyi reenerasyon ortam; 2 mg/l Zeatin ve 0,01 mg/l GAs; hormon
kombinasyonunun iceren MS besi ortamu oldugu belirlemislerdir. Ayrica gen
aktarimi icin  en uygun materyalin  yaprak doku pargalarimin oldugunu
belirlemiglerdir.

Merja ve Stasa (1999), yumru slrgunlerinin meristem eksplantlarim farkl
hormonlar kullanarak rejenerasyon calismalari yapmuslardir. Farkli uzunluklardaki
(0.2, 0.4, 0.6 ve 0.8 mm) yumru sirgin meristemleri igin denemeler kurulmus,
Kinetin, NAA, BAP, GA3, 1AA ve IBA gibi hormonlar: iceren besi ortamlarinin
rejenerasyon Uzerine etkileri arastirilmistir. Arastirma sonucunda GAs, BAP ve
NAA'nin farkli kombinasyonlarimin meristem rejenerasyonu lzerinde en iyi sonucu
verdigini bildirmiglerdir. Ayrica 0.2 ve 0.4 mm uzunlugundaki eksplantlarin daha
blylk eksplantlara goére virlis enfeksiyonuna karsi daha dayanikli oldugunu
saptamuglardir.

Romanov ve ark. (2000), patateste IAA ve Kinetin hormonlari uygulamasinin
mikroyumru olusumu ve agirlhigi Uzerine arastirmalar yapmglardir. Arastirmada
7 farkli patates ¢esidi kullanmuglardir. Transgenik hatlarda patatin sinif | (B33)
promotor rol B ve rol C genlerinin kontroli altinda oldugunu belirlemislerdir.
Bitkiler karanlik kosullar altinda in vitro da sivi MS ortami (zerinde sakkarozun
% 1-8 arasi farkli konsantrasyonlari ile biyume dizenleyici hormonlarda ilave
edilerek kdltire alinmistir. Calismalarda patates bitkileri ve transforme olmus
bitkilerde kullamilan hormonlar ve farkli sakkaroz konsantrasyonlarinin yumru
olusumu Uzerine etkisi arastirilmistir. Arastirma sonucunda yuksek sakkaroz
konsantrasyonu ve belirli oksin hormon kombinasyonlarimin patateste yumru

olusumu Uzerinde oldukca etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica patates bitkisinde
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yumru olusumunun sakkaroz konsantrasyonu ve fitohormonlarin yaninda bitkinin
genetik 6zelliginin de 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Al-Safadi ve ark. (2000), tarafindan patateste disik dozda gama isimin in
vitro da 3 farklh patates cesidinde mikroyumru olusumu Gzerine etkilerini
arastirmiglardir. Bu amagla gama 1simimin 2.5, 5, 10, 15 Gy farkli dozlarinda
denemeler kurulmustur. Patatesin “Diamont” c¢esidinde 2.5 Gy gama isini
uygulamasi ile en fazla mikro yumru olusumu meydana gelmistir. Sonra sirastyla
“Draga’ ve “Spunta’ c¢esidi gelmektedir. Gama isimnin 2.5 Gy uygulamasi ile
kontrol bitkiye kiyasla % 38 oraminda daha fazla mikro yumru olusturdugunu
saptamuglardir. “Draga’ ¢esidinde “Diamont” ve “Spunta’ c¢esidine gore olusan
mikro yumrularin 5mm ¢apinda olup agirligimin daha fazla oldugu gorulmustir.
Gama 1sintin 2.5 Gy uygulamas: ile bitkilerde genetik herhangi bir degisimi
olmadigint sadece yumru olusumunu tesvik ettigini belirlemislerdir.

Yu ve ark. (2000), in vitro’ da doku kulttrti yontemleri ile patateste mikro
yumru Uretimi icin calisma yapmislardir. Arastirmada fazla sayida hizli bir sekilde
mikro yumru elde etmek igin ortam icerisine bioreaktor ilave etmiglerdir. Uygulanan
bioreaktdr ile yumru sayisinda artis olmamasina ragmen yumru agirhiginda 1 g artis
oldugunu belirlemislerdir. Kurduklar1 denemelerde sakkarozun farkli dozlar1 (40-60
ve 80 g/l), glikoz ve fruktoz kullanilmasinin yumru olusumuna etkisi arastirilmstir.
Y Uksek konsantrasyonda sakkaroz uygulamasi fruktoz ve glikoz uygulamasina gore
mikroyumru sayisim - arttirdigi ve hizlandirdigini - saptamiglardir.  Mikroyumru
olusumu tizerinde sakkaroz kullaniminin oldukc¢a etkili oldugunu belirlemislerdir.

Yildirim ve Tugay (2002), patates bitkisinin 5 ¢esidinde mikro yumru tretimi
icin farkli besi ortamlar1 Gizerinde ¢calismalar yapmislardir. Arastirma sonucunda en
iyi sonucu 2 mg/l IBA ve % 8 sakkaroz iceren M 'S ortami oldugunu saptanmslardir.
Patatesin “Agria’ ¢esidi % 68 ve “Resy” ¢esidi % 71 oranlarinda en fazla mikro
yumru olusturdugu saptamuslardir. “Sultan” ve “Clones’ cesidi patates bitkisinde
mikro yumru olusumu oldukca disik olmustur. “Resy” cesidinde yuksek oranda
mikro yumru elde edilmis ve mikro yumru agirhgimin 0,6 g oldugunu

belirlemiglerdir.
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Ghaffoor ve ark. (2003), yaptiklar1 calismalarda patates bitkisi meristem
kiulturinde 3 farkli blyime dizenleyici hormonlarin NAA, 1AA, IBA etkisini
arastirmiglardir. Kurduklari denemelerde bu hormonlarin 5 farkli seviyelerinin (0.0,
0.03, 0.15, 0.25 ve 0.35 mg/l) patatesin meristem kultari Uzerinde etkileri
arastirilmistir. Elde edilen bitkilerde boy uzunlugu, elde edilen bitki sayisi, yaprak
sayisi ve kok uzunlugu Uzerindeki farklilasmalar arastirilmustir. 0.15 mg/l NAA
uygulamasi sonucunda bitkilerde 9 cm ile en fazla boy uzunlugunun gerceklestigi,
0.35 mg/l IBA uygulamasi ile bitki basina 9 adet ile en fazla bitki olusumunu, 0.25
mg/l IAA uygulamast ile 6.143 ile maksimum yaprak olusumunun meydana geldigini
belirlemiglerdir.

Piao ve ark. (2003), patateste in vitro' da distk dozda blyime dizenleyici
hormon ilave edilerek elde edilen mikro yumru gelisimi igin uygun bir protokol
hazirlamiglardir. Arastirmada 2 asamal1 yontemlerle mikro yumru elde etmislerdir.
Birinci aramada; stok patateslerde bitki olusumu ve gelisimi igin ortama bioreaktor
ilave etmisler 4 hafta sonunda ortam degisikligi yaparak ikinci asamaya gegmislerdir.
Bu asamada ise bitkinin mikro yumru olusumunu tesvik etmislerdir. In vitro’ da ve
invivo' da bioreaktor uygulamasi patateste siirgin olusumu ve biyimesini arttircig:
ve her bir bitki icin 50 nodul olusturdugunu saptamislardir. Sirgln gelisim esnasinda
ortama ilave edilen sakkarozun yuksek dozu ve Benzil amino purin (BAP) igeren
ortamlarda ve karanlik kosullar altinda kuiltire almuglardir. BAP uygulamasi ile
yumru agirligimn kontrol bitkilere oranla 2,1 gr arttirdigi belirlemislerdir. DUsuk
konsantrasyonda BAP uygulamasimin mikro yumru olusumu Uzerinde etkili bir
bioreaktor oldugu saptanmustir.

Ozkaynak ve Samanci (2005), arastirmada *“Concorde’, “Granola’,
“Marabel”, “Marfona” ve “Velox” patates gesitlerini materyal olarak kullanmuglardir.
Farkli mini yumru biytkltginde verim ve verim komponentleri arasindaki iliskileri
ve mini yumrularin tarla performansint belirlemeyi amaclamiglardir. Agir mini
yumrular (11-15 g) hafif mini yumrulara (2-4 g) gore daha yuksek bitkilerde ya
dallanma, bitki basina yumru sayist ve yumru agirlhigr vermistir. Hafif mikro
yumrular bitki basina yaklasik olarak 5-7 yumru ve 1-4 sap Uretmiglerdir. Her iki
mini yumru blydkltginde, tohumluk olarak kullanilabilecek yumru oram (30 mm
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den buyuk yumru) yaklasik % 80-85 olarak bulunmustur. Genel olarak, bitki basina
yumru agirhigr ile bitki boyu, bitkilerde sap sayisi, bitki bagina yumru sayisi ve
ortalama yumru agirligi arasinda olumlu iligskiler bulunmustur. Arastirma sonucunda
mini yumrularin patates tohnumluk tretiminde etkili olacagin belirlenmistir.

Rahman ve ark. (2010), in vitro' da patatesin “Shilbilaty”, “Shepody”,
“Diamant”, “Atlantia’ cesitlerinde farkli karbon (sakkaroz, glikoz ve maltoz)
kaynaklarint kullanarak bitki gelisimleri Uzerindeki etkilerini arastirmiglardhir.
Sakkaroz iceren ortamlar maltoz ve glikoz iceren ortamlara goére, kiltire alinan
bitkilerde; bitki olusum ve gelisimi agisindan en iyi ortam oldugunu belirlemislerdir.
Maltoz iceren ortamlar diger ortamlara gore bitkilerde en fazla miktarda yumru
olusumuna neden olmustur. Kilttre alinan bitkilerde en iyi yaprak gelisimini maltoz
iceren ortamlar Uzerinde gerceklesirken bunu glikoz ve sonra sakkaroz takip etmistir.
Patatesin “Atlantia” gesidinde sakkaroz igeren ortamlar Uzerinde diger ortamlara gore
internodiumlarimin daha kisa olarak gelistigi gbzlenmistir. “Shepody” ve “Diamant”
cesidi patates bitkileri Gzerinde maltoz iceren ortamlarin daha etkili oldugu
saptanmustir.

Altindal ve Karadogan (2010), yaprmis olduklar1 ¢alismalarda in vitro da
sakkarozun farkli konsantrasyonlar: (% 2, 4, 6, 8, 10 ve 12) ve maltozun patateste
mikro yumru olusumu Uzerine etkisini arastrmuglardir. “Agria’ ve “Justine”
gesitlerinde % 4 maltoz uygulamasi sonucunda en fazla mikro yumru olusumunun
gerceklestigini saptamuslardir. Patatesin “Justing’ ¢esidinde en fazla yumru agirligi
% 4 maltoz ve %10 sakkaroz igeren ortamlarda gergeklestigi belirlenmistir. En fazla
yumru ¢ap1 “ Justin” ¢esidinde % 4 maltoz, “Agria” ¢esidinde ise % 6 sakkaroz iceren
ortamlar Uzerinde gerceklestigi belirlenmistir. Y aptiklar: calismalarda ¢esit 6zelligi,
¢esit ve ortam interaksiyonu mikro yumru olusumunu, agirhigim ve capinin

gelisimleri Uzerinde oldukca etkili oldugunu belirlemislerdir.
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2.2. Agrobacterium Aracihg ile Bacillus thuringiensis Cry Genlerinin Patates
Bitkisne (Solanum tubesum L.) Aktariimas, Molekiler ve Biyolojik
Analizler ilelgili Yapilan Calismalar

Sheerman ve Bevan (1988), yaptiklari calismada ikili A. tumefaciens
vektorlerini kullanarak patateste hizli bir transformasyon metodu gelistirilmesi
Uzerine calismalar yapmiglardir. Arastirmada 5 farkli patates ¢esidi kullanmlmustir.
Patates yumrular: % 20’ lik ticari camasir suyu ile 30 dakika bekletilerek sterilizasyon
islemini tamamlandiktan sonra yumrular 1 cm capinda dilimlere ayirmiglardir.
Yumru diskleri, A. tumefaciensin LBA4404pBin6 izolat1 ile 1 mg/l thiamine, 0,5
mg/| nikotinik asit, 0,5 mg/l pridoksin, 3 mg/l IAA, ve 30 g/l sakkaroz igeren sivi MS
besi ortaminda 20 dakika inokule edilmistir. Yumru diskleri inokulasyon sonrasinda
yine aynm ortama 8 g/l agar ilave edilerek hazirlanmis kat1 ortam Uzerinde kiltire
amislar ve 48 saatlik inokulasyon sonrasinda ise 100 mg/l Km, 500 mg/l Cb iceren
yine aym besi ortam Uzerinde kiltire almiglardir. Eksplantlar 3 haftada bir yeni
besin ortamlarina aktarilmistir. Daha sonra 4 haftada bir alt kdltir yapilarak Cb
miktart 500 mg/I'den 200 mg/l'ye kadar dusurdlmustir. Bu ortamda gelisen
transgenik sirgunler 3 mg/l 1AA, 100 mg/l Km, 200 mg/l Cb iceren MS besin
ortaminda koklendirmeye alinmistir. Burada gelismeye devam eden ve koklenen
bitkiler, transgenik olarak ifade edilmistir. “Maris Piper” ve “Maris Pard”
cesitlerinde transformasyon etkinligi, 0/100, “Desiree” c¢esidinde 60/300, “Golden
Woner"de 28/90, “Pentlan’da ise 8/150 olarak bildirilmistir. Transformasyon
oraninin  kullamlan genotipe gore blyuk farkhiliklar gogterdigi gorulmis ve
rejenerasyon kapasitesi yiksek olan ¢esitlerin gen aktarimina daha iyi cevap verdigi
bildirilmistir.

De Block (1988), in vitro sartlarinda yetistirdigi “Bintje’, “Berolina’,
“Desiree” ve “Russet Burbank” patates cesitlerine ait yaprak eksplantlarim
yaralayarak, plazmidinde kimerik bar ve Npt 11 genlerini tasiyan A. tumefaciens ile
inoklle etmistir. Her cesite ait yaprak eksplanti kanamisin iceren besin ortaminda
kallus olusturmus, olusan her kallusta da stirglin rejenerasyonu meydana gelmistir.
“Russet Burbank” cesidi icin etkili bir adventif slirgiin rejenerasyonu saglamak
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amaciyla rejenerasyon ortamina 2 mg/l AgNOs ilave edilmistir. Npt 11 ve PAT geni
aktivitesi goOsteren transgenik bitkilerin, ticari glufosinat herbisitinin  ylksek
dozlarina kars1 oldukca dayarnikli oldugu gorulmistir. Ayrica, elde edilen transgenik
bitkilerde hemen hemen hi¢ bir somaklonal varyasyona rastlanmadiklarin
bildirmislerdir.

Visser ve ark. (1989), A. tumefaciens araciligiyla diploid transgenik patates
bitkileri elde etmislerdir. Bu amagla yaprak ve govde eksplantlarini, Npt 11 geni
tasiyan ve pVU 1011 ikili vektori iceren A. tumefaciens ile inokule etmislerdir. Sap
eksplantlarinda, kallus olusturmaksizin direkt olarak ilk alt1 hafta igerisinde en etkili
adventif slrgiin rejenerasyonunu gerceklestirmisler ve rejenere olan sirgunler,
kanamisin igeren koklendirme ortamina alindiklarinda bu siirginlerin % 90'nin
kanamisine dayanikli oldugunu saptamiglardir. Boylece, bu bitkilerde Npt 11 geninin
ekspresyonu saglanarak, bu bitkilerin transgenik oldugunu ifade etmislerdir.

Herman ve ark. (1989), patateste cok sayida transgenik bitki eldesi icin etkili
ve hizli bir transformasyon metodu gelistirilmesi Uzerinde calismuslardir.
Arastirmada “Desireg’, “Russet Burkbank”, “Agency”, “Antigo” csesitleri ile
“FL1607" patates hatt1 kullanilmistir. Calismada 3 farkli eksplant (yaprak, govde ve
yumru diski) denenmis, arastirma sonuclarina gore siirgtin rejenerasyonu bakimindan
en uygun eksplantin yaprak oldugu belirlenmistir. En uygun rejenerasyon ortami, 10
mg/l GA3, 0.2 mg/1 NAA, 2.24 mg/l BAP ve 60 g/l sakkroz iceren MS besin ortami
olarak saptanmustir. BUtUn ¢esitler uygun olarak belirlenen besi ortamu Uzerinde en
yiksek kallus olusumu ve adventif sirgin rejenerasyonunu saglamislardir. Gen
aktarimr icin, plazmidinde CaMV 35S promotdri tarafindan kontrol edilen Npt Il ve
GUS markér genlerini tasiyan LBA4404 A. tumefaciens transformasyonda
kullanilmistir. Transgenik stirgunlerin segimi igin dort farkli dozda kanamisin (37.5,
50, 75 ve 100 mg/l) antibiyotigi rejenerasyon ortamina ilave edilmistir. En ylksek
GUS aktivitesi gosteren sirgin sayisi (338/490; % 69) 62.5 mg/l kanamisin
kullanildiginda meydana geldigi saptanmustir. En yuksek transgenik bitki eldesi ise
“FL1607" hattindan elde edilmistir. Arastirma sonuclarina gore, yiksek oranda

transgenik bitki eldesinin  oncelikle genotipe bagli oldugu, ayrica kullamlan
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antibiyotiklerin transgenik bitki sayisim etkileyen ikinci dnemli faktor oldugu
vurgulanmustir.

Vander ve ark. (1991), yaptiklar: arastirmada, Patates Yaprak Kivircikligi
virisii (PLVR)'nden izole edilen protein kilif geni, A. tumefaciens aracihigiyla
patatese aktarilmis, elde edilen transgenik bitkilerin PLVR virisiine dayanikl1 oldugu
gozlenmistir. Ancak, yapilan analizlerde transgenik bitkilerde kilif proteinine ait
MRNA tespit edilirken, kilif protein Urintine rastlanmadig: belirlenmistir.

Chang ve Chan (1991), yaptiklar: arastirmada patateste (Solanum tuberosum)
Agrobacterium araciligi ile etilen aktivasyonunu inhibe eden giimis thiosulfate
(STS) geninin aktarilmasi Uzerinde calisma yapmisglardir. In vitro’ da kilttre alinan
patates bitkilerinde STS 6zellikle stirglin gelisimini arttirici etkiye sahip oldugunu
belirlemiglerdir. 21 gin sire ile STS uygulanan bitkilerde kontrol bitkilere gore
toplam taze agirligin 6 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Bitkilerdeki yaralanma
ile dokulara STS uygulamas: yapilmis ve bununla birlikte A. tumefasiens araciligi ile
NOS ve Npt Il kimerik genleri aktarilmistir. STS uygulamasi yapilan dokularda
transformasyon sikligi oram % 27 ile % 31 arasinda artis oldugunu belirlemiglerdir.
Transgenik bitkilerdeki kimerik genlerin test edilmesi, opin analizi ve Npt Il enzim
aktivasyonu ile belirlenmistir.

Avetisov ve ark. (1992), transgenik ve kontrol patates bitki koklerinin, in
vitro sartlarindaki morfogenetik aktivitelerini saptamiglardir. Arastirmada, 4 patates
¢esidinde A. rhizogenes araciligiyla transgenik bitkiler elde edilmistir. Besin
ortamdaki 1AA yoklugu ve yiksek konsantrasyondaki (3 mg/l) Zeatinin transgenik
koklerden adventif slirglin rejenerasyon oranimin azalmasina yol agrmistir. Ayrica
transgenik koklerin, normal koklere gore daha disiik rejenerasyon kapasitesine sahip
oldugu gorulmustir. Arastiricilar, koklerden rejenerasyonun biyik 6lctide genotipe
de bagl1 oldugunu tespit etmislerdir.

Stark ve ark. (1992), patates yumrularinda AGPase geninin eksprasyonunun
cok onemli oldugunu, bu genin transfer edildigi patates yumrularinda kontrol
bitkilerinden % 35 daha fazla nisasta bulundugunu belirlemislerdir.

Elaine ve ark. (1992), A. tumefaciens araciligiyla patatese gen aktarimi
Uzerinde calismiglardir. Calismada siirgiin uglar1 in vitro kosullarinda kiltire alinmus,
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5-6 haftalik tek yaprakli koltuk alti meristemleri 10 g/l sakkaroz ve 1.5 mg/l STS
iceren MS besin ortaminda buyUtUilmustir. Burada gelisen 5 haftalik bitkilere ait
yapraklarin sap1 kesilerek atilmis, yaprak 0.2 cm capinda iki diske bolunmstar.
Y aprak diskleri, 10 g /I sakkaroz, 80 mg/l NH4sNOs, 147 mg/l CaCl,, 10 mg/l NAA
ve 10 mg/l BAP iceren sivi MS besin ortaminda bir gece bekletilmistir. Ertesi gin
eksplantlar, NOS promotori tarafindan kontrol edilen Npt Il ve CaMV35S
promotori tarafindan kontrol edilen GUS genlerini tastyan, p35SGUSINT plazmidini
iceren A. tumefaciens ile 15 dakika inokile edilmistir. Daha sonra eksplantlar
kurulanarak, 10 g/l sakkaroz, 4 g/l manitol, 0.175 mg/l IAA, 2.25 mg/l BAP iceren
ve 8 g/l'lik agar ile katilastirilan MS besin ortamina alinmistir. iki gunlik ortak
kilturden sonra, eksplantlar 500 mg/l Cf, 50 mg/l Km ve 200 uM asetosringon (AS)
iceren aym kallus tesvik ortamina aktarilmistir. Yaklasik 7 hafta sonra kallus
Uzerinde surgunler gorilmeye baslanmis, kanamisine dayanikli olan bu sirgtinlerin
% 88'nin histokimyasal GUS analizi agisindan pozitif oldugu géralmistir. Bu da
kanamisin igeren ortamda gelisen slirgiin sayisinin, transformasyon etkinliginin tam
bir yansimasi seklinde ifade edilmistir. Transformasyon etkinligi ile rejenerasyon
arasinda gercek bir iliski tespit edilerek, rejenerasyon kapasitesi iyi olan gesitlerin
transformasyon etkinliginin de yiksek oldugu saptanmustir. As nun, vir genlerinin
transkripsiyon seviyesini etkiledigi ve T- DNA'mn Ti-plazmidinden kesilip ¢ikariima
isini  kolaylastirdigi saptanmistir.  As'nin, yapraklarda transformasyon aamni,
STShin ise rejenerasyon kapasitesini artirdigi, dolayisiyla transforme (gen gecisi
olmus) olmus hicre sayisim arttirdigi  gozlenmistir. Ayrica, GUS geninin
aktarilmasinda, nopaline tipi pGV350 virulens plazmidin, oktopin tipi PGV2260
virtlens plazmidinden daha Gsttin oldugu ortaya konmustur.

Marianne ve ark. (1992), patates X (PXV), Y (PVY) ve Patates Y aprak
Kwvircikhigr virisi (PLVVR)'ne dayanikli transgenik bitki eldesi Uzerinde
calismiglardir. Patates X virtst (PXV)'nun kilif protein geni (PV XCP) izole edilerek
A. tumefuciens plazmidine CaMV 35S promottri 6niine klonlanarak ve Npt 11 geni
ile birlikte “Escort” ve “Bintje’ patates ¢esitlerine aktarilmistir. Elde edilen
transgenik bitkilerde, Patates X virusi (PXV)'ne yiksek oranda dayaniklilik
saglanmistir. Aym sekilde Patates Y virlsi (PVY) ve Patates Yaprak Kivircikligi
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virist (PLVVR) kilif proteinleri CaMV 35S promotoéri 6ntine klonlanarak ve bir
markor gen (Npt I1) ile beraber Agrobacterium tumefaciens araciligiyla aym cesitlere
aktarilmistir. Patates'Y virlisi kilif proteini geni (PVY CP) tasiyan transgenik bitkiler
yetisme donemi boyunca stabil 6zellik gosterirken, Yaprak kivirciklig: kilif protein
geni (PLRVCP) ni tasiyan transgenik bitkiler sera testlerinde oldukca iyi gelismis,
ancak tarla denemelerinde stabil olmadiklar: gozlenmistir.

Dale and Mcpartlan (1992), baz1 transgenik patates bitkileri ile yumrudan ve
sirgiin uclarindan rejenere edilen kontrol bitkilerini, tarla performans: bakimindan
degerlendirmislerdir. Transgenik bitkilerde GUS geni patatin Npt 11 geni ise nopalin
sentez promotdrd kontrolti altinda olup bu iki genin de bitki fenotipi Uzerinde
herhangi bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Yapilan transformasyon sonucunda
transgenik bitkiler elde etmislerdir. Bu transgenik bitkilerin yumru diskleri ve kontrol
bitkileri daha 6nceden patates yetistirilen tarlaya dikilmistir. Cigceklenme doneminde
bitki boyu, yumru agirligi ve yumru sayisi tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara
gore, transgenik bitkiler arasinda somaklonal bir varyasyon meydana geldigini
saptamuglardir. Ayrica, transgenik bitkilere ait ortalama degerler bitin karakterler
(boy, agirlik ve yumru sayist) bakimindan kontrol bitkilere gére daha diistk, degisim
bakimindan ise daha ylUksek degerler gostermistir. Kullamlan doku kultir(
metotlarimin bitkinin performansini etkileyen 6nemli bir faktor oldugunu ortaya
konmustur. GUS eksprasyonu gosteren bitkilerin incelenen (¢ karakter bakimindan
da en disik degerlere sahip oldugu goéralmustir. GUS ekspresyonunun bitkinin
performansim etkiledigi distntlmistir. Buna karsilik bitkilere gen aktariminda
sikga kullanilan Npt Il geninin ise tarla performansi bakimindan herhangi bir etkiye
sahip olmadigi gorilmistr.

During ve ark. (1993), patateste yas ciriklik etmeni olan Erwinia
carotovara’ya karsi dayamkli transgenik patates bitkileri gelistirmislerdir.
Bakteriyofaj T4 lizoenzimi, birkag bitki tlriinde ortaya ¢ikarilmis olup, bakteriyotik
enzimler igerisinde en aktif olanmidir. A. tumefaciens' in plazmidine Npt |1 markor geni
ile birlikte CaMV 35S promotori 6ntine klonlanmis olan kimerik T4 lizoenzim
patatese aktarilmistir. Bakteriyofaj T4 lizoenzimi transgenik patates hicrelerinde
hicreler arasi salgilanmasi sonucu fitopatojenik bakterilere kars1 patates bitkisinin
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dayanikliliginin arttigi gbzlenmistir. Y apilan tarla testlerinde de, transgenik bitkilerin
kontrol bitkilerine gore buylk olcide yas curtklik etmeni E. carotovara'ya karsi
dayanikl1 oldugu saptanmustir.

Adang ve ark. (1993), yapmis olduklar: arastirmada zengin bir adenin-timin
nikleotid zinciri iceren Bt Cry genleri yerine daha az miktarda adenin-timin baz cifti
bulunduran yeni bir Bt CrylllA geni sentezlemislerdir. Bu gen, 3 oligontkleotid
zincirinden olusan, 9 bloklu, 1.8 kb uzunlugunda bir gendir. Yeni sentezlenen bu
genle birlikte, dogal Bt genleri elektroporasyon yoluyla monokotiledon musir ile
dikotiledon havug bitkisine aktarilarak, ekpresyon dizeyleri karsilastirilmustir.
Elektroporasyondan sonra musir va havug protoplastlarinda Cry II1A genine ait
spesifik RNA ve protein tespit edilmistir. Bu genin oniine CaMV 35S promotori
klonlanarak patatese aktarilmis, kontrol bitkilerinde, ortalama her bitkide, 250
patates bocegi larvast saptanirken, 63 transgenik hattin 56'sinda larva gelisimi
gordlmemistir.  Yiksek delta-endotoksin eksprasyonu gosteren bu transgenik
bitkilerin patates bocegi larvalarina daha dayanikli oldugu teshis edilmistir. Bocek
kontrolu ile delta-endoksin RNA ve protein seviyesi arasinda dogrusal bir iligki
bulunmustur.

Perlak ve ark. (1993), “Russet Burbank” patates ¢esitine Bt Cry II1A genini
aktararak, Patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say)' ne dayanikli transgenik
bitkiler elde etmislerdir. Laboratuvar ve ¢ok lokasyonlu tarla testlerine gore, elde
edilen transgenik hatlarin bitin gelisme donemlerinde bocek saldirilarina karsi
dayanikli oldugu tespit edilmistir. Transgenik hatlarla kontrol “Russet Burbank”
patates cesidi arasinda agronomik kalite ve lezzet kriterleri bakinundan higbir
farkliligin olmadig: ortaya konmustur.

Bayrovic¢ ve ark. (1995a), A. tumefaciens ile enfekte edilen patates ve titin
bitkisinde timér olusumu Uzerine arastirma yapmislardir. Patates yumru ve titin
yaprak diskleri, A. tumefaciens'in BgS; (yabani tip) izolatinin bakteri soliisyonunda
15 dakika tutulduktan sonra 2 giin boyunca MS besin ortaminda karanlik sartlarda
ortak kulture alinmistir. Fazla miktarda ¢ogalmis olan bakterileri uzaklastirmak
amact ile yaprak ve yumru diskleri 500 mg/l Cf igeren steril destile su igerisinde 4-5
saat yikanmiglardir. Bu diskler, 500 mg/l Cf iceren MS besin ortaminda, 16 saat
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151k/8 saat karanlik periyotta ve 25 °C'de bitki blyitme kabinine alinmislardir.
Yaklasik 10-15 gin igerisinde, diskler tzerinde % 80 oraminda timdr olusumu
gozlenmistir. Bu sistem, yiksek bitki tirlerinden elde edilen antitimér maddelerinin
belirlenmesinde glivenilir bir yontem olarak saptanmustir.

Koivu ve ark. (1995), yumru olusturmayan diploid yabani patates cesidi
(Solunum brevidens) ve tetraploid “Pito” cesidine A. tumefaciens ile gen aktarim
Uzerinde calisma yapmuslardir. Calismada ko-entegratif (birbiri ile ortak calisan)
pGV 2260 ve pGV 3850 ile binary pGUS-INT vektort kullamlmistir. S. brevidens' in
yaprak ve sap eksplantlart bitki eksplanti olarak kullanilmistir. “Pito” ¢esidinin ise
mikro yumrular1 transformasyonda bitki doku parcasi olarak kullamlmstir.
Transformasyon icin sivi MS besin ortaminda 1/10 oraninda seyreltilmis olan A.
tumefaciens C58CI hatt1 ile inokile edilmistir. Inokulasyondan sonra 48 saat kati
ortamda ortak kiltire amnmustir. Eksplantlar, 500 mg/l Cf ile yikanarak, 14 gun
boyunca kanamisin icermeyen kallus tesvik ortaminda bekletilmistir. Daha sonra bir
hafta siresince kanamisin igeren kallus tesvik ortaminda bekletilen eksplantlar,
slirguin rejenerasyon ortamina aktarilmislardir. S brevidensin yaprak eksplantlarina
% 49'una, “Pito” ¢esidinin mikro yumrularina ise % 57'sine gen gegisi olmus ve
siirgiin meydana getirdikleri belirlenmistir.

Bayrovi¢ ve ark. (1995b), yaptiklari calismalarda yumru ve gdvde
eksplantlarint kullanarak patatese gen aktarim Uzerinde calismiglardir. Calismada 5
patates cesidi (“Desiree”’, “Isola’, “Anag”, “Sultan” ve “Yaylakiz1”) kullanmiglardir.
Patates yumrulari, % 70'lik ethanol igerisinde 5 dakika ve % 1 sodyum hipoklorit
iceren camasir suyunda 20 dakika sireyle steril edilmistir. Strgin uclar1 kesilerek
MS besin ortaminda kiltire alinmistir. Elde edilen bitkicigin govdesi eksplant olarak
kullanlmgtir. Yumru diskleri ve gbvde eksplantlari plazmidinde GUS ve Npt 11
markor genlerini tasiyan A. tumefaciens hatti ile 15-20 dakika inokule edilmistir.
Eksplantlar 2-8 guin ko-kdltivasyon asamasinda kalmis ve sonra 5 mg/l Zeatin, 1.5
mg/l 1AA, 100 mg/l Km ve 500 mg/l Cf iceren rejenerasyon ortamina alinmustir.
Kulture alinmasindan 2 hafta sonra Cf konsantrasyonu 200 mg/I'ye disurulmastar.
Eksplanlar 2 haftada bir alt kiltire alma calismalar1 yapilmistir. Segici ortamda
rejenere olan surgunler, X-Gluk igersinde 45 dakika bekletilerek, histokimyasal GUS
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analizine tabi tutulmustur. Yapilan histokimyasal analiz sonucunda GUS aktivetesi
belirlenirken, PCR ve Southern blotting ile yapilan analizlerde de transformasyon
ispat edilmistir.

Kumar ve ark. (1995), bazi yabani solanum tirlerinde (S verrucosum, S
hjertngii, S papita, S stoloniferum ve S demissum) mikro yumrular kullanarak
Agrobacterium tumefaciens aracihigiyla gen aktarim yontemi gelistirmislerdir.
Arastirmada, plazmidinde Npt Il ve Hpt markor genleri tasiyan pGV3580:pKU2
plazmidini igeren A. tumefaciens bakterisi kullanilmistir. In vitro kosullarinda
uretilen mikro yumrular, 8 ay + 4 °C'de muhafaza edilmistir. Mikro yumrular 1
mm'lik disklere ayrilarak, 30 dakika siireyle bakteri soliisyonuyla inokile edilmistir.
Daha sonra, mikro yumru diskleri 1 mg/I thiamine, 0.5 mg/l nikotinik asit, 0.5 mg/I
pridoksin, 1.8 mg/l Zeatin ribosit, 0.9 mg/l IAA ve 20 g/l sakkaroz iceren ve 10 ¢/l
agar ile katilastirllan MS besin ortaminda 20 °C'de kilttre alinmustir. iki giin sonra
mikro yumrular, 150 mg/l Km ve 250 mg/l Cf iceren aym rejenerasyon ortamina
aktarilmistir. Yeni besin ortamina 15 giin sonra alinan mikro yumrulardan gucl bir
bicimde gelisen ve koklenen sirginlerde PCR analizi yapilmis olup, strginlerin
tamaminda Npt Il ve Hpt geni saptanmustir.

Arican ve ark. (1996), transgenik patateste in vitro mikro yumru Uretimini
hedefledikleri calismalarda “Desire” ve “Isola’ patates gesitlerini pB1121 ikili
vektorinu igeren Agrobacterium tumefaciens'in Agl-l izolat:1 ile 2-8 gin ortak
kilture alinmiglardir. Yumru disklerini rejenerasyon igin 5 mg/l Zeatin, 1-5 mg/I
IAA, 100 mg/l Km ve 500 mg/l Cf iceren M S besin ortamina aktarmiglardir. Strgiin
rejenerasyonu icin ise 2,4-D, 10 mg/l Kinetin, 100 mg/l Km ve 500 mg/l Cf igeren
besin ortami kullanmiglardir. Elde edilen transgenik bitkilerin govde surginlerinin
apikal bolgeleri 80 g/l sakkaroz iceren MS besin ortaminda kiltire alinmustir.
Kultdrler 10 gunltk karanlik kosullardan sonra, 16 saat 151k/ 8 saat karanlik periyotta
ve 25 °C'de kontrollii klima odasinda tutulmuslardir. iki hafta sonra kiltir basina
ortalama 4-5 mikro yumru olusturdugu belirlenmistir.

Conner ve Dale (1996), tarlaya dikilen transgenik patates bitkileri igin

izolasyon mesafesinin ne kadar olmasi gerektigi Uzerine cesitli tarla testleri
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uygulamiglardir. Arastirma sonucunda gen aktarim yapilms transgenik bitkilerde,
20 m'lik bir izolasyon mesafesinin giivenli oldugu rapor edilmistir.

Teruno ve ark. (1997), yaptiklart galismada, ¢ift kollu RNA eksprasyonu
gbseren pac | genini tasiyan transgenik patates hatlari elde etmislerdir. Bitki
virtslerinin biytk ¢ogunlugunun RNA genomuna sahip oldugu ve cift kollu RNA
ara Urunleri vasitastyla ile oldugu icin pac | geni icin hedef oldugu ortaya konmustur.
Saflastirilmis Patates ig Yumru viroidi (PSTV), pac | geni eksprasyonu gosteren ve
gbstermeyen E.coli izolatlar1 ile inktbe edilmistir. Devamli pac | eksprasyonu
goseren izolatla yapilan inklbasyonda, PSTV konsantrasyonunun azaldigi
gordlmistur. E.coli’den izole edilen pac | geni, transformasyon plazmidine
klonlanarak A. tumefaciens LBA 4404 hattina aktarilmistir. Mikro yumrular, A.
tumefaciens ile inokile edilerek 50 mg/l Km iceren MS besi ortaminda gelisen
transgenik slrgunler koklendirilmistir. Koklenme ortaminda gelisen bitkiciklerin
kontrol bitkilerine gére PSTV' ne % 100 oranminda dayanikl1 oldugu bildirilmistir.

Beaujean ve ark. (1998), ekonomik Onemi olan “Bintje’, “Desiree” ve
“Kaptah Vandel” patates cesitlerini kullanarak etkili transformasyon protokolleri
hazirlamiglardir. Transformasyonda patatesin internodiumlart kullanilmustir. Bu
protokole gore kombine uygulamalar sonucunda boyuna kesilmis internodium
eksplantlarinda % 90 oramnda transformasyon  basarist  saglanmustir.
Transformasyonu yapilan bu dokulardan mikrokallus olusumu icin 0,8 mg/l Zesatin
ilave edilmistir. Transformasyon sonucunda 450 transgenik bitki regenere edilmis ve
bunlarin histokimyasal GUS analizleri ve molekuler analizleri yapilmistir. Calismalar
sonucunda yaklasik 7-8 hafta icerisinde yiksek oranda genotipten bagimsiz ve disik
etkinlikte somaklonal varyasyon olusumu gozlemlenmistir.

Mohammed ve ark. (2000), patatesin tarla ve depolama donemlerinde oldukca
Onemli zararhilarindan olan patates bocegi ve glvesi Uzerinde calismalar
yapmusglardir. Bt Cry5 geni A. tumefaciens araciligi ile aktarilmis ve elde edilen bitki
ve yumrular Uzerinde beslenen boceklerde % 100 oraninda larva olumleri
gozlenmiglerdir. Patatesin “Spunta’ cesidine aktarilan Bt Cry5 geni ve etkili olan

patatin promoter bolgesi iceren hatlarda % 25,6-31,1 distk oranda larva élumleri
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gerceklesmistir. Y apmus olduklar: ¢calismalarda Bacillus thurigiensis den izole edilen
genin bocek kontrollerinde oldukca etkili oldugunu saptamslardir.

Andersson ve ark. (2003), yapmis olduklar: calismada herbisitler icin hedef
enzim olan acetohydroxyacid synthase (AHAS) enziminde A S653N de meydana
gelen mutasyon sonucunda imidazolinon grubu herbisitler icin toleranslik saglayan
gen izole etmislerdir. Yaptiklart arastirmada secici gen ile birlikte herbistlere
toleranslik saglayan gen uygun bir plazmide aktarilarak, patatesin transformasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Markor gen olarak B-glucuronidase (GUS) geni kullanil mstir.
Arastirma sonucunda, yuksek oranda transformasyon gerceklestirilmis ve genetik
kagislarin ¢cok dusuk oldugu saptanmustir. Elde edeilen tahmini transgenik bitkiler
GUS andlizine tabi tutulmus ve % 93-100 oramnda GUS geninin gegtigi
belirlenmistir. Daha sonra bitkiler 0,5 pM Imazamox (imidazolinon grubu
herbisitler) iceren ortamlarda kiltire alinarak transgenik bitkilerin seleksiyonu
yapilmistir. Elde edilen sonuclara gore de patateste yiksek oranda transformasyon
sikliginin oldugu belirlenmistir.

Johnson ve Veilleux (2003), patates fizyolojisinin modifikasyonlar1 ve
patojenlere karsi dayanikliligin gelistirilmesi konusunda calismalar yaprmslardir.
Yaptiklar1 arastirmalarda gelismis Ulkelerde genellikle 2n-4n patates gesidinin
Uretimi s6z konusu iken, son zamanlarda birgok transgenik bitkilerin Gretimi
yapilmaya baslanmistir. Bunlar igerisinde de 6zellikle patojenlere kars: dayanmiklilik
geni iceren bitkiler dretim materyali olarak az miktarda da olsa kullamilmaya
baglanmuistir. Johnson ve Veilleux yapmis olduklari ¢alismada diploid ve tetraploid
patates genotiplerine A. tumefaciens araciligi ile iki gen aktarmiglardir. Bu genler, B.
thurigiensis den izole edilmis Patates Bocegine karsi dayaniklilik saglayan Cry
I11A(a) endotoksin protein geni ve PVY kilif protein genidir. Transgenik bitkilerden
elde edilen tohumlarinda ¢imlenmeleri ve tarimsal performanslari (toplam yumru
miktar1 ve ortalama yumru agirligi) diger bitkilerle karsilastirildiginda herhangi bir
olumsuzluk gdzlenmemistir. Yaptiklart ¢calismalar sonucunda ise Cry II1A(a) geni
tasiyan transgenik 2n-4n hibritlerinin  Oretim materyali olarak kullaniimasinin
maliyeti disurdigli ve bitki fenolojisi Uzerine olumsuz bir etkisinin olmadigi

saptanmustir.
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Hamdi ve ark (2003), patatese A. tumefaciens araciligi ile higromisine karsi
dayaniklilik saglayan (Hpt I1) marker genini aktarmak ve bitki rejenerasyonu ile ilgili
protokollerin  elde edilmesi konusunda calismalar yapmuglardir. Nicotinia
plumbaginifoliamn Cat 2 geni ve Gossypium hirsutum'un SU2 genleri
transformasyonda katalizor olarak kullamlmustir. Iki antibiyotik konsantrasyonu (5-
10 mg/l) ve segici olmayan ortamlar Gzerinde bitkiler kiltire alinmislardir. Bakteri
ile ortak kiltor ortamlar: icerisine 10 mg/l asetosyringon kullamimas: sonucunda
transformasyon etkinliginin ve bitki rejenerasyonunun arttigi saptanmistir. Tahmini
transgenik bitkiler koklendirilmis ve yapilan PCR analizi sonucglarina gore elde
edilen bitkilerin % 45'inin transgenik oldugu tespit edilmistir.

Barrell ve ark. (2004), patateste (Solanum tuberosum L.) basarili bir
transformasyon icin alternatif segici sistemler konusunda calismalar yapmuslardir.
Binary vektor olan PGPTV plazmidine farkli secici markor genleri ekleyerek ve bazi
modifikasyonlar yaparak pMOAl ve pMOAS5S plazmidleri transformasyonda
kullanilmugtir.  Segici markér genler sag ve sol DNA siir  bolgelerine
yerlestirilmistir.  Bunlar; sirasiyla Npt 1, Hpt, dhfr (methotrexate), bar
(phosphirothricin) ve ble (phleomycin) genleridir. Patates bitkisi Uzerinde yapilan
transformasyon ¢alismasi sonucunda etkili bir transformasyon igin uygun proseduirler
gelistirilmistir. Yapilan testlemeler sonucunda elde edilen bitkilerin % 95 oraminda
transgenik oldugu belirlenmistir.

Turhan (2004), Desiree ve Maris Bard patates gesitlerinde kallus olusumunu
tesvik ederek etkili bir transformasyon protokoli hazirlamistir. Yapilan bu
arastrmada, patates cesitlerine oksalat oksidaz (oxalate oxidase) enzimini
Agrobacterium aracilig: ile transformasyonu gerceklestirilerek kallus olusumu tesvik
edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda genotip ve ortam igeriklerinin kallus olusumu
Uzerine oldukga fazla etkisinin oldugu tespit edilmistir. Transformasyon sonucunda
oksalat oksidaz enzimini iceren bitkilerde kallus olusumu ve gelisimi Uzerinde etkili
bir artisin oldugu tespit edilmistir. Transformasyon yapilmis ¢esitler ile yapilmamis
cesitler verim acisindan karsilastirilmis  ve aralarinda  onemli  farkliliklar

bulunmamustir.
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Davidson ve ark. (2004), yapmis olduklari calismada A. tumefaciens'in
LBA4404 ve AGL1 izolatlar1 kullanarak sekiz farkli patates (Solanum tuberosum
L.) cesitlerine kanamisine (Npt Il) ve bdceklere karsi dayaniklilik (Cry 1Ac9)
saglayan genleri aktarmiglardir. Patatesin “lwa’ ve “llam Hardy” cesitleri
kullanilarak iki farkli bakteri izolatlarinin transformasyon etkinlikleri karsilastirilmis
ve her iki izolatta da transformasyon sonrasi rejenere olan sirginlerin sayisinda
benzerlik oldugu belirlenmistir. Fakat AGL1 izolat:1 ile yapilan transformasyon
sonrasinda bitkiler arasinda c¢esitlilik oramnin daha yuksek oldugu belirlenmistir.
Daha sonra “Karaka’, “Pacific”, “Red Rascal”, “Rua’, “Russet Burbank” ve “White
Delight” patates cesitleri A. tumefaciensin LBA4404 izolat1 ile transformayon
yapilmistir. Tahmini transgenik bitkiler Npt 11 icin PCR analizi ile kontrol edilmis ve
toplamda 116 hattan 105 tanesi PCR analizi sonucunda pozitif sonug vermistir. PCR
yapilmis bu bitkilerden 93 tanesinde ise CrylAc9 geninin oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen 77 transgenik bitkilerde sera kosullarinda Cry 1Ac9 protein genin patates
guvesi (Phthorimaea operculella)’ nin gelisimi Gzerine olan etkisi agisindan biyolojik
testlemelere tabi tutulmus ve 60 ng/g taze yapraklar kullamlmistir. Sonug olarak
transgenik bitkilerin patates givesinin larva gelisimini azalttig: anlasilmistir. Serada
yetistirilen ebebeyn bitkiler elde edilen transgenik bitkilerle fenolojik agidan
karsilastirilmis ve 55 tanesinin tamamen ebebeyn bitki ile benzer 6zellikte olduklari
belirlenmistir. Elde edilen bitkilere Southern analizi yaparak dayanklilik hatlart
ortaya cikarilmistir. CrylAc9 geninin 2/5 oramnda kopyalarimin olustugu
saptanmustir. Bircok transgenik bitki hatlar1 larva gelisimini azaltmis ve bunlarin
ebebeyn bitki genotipine benzer oldugu belirlenmistir.

Eliseu ve ark. (2004), Brezilya patates gesitlerinde genetik transformasyon
protokolli olusturmak icin calismalar yaprmislardir. Herbisit dayaniklilik geni, Npt 11
ve GUS genini igeren pGV1040 plazmidini tasiyan Agrobacterium tumefaciens
bakterisi transformasyonda kullanmuslardir. Bitki materyali olarak, 3 tane yerel gesit
olan “Aracy”, “Baronesa’ ve “Montigueind’ kullanmiglardir. Transformasyon ve
transgenik bitkilerin elde edilmesi 2 asamada gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri
transgenik bitkilerin dogal kosullara adaptasyonunu saglandiktan sonra sera
kosullarinda gelistirmislerdir. Gelisen bu bitkilerde ve kontrol bitkide sprey seklinde
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herbisit kullamlarak testlemeler yapilmistir. Yapilan testlemeler sonucunda kontrol
bitkide herbisitten dolay: olimler gozlenirken, transgenik bitkilerde herhangi bir
herbisit zararina rastlanmamstir. Southern blot analizi ile histokimyasal ve
florometrik analizler yapmuglardir. Arastrmada kullamlan 3 g¢esit transgenik
bitkilerden “Aracy” ve “Baronesa’ ¢esidinde yapilan bu transformasyon prosediiri
ile basar1 saglanmadigi dolayisiyla transgenik bitki elde edememislerdir.
“Montigueina’ cesidi patates bitkisinde ise elde edilen bitkilerin hepsinin transgenik
oldugu, yapilan analizler sonucunda belirlemislerdir.

Yamaguchi ve ark. (2004), tath patatesin “Beniazuma’ c¢esidinde yaprak
parcalari, petiol ve govde doku parcalarinda transformasyon ve rejenerasyon
caligmalar1 Uzerine calismalar yapmislardir. Agrobacterium tumefaciens in EHA105
izolat1 transformasyonda kullaniimistir.  plG121Hm binary vektér olarak Npt 11, Hpt
ve Gus A genlerini icermektedir. Ug dakikalik ortak-kiltivasyondan sonra (G
eksplanttan olusan kalluslar secilmistir. Transgenik bitkilerin selektif ortamu olarak
Linsmaier ve Skoog (LS) ortamina ilave olarak 50 mg/l Km, 30 mg/l Hg
kullamlmgtir. Bakterinin hiicre icinden eradikasyonu amaciylada 250 mg/l Cf
antibiyotigi kullamlmistir. Ortam igerisinde 15,13 pM absisik asit (ABA) ve
2,89 UM GA; ilave edilerek dokulardaki kahverengilesmeyi engellemislerdir. Elde
edilen transgenik sirglnler agisindan transformasyon etkinligi; goévde doku
parcasinda % 30.8, yaprak disklerinde % 11.2, petiollerde ise % 10.7 oldugunu
belirlemiglerdir. Gus A ve Htp genleri agisindan PCR analizi yapilmistir. On sekiz
bagimsiz transgenik bitkilerden elde edilen genomik DNA'’lardan Gus A geni
acisindan Southern hibridizasyonu yapilmis ve %4 oraminda T-DNA ya integre
oldugunu belirlemislerdir.

Meiyalaghan ve ark. (2005), yaptiklar: ¢calismalarda patatesin “lwa’ ¢esidine
A. tumefaciensin CaMV35S izolatimt kullanarak dort farkli Cry genlerini
aktarmuglardir. Aktarilan tim genlerin patates guves (Phthorimaea operculella)
larvalarina karsi dayaniklilik gosterdigi tespit edilmistir. CrylAc9 veya Cry9Aa2
genlerini tasiyan transgenik hatlarinin dayaniklilik seviyelerinin benzer oldugu,
zararlinin larva ve pupa gelisimini azalttigini belirlemislerdir. Patatesin transgenik
hatlar1 Cry 1Bal geni iceren bitkiler Uzerinde larva gelisimi ve 6lUm oranimin yiksek
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oldugu ve Cry 1Cab geni iceren bitkiler Uzerinde ise patates guves larvalarinin
% 100 oraninda 6ltimle sonuglandigint saptamslardir.

Okamoto ve ark. (2005), A. tumefaciens araciligi ile transformasyonu yapilan
bitkilerde genel olarak meydana gelen kahverengilesmeyi engellemek igin
indirgeyici  bilesikler kullanmanin transformasyona etkisini  arastirmiglardir.
Indirgeyici bilesiklerden 5 tanesinde (askorbik (L-ascorbik asit), sistein (L-cysteine),
ditiotretol (dithiothreitol), merkaptoetal (mercaptoethale) ve glutation (glutathione))
tatli patates transformasyonu Uzerindeki etkisini belirlemek icin calismalar
yapmuslardir. Segilen 5 bilesigin tath patateste enzimatik kahverengilesmeyi 6nleyici
etkisinin yam sira yaprak, kallus olusumu ve vir genlerinin gegisine etkisinin
oldugunu belirlemiglerdir. Tum 5 bilesikte 20-60 mM konsantrasyonunda
yapraklarda meydana gelen kahverengilesmeye kars1 denemeler kurulmustur. Ancak
yapraklardan elde edilen kallus olusumuna 10 mM konsantrasyonunda kullanilan
glutathione hari¢ digerlerinin kallus olusumunu azalttigi belirlenmistir. Bununla
birlikte yaptiklart calismalarda tim bu bilesikleri disuk konsantrasyonda
kullanilmasi sonucunda dokularda meydana gelen kahverengilesmeyi Onledigini
belirlemiglerdir. Merkaptoeta’nin  1-10 mM  konsantrasyonlarinda  kullanimi
bakteriden bitki hicresine T-DNA molekultinin gegisi esnasinda vir genlerin
aktivasyonunu baskiladigini belirlemiglerdir.

Huai-Jun ve ark. (2005), yapmis olduklar1 calismalarda, CaMV 35S promotor
bdlgesinin kontroll altinda olan simif 1 patatin genini A. tumefaciens aracilig: ile
patates (Solanum tuberosum L.) bitkisine aktarmislardir. Elde edilen transgenik
bitkiler de PCR yapilarak gen cogaltilmis ve Southern blot yontemi ile de genin
patates genomuna yerlestigi belirlenmistir. Yaptiklart northern hibridizasyonu ile de
transgenik bitkilerde normal olarak antises gen gecisi oldugunu gdostermislerdir.
Endojen sinif 1 patatin mRNA'mn  miktarinda azalma meydana geldigi
belirlenmistir. Transgenik bitkilerden elde edilen mikro yumrularin toplam
¢cOzulebilir protein icerigi ve lipid aktivitesi % 36.4'den % 31.4'e gerilemistir. Bu
antisens genin genoma yerlesimi sonucunda yumru olusumu ve yumrudan bitki

olusumunda azalma meydana geldigini saptarmslardr.
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Lafta ve ark. (2005), 1zofenil transferaz (Ipt) geninin bitkiye aktariimas: ile
bitkilerde sitokinin hormon sentezinde hiicre i¢inde katalizor olarak etki etmis ayrica
yumru olusumunda goérevli patatin promotdr bolgesini kontrol altinda tutarak da bitki
morfolojisi Uizerine etki etmektedir. Y aptiklar: calismalarda; izofenil transferaz (/pt)
genini patatesin yaprak ve yumrularina Agrobacterium tumefaciens aracilig: ile
aktarmuslardir. Sirgiin ve yumru olusumu agisindan elde edilen transgenik bitkiler
normal bir gelisim gostermistir. Ayrica transgenik bitkilerde daha yaygin olarak
stolon gelisimi olmasindan dolayr yumru sayisi daha fazla oldugunu belirlemislerdir.
Toplam taze ve kuru yumru agirligimin transgenik ve kontrol bitkilerde benzer
oldugunu da belirlemislerdir. Arastirmada kullamlan Zeatin konsantrasyonu
transgenik bitkilerde yumru olusumunu arttirdigi, yaprak olusumu tzerinde etkisinin
olmadigim saptamuslardir. Elde ettikleri transgenik bitkilerde /pt geni agisindan
Southern blot, nothern hybridizasyon analizi ile genin gegislerini tespit etmislerdir.

Banerjee ve ark. (2006), biyoteknolojik calismalar icin 6nemli bir Grin olan
patates bitkisinde genetik transformasyon calismalari yapmuglardir. Patatesin
(Solanum tuberosum subspecies andigena) yaprak doku parcalarim kullanarak A.
tumefaciens aracilig1 ile kanamisin ve SBEL5 genini aktarmuslardir. Transgenik
bitkilerde stok materyal gelisimi ve yaprak doku pargalarindan etkili bir rejenerasyon
sistemi gelistirmislerdir. Arastirmalarinda bazal MS ortamina ilave edilen BAP ve
NAA’in farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarinda yaprak doku parcalarindan 7
gun sonra kallus gelisimi gozlenmis, daha sonra Zeatin, GA; ve NAA
fitohormonlarin igeren bazal MS ortamu Uzerinde kulttre alinan kalluslardan 28 gin
sonra stirgun gelisiminin meydana geldigini rapor etmislerdir. Elde edilen transgenik
sirgunlerden kanamisin iceren hormonsuz bazal MS ortaminda kok olusumunu
gerceklestirmislerdir. Kanamisinli ortamda koklenmis bitkilerden 5 gtin icerisinde %
91 oraninda seleksiyon yapilmustir. Koklenen bitkilerde dogal kosullara adapte
edilmis ve segilen 20 tane bitkilerde gene spesifik genlerle RT-PCR yapmuslardir.
Y aptiklar1 calismalar sonucunda bakteri ile inokulasyondan 4 hafta sonra transgenik
bitkiler elde ederek oldukga hizli, etkili ve basit bir sekilde patatese gen aktarim

protokoli olusturmusglardr.
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Xing ve ark. (2007), tatl patateslerde embriyogenik kallus olusumunu tesvik
etmek ve kalluslara pTCK303 plazmidini tasiyan Agrobacterium tumefaciens
aracilig1 ile GUS genini aktararak uygun prosedir olusturulmasi Uzerine ¢alismalar
yapmuglardir. Transformasyonu optimize etmek icin bakteri yogunlugu, dncesi kiltir
periyodu, ortak kiltivasyon periyodu, bakteri soliisyonu icinde bekletme siresi,
asetosyringon konsantrasyonu ve mannitol uygulama zaman agisindan arastirma
yapmiglardir. A. tumefaciensin EHA105 izolat1 arastrmada kullanmiglardr.
Transformasyonda kullanmlan bakterinin konsantrasyonu OD 600nm de 0,8 olarak
ayarlanmistir. Embriyogenik kalluslara yapilan transformasyonda on-kultir ve ortak-
kiltdr asamasimin 4 gun olarak belirlemislerdir, ayrica bakteri icerisinde 10 dakika
bekletmek, 200 pM asetosyringon ve 60 dakika mannitol uygulamasinin da
transformasyon etkinligini arttirdigint belirlemiglerdir. Y apilan GUS analizi ile GUS
geninin gecisinin yluzdelerinin fazla oldugunu saptamslardir.

Chakravarty ve ark. (2007), yaptiklar1 calismalarda patates bitkisine A.
tumefaciens aracilig1 ile transformasyon calismalarim yapmuslardir. Patateste genetik
transformasyonun faydalar1 ve avantajlari, geleneksel yetistiricilik metotlar
arastirmis ve uygun transformasyon protokolU olusturmuslardir.

Kamenova ve ark. (2008), patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say)
patatesin en Onemli ve fazla zarar veren boOcekleri arasindadir. Bu bdcegin
populasyonlarinin - yiksek oldugu doénemlerde patates bitkisinin tamaminda
deformasyonlar ve zarar gorilmektedir. Y ogun bdcek populasyonlar: oldugu zaman
kontrol edilmesi oldukca zordur. Cunki patates bocegi insektisitlere karsi
dayaniklilik gostermektedir. Bu zararliyr kontrol etmek igin yaptiklar: arastirmada
biyoteknolojik yontemler kullanmiglardir. Sentetik elde ettikleri Bt genini
A. tumefaciens araciligi ile patates bitkisine aktarilarak patates boceginin kontrol
atina almayr amaclamislardir. Ug farkli Bulgaristan cesidi patates bitkisi ile
calismislardir. Elde ettikleri bitkiler kurulan tarla denemeleri ile bocege kars: test
etmislerdir. B. thuringiensis (Bt) den izole edilen Cry IIIA geni A. tumefaciens
aracilig: ile patatesin 3 farkli gesidine aktarmuglardir. Transformasyon sonrasi elde
edilen bitkiler DAS-ELISA ile serolojik analizler yapmuslardir. Cry Il1IA protein
yiginlarimn bulundugunu saptamislardir. PCR analizi ile molekiler analizlerini ve
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boceklerle besleyerek de biyolojik testler yapmislardir. Boceklerin beslenmeleri
sonucunda % 100 oraminda larva popllasyonlarin da azalma oldugunu
saptamiglardir. Yaptiklart bu c¢alisma ile etkili gen aktarim protokolini ortaya
cikarmiglardr.

Badr ve ark. (2008), yapmus olduklar1 ¢alismalarda patateste transformasyon
ve rejenerasyon sistemini gelistirmeye calismiglardir. Patatesin 4 farkli gesidine GUS
genini A. tumefaciens araciligi ile aktarmiglardir. Transformasyon yapilan dokularda
yuksek oranda rejenerasyon icin calismalar yaprmislardir. Transformasyon sonrasi
kiltdre alinan gdvde dokular1, yaprak dokularina gore oldukca fazla kallus olusumu
ve rejenerasyon meydana getirdigi  belirlemiglerdir.  Yaptiklari c¢alismalarda
rejenerasyon kabiliyetinin fazla olmasimin bitkinin genotipine bagli oldugunu
bildirmislerdir. GUS geninin pozitif gecis oran “Hermes” ¢esidi yapraklarinda % 40,
“Lady Rosetta’ da % 92.8, govde eksplantlarinda ise; “Hermes’ c¢esidi % 33.3 ve
“Lady Rosetta’ da % 91.6 ¢esidinde oldugunu belirlemislerdir. RAPD-PCR analizleri
ile bu bitkilerde somaklonal varyasyonun varligini da tespit etmisler ve bunun da
genotipe bagli oldugunu belirlemislerdir.

Arif ve ark. (2009), yaptiklar: ¢alismalarda patates tarimimin yapildig: genis
alanlarda tarim esnasinda en fazla sorun teskil eden Patates Y aprak Kivirciklig: virus
(PLRV) ve patates Y virusi (PVY)'ne kars1 dayanikli patates bitkileri elde etmek
amaciyla arastirma yapmuslardir. “Desiree” ¢esidi patates bitkisinde Agrobacterium
tumefaciens in  LBA4404pBinplus PLRV izolati kullamlarak  genetik
transformasyonlar yapilmistir. Kilttre alinan patates eksplantlarimin 25 hattinda Km
antibiyotigine dayanikli kalluslar gelismistir. 250 mg/l Cf ve 50 mg/l Km iceren
ortamlarda gelisen strgunler kdlttre alinmustir. Buradan gelisen siirgiinlerden DNA
izolasyonu ve spesifik primerler kullamlarak PCR yapmuslardir. Yapilan PCR
analizinde transgenik bitkiler spesifik PLRV replikaz geninin varligi agisindan 449
bp'lik bant olusturmuslardir. “Desiree” ve “Norkotah Russet” patates c¢esidinde
yapilan transformasyon sonucunda 2 adet kilif proteini (RC4pBinPAubi3P ve
RC435S) icerdigini belirlemislerdir. RC435S kilif proteinini iceren “Desiree” cesidi
icin transformasyon etkinligi oldukca yiksekken, “Norkotah Russet” ¢esidinin birkag
hattinda sadece bir tane kilif proteinini (RC4pBinPAubi3P) icerdigi belirlenmistir.

31



2. ONCEKI CALISMALAR Semiha UNLU YUCEER

“Desiree” cesidi patates bitkisinin de 13 tanesinde ise sadece Km'ye Kkarsi
dayaniklilik saglayan genin oldugu belirlemislerdir. Y aptiklar1 arastirmada 42 tane
saf transgenik bitkinin PCR sonucunda 28 bitki pozitif bantlar olusturmus ve bu
bitkilerin Uretimi yapilmistir. Uretimi yapilan bu bitkiler viris izolatlarina kars:
dayaniklilik gostermislerdir. Bu bitkilerden yapilan tarla denemelerinde Patates
Yaprak Kiwvircikligr virisi ve Y virusiine karst kontrol bitkiye gore ¢ok az bir
hassasiyet gosterdigini belirlemislerdir.

Khokan ve ark. (2009), patateste gen aktarimu icin uygun bir protokol
olusturmay1 amaglamislardir. Calismalarinda demir stoklarinda artis saglayan ferritin
genini A. tumefaciens araciligi ile patateste aktarmiglardir. Patatesin in vitro ve in
vivo'da gelisen yaprak ve internodium doku parcalarini ve A. tumefaciensin
pCAMBIA2301 plazmidini tasiyan LBA4404 izolat1 transformasyonda
kullanmiglardir. Plazmid iginde ferritin geni ve markdr gen olan neomisin
phosphotransferase (Npt 1) genini igermektedir. Transformasyon sonucunda
seleksiyon ortami olan 50 mg/l Km ve 500 mg/l Cf igeren antibiyotikli ortamlar
Uzerinde kiltire almiglardir. Km antibiyotigine dayanikl: sirginler 5-6 hafta sonra
gelismistir. Gelisen slirginler tekrar ayni antibiyotik iceren ortamlar Uzerinde kilttire
alinarak koklendirme yapmislardir. Dogal kosullara adapte edilen bitkilerden ferritin
geni icin PCR ve RT-PCR analizi yapmuslardir.

Listanto ve ark. (2009), patateste en cok zarara neden olan mildiyo hastaligina
kars1 micadele yontemlerinden biriside bu etmene karsi dayamkli cesitlerin
kullanilmasidir. Yaptiklart galismada Phytophthora infenstans hastalik etmenine
kars1 dayaniklilig1 saglayan RB genini A. tumefaciens araciligi ile patates bitkisine
aktarmiglardir. Calismalarin sonucuna gore “Merbabu” ve “Atlantic” cesidi patates
bitkisinde basaril1 bir rejenerasyon gerceklestigi gorulmistir. En fazla “Merbabu”
¢esidinde ortalama 30.6, “Atlantic” cesidinde ise ortalama 22.8 slirgiin meydana
geldigi gorulmustdr. “Granola” cesidinde ise 50 mg/l Kanamisin konsantrasyonunda
kiltire alinmasi sonucunda bitkinin oldukga hassas oldugu belirlenmistir. A.
tumefaciens in pCLDO4541 plazmidini tasiyan izolat1 ile transformasyon sonucunda
elde edilen bitkilerde PCR analizi yapilmis ve 619 bp ve 840 bp lik iki tane
cogaltilmis bdlgenin meydana geldigi gbzlenmistir.
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Nazarian ve ark. (2009), yapmus olduklar1 ¢alismalarda Bacillus thurigiensis
den izole edilen Cry genlerinden Coloeptera takimi boceklere karsi etkisini
arastirmiglardhr. Izole edilen Cry 1b, Cry 2, Cry 3a, Cry 3b, Cry lllc, Cry 7a, Cry 8a,
Cry 8b, Cry 8c, Cry 14, Cry 18, Cry 26, Cry 28, Cry 29,-34 ve Cry 35 genler
biyolojik testlemelerde kullaniimis ve ayrica izole edilen tim Cry genleri icin genel
31 primer kullamilarak PCR calismalar1 yapilmistir. Bacillus thurigiensis den izole
edilen Cry genlerinin toksin proteinleri Coleoptera takimindan Xanthogaleruca
luteola Mull. larvalarinda oldukga etkili oldugunu belirlemislerdir. Cry genlerinden
46 izolatin Coleoptera takimi boceklere kars: etkili oldugu ve % 65,7 oraninda larva
olumlerine sebep oldugu tespit edilmistir. izole edilen Cry genlerinin etkinlik ve
farkliliklarinin arastirmak amaciyla PCR calismalar1 yapilmislardir. Kullanilan genel
primerler kullanmilarak yapilan PCR ¢alismalarinda izolatlar arasinda en fazla sayida
Cry 18 ve Cry 26 toksin genlerinin bulundugu ve bulunma oramnin da Cry 18 igin %
27.1, Cry 26 geni igin ise % 24 oldugu tespit etmislerdir. Cry 14, Cry 3, Cry 28, Cry
34, Cry 35, Cry 7, Cry 8 genleri yapilan PCR sonucunda az sayida elde edilmislerdir.
Alinan sonuglaragoére Cry 14 igin %14.2, Cry 3 igin %12.5, Cry 28 icin %10, Cry 34
icin% 7, Cry 35i¢in % 7, Cry 7 ve Cry 8 igin ise % 5.6 oraminda bulundugunu tespit
etmislerdir. izolatlar arasinda Cry 11 geni % 48.5 oramnda bulunmustur. ikili
zincirler iceren Coleoptera takimina etkili Cry genlerinin X. luteola larvasina karsi
Bacillus thurigiensis subsp. morrisoni’den daha fazla etkili oldugunu tespit
etmislerdir. Izolatlardan 30 tanesinde Cry 1c, Cry 5, Cry 6, Cry 8b, Cry 9, Cry 10,
Cry 11, Cry 18, Cry 24 ve Cry 35 toksin genlerinde PCR analizi sonucunda
beklenmeyen band dizilimlerinin olusturdugunu goézlemislerdir. izole edilen cok
fazla Cry genlerinin etki mekanizmalarimin benzer oldugunu belirlemiglerdir.
Y aptiklar1 calismalar ile yeni Cry 1c dizilimlerinin belirlenmesi ve bilinen diger
farkli Cry genlerinin saptanmasi, klonlanmasi ve PCR ile ¢ogaltiimas: konusunda
uygun protokoller hazirlanmustir.

Alejandro ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismalarda, Bacillus thurigiensis
denizole edilen Cry 111 ve Cry IB genlerini Agrobacterium araciligi patates bitkisine
aktararak patates bocegine ve pamuk yaprak kurdu (prodenya)’na karsi dayanikli
cesitler elde etmislerdir. Elde ettikleri transgenik bitkileri biyolojik testleme yontemi
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ile analiz yapmiglar ve yiksek oranda larva olimlerinin meydana geldigini
belirlemiglerdir.

Kumar ve ark. (2010), Hindistan c¢esidi olan “Kufri Badshah” patates
bitkisinde etkili bir transformasyon igin ¢alismalar yapmuglardir. Arastirmalarimin ilk
asamasinda Cry 1Ab geninin patates guvesine karsi etkinligini belirlemisler daha
sonra bu geni pBinCG1 vektorine yerlestirerek transformasyonda kullanmiglardir.
Plazmide markdr gen olarak Npt 11 geni eklenmis ve transformasyon sonucu elde
edilen bitkiler antibiyotikli ortamlarda seleksiyona tabi tutulmustur. Seleksiyon
sonucunda bitkiler dogal kosullara adaptasyonlar1 saglanmis ve PCR analizleri
yapilmistir. Bu analiz sonucunda Npt |1 geni icin 713 bp, GBSSi promotOr geni igin
1206 bp ve Cry 1Ab geni icin ise 713 bp lik spesifik bantlar olusturduklarin
saptamiglardir.  Ayrica transgenik bitkilerde gen interaksiyonu igin Southern
hybridizasyonu yapmuslardir. Arastirma sonucunda gen gecisleri en fazla sirasiyla
stolonlar, yumrular, olgun yaprak ve genc yapraklarda oldugu belirlemislerdir. Elde
edilen bitkilerde yapilan biyolojik testlemede yumrularda beslenen larvalarda yiiksek
oranda 6lim gozlendigini belirlemislerdir. RT-PCR ve Nouthern hybridizasyonu ile
gen gecisleri tespit edilmistir. Yaptiklar1 calismalar sonucunda elde ettikleri
transgenik bitkilerin bocege karsi etkili bir dayanmiklilik gbsterdigini saptamslardir.

Borna ve ark. (2010), “Diamant”, “Carinal” ve “Granola’ ekonomik dneme
sahip patates gesitlerinin nodium ve internodium doku parcalarina Agrobacterium
araciligr ile genetik transformasyon calismasim yapmiglardir. Transformasyon
amaciyla Agrobacterium tumefaciensin GUS ve Npt Il genlerini iceren pBl12
plazmidini tastyan LBA4404 ki kullanilmigtir. “Diamant”, “Carinal” ve “Granola”
patates cesitlerinin nodium ve internodium doku parcalart kullamlarak kallus
olusumu sonrasi rejenerasyon ve direkt rejenerasyon calismalart yapmuslardir. En
fazla direkt slirglin rejenerasyonu saglayan ortamin “Diamant” ¢esidi igin MS +4.0
mg/l BAP +1.0 mg/l 1AA, “Cardinal” ¢esidi icin MS+ 1.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l IAA
ve “Granola’ ¢esidi icin ise MS + 5.0 mg/l BAP +1.0 mg/l 1AA oldugu tespit
edilmistir. /n vitro’ da elde edilen siirgiinlerden mikro yumru olusum icin calismalar
yapilmis en iyi mikro yumru olusumu saglayan ortamin ise MS ortamina 4.0 mg/|
BAP +1.0 mg/l 1AA ilave edilmesi ile elde etmislerdir. Transformasyonun optimize
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edilmesiyle % 87 oraninda transformasyon basarisi elde etmislerdir. Transgenik
dokularda GUS geni icermesinden dolay: histokimyasal GUS analizleri yapilmistir.
Ayrica elde edilen transgenik bitkilerde GUS and Npt Il genleri icin PCR analizleri
yapilmislardir.

Cingel ve ark. (2010), yapmis olduklar1 calismalarda “Dragacevka’ ve
“Jelica’ yerli patates cesitlerinde transformasyon calismalart yapmuslardir.
Orizasistein genleri olan OCI ve OCII genlerini Agrobacterium araciligi ile bu
cesitlerin yaprak doku parcalarina aktarmuglardir. ki farkli transformasyon
yontemleri denenmis ve “Dragacevka’ ¢esidinde % 60-68 oraninda, “Jelica” patates
gesidinde ise % 76-86 oraninda transformasyon basarisi tespit edilmistir. Tahmini
transgenik bitkilerde Npt Il geni icin PCR analizleri yapilmistir. Npt |1 geninin bitki
genomuna yerlesme yuzdes “Dragacevka’ c¢esidi icin; % 90.9, “Jelica’ c¢esidi icin
ise, % 76.9 oldugu tespit edilmistir. Yaptiklari calisma sonucunda bitkilerde
rejenerasyon ve transformasyon etkinliginin bikri genomuna bagli oldugunu
belirlemigleridir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma 2004-2011 tarihleri arasinda C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
B6lUumU Biyoteknoloji Laboratuvarinda yuritulmastar.

3.1 Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Arastirmada kullamlan kimyasallar ve bu kimyasallarla hazirlanan kaltir
ortamlarinin igerikleri Ekler (Ek 1-13) kisminda verilmistir.

3.1.2. Transformasyonda Kullanilan Bitki M ateryali

Arastirmada “Marfona” ve “Granola’ patates (Solanum tuberosum L.)
cesitlerine ait in vitro bitkilerin internodium, siirgiin ucu ve yaprak eksplantlar:
transformasyonda  bitki materyali olarak kullamlmistir.  Rejenerasyon ve
transformasyon caligmalarinda kullamlmak Uzere istenilen bitki doku parcalarim elde
etmek icin patates bitkisinin “Marfona” ve “Granola’ gesitlerine ait yumrular in vivo’
da kumlu toprak ile hazirlanan saksilar icinde 5 tekerriirlii olacak sekilde ekilmistir.
Patates yumrular: Toros Gubre A.S. ADANA’dan temin edilmistir.

3.1.3. Gen Transferinde Kullamlan Plazmid ve Agrobacterium tumefaciens
izolatlary

Arastirmada gen transferinde Agrobacterium tumefaciens in higromisine
dayanikliligimt (Hpt) saglayan markor genleri ile boceklere karst dayaniklilik (Cry
1A(c)) genini tastyan pCAMBIA1301 plazmidini iceren EHA101 izolat1 ve
kanamisine dayaniklilik geni (Npt I1) ile B-glukurodinaz (GUS) genlerini tasiyan
pGA482GG plazmidini iceren EHA101 bakteri izolati kullanilmistir. Cry 1A(c)
genini iceren pPCAMBIA 1301 plazmidi israil Tarimsal Arastirma Organizasyonu,
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Sebze Arastirma Boliimiinden (Volcani Center, Bet-Dagan, israil) ve pGA482GG
plazmidi Florida Universitesi, Turuncgil Arastirma ve Egitim Merkezi (CREC, Lake
Alfred, FL, USA)’' nden temin edilmistir. Arastirmada kullanilan plazmidlerin haritas
Sekil 3.1 ve 3.2" de verilmistir.

Klonlama Bélgesi

. N ag Sir
Bolgesi Bolgesi
CaMv GUS NT NP NPT NT

155P

Sekil 3.1. Bitki Transformasyonda Kullamlan pGA482GG Plazmidin de
Bulunan Markor Genlerin Semasi
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Sekil 3.2. Bitki Transformasyonunda Kullanilan pCAMBIA1301 Plazmidinin
Haritasi
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3.2. Metod

3.2.1. Kultar Ortamlarimin Haair lanmasi

Arastirmada kultir ortam olarak Murashige and Skoog (1962) (MS) temel besi
ortam ile 500 mg/l MES ile farkli hormon konsantrasyon ve kombinasyonlar: ilave
edilmis MS besi ortamlar1 kullanilmustir. Bu besi ortamlarin igerikleri Ek 1’ de
verilmistir. Kdltdr ortami ve stok sollisyonlarimin hazirlanmasinda destile su (dH20)
kullanilmis olup, bitki blytume dizenleyiciler (hormonlar) ilave edilerek hazirlanan
ortamlarin pH’st 1-0.5 M KOH ve 1-0.5 M HCI ile 5.8 e ayarlanmistir. Hazirlanan
kiltur ortamlarini katilastirmak amaciyla % 0.2 fitojel ilave edilerek 250 ml’lik
erlenlere konulmustur. Hazirlanan bu ortamlar otoklavda 121 °C’ de 1.2 atmosfer
basing altinda 20 dakika siire ile sterilizasyona tabi tutulmustur.

Hazirlanan besi ortamlarina transformasyon sonrasinda bakterileri 6ldirmek
amaciyla antibiyotik ilavesi yapilmistir. Antibiyotikler ve bazi blylime diizenleyici
hormonlar (Zeatin ve GA3) yuksek sicaklikta bozulmasindan dolay: 0.22 nm por
genisligine sahip filtrelerden (Schleicher & Schuell) gecirilerek sterilizasyona tabi
tutulmus ve otoklavda steril edilmis kaltir ortamlari 50-60 °C'ye kadar
sogutulduktan sonra steril kabin icerisinde kultir ortaminailavesi yapilmistir.

3.2.2. Patates Bitkis Yumrularimin In Vitro ve In Vivo Kosullarinda Kltire
Alinmasa ve Bitkilerin Elde Edilmes

Arastirmada transformasyon calismalarinda kullanilmak amaciyla, patates
yumrularimn dormansilerini kirmak igin yumrular 6nce ortadan ikiye bolinmus daha
sonra 100 mg/l GAs; iceren ¢Ozelti icerisinde 1 saat sire ile bekletilmistir.
Uygulamaya tabi tutulan yumrular daha sonra oda sicakliginda (261 °C) karanlik
kosullarda 1 hafta tutularak sirgin vermeleri saglanmistir. Sirgunler 1-2 cm
uzunluguna ulastiginda steril kosullarda % 70’lik etil alkol icerisinde 1 dakika
bekletildikten sonra % 0.1 tween-20 iceren % 5'lik ticari sodyumhipoklorit
soltisyonu icerisinde 10 dakika bekletilerek, 3 kez steril saf su ile yikanmisg ve daha
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sonra steril filtre kagitlar1 Uzerinde 5-10 dakika sire ile kurutularak sterilizasyon
islemi tamamlanmistir. Steril kabin icerisinde ylzey sterilizasyonu uygulanmis
yumru surgunleri steril kabin (Lamin air flow, Nuve LN,120) igerisinde slirgiin
meristemleri steril keskin bir bistird ile 3-5 mm uzunlugunda kesilerek ve tipler
icerisinde % 2 sakkaroz ve % 0.2 fitojel iceren kati MS ortamu Uzerinde klima
odasinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullarda 26x1 °C’ de kulttre alinmistir
(John ve ark. 1992; Sharma ve ark. 2000; Unlu Y uceer ve Koc 2006).

In vivo da yetistirilen bitkilerinde stirgin uclar1 ve internodium parcalar: steril
kosullarda % 70'lik etil alkol igerisinde 1 dakika bekletilerek daha sonra steril saf su
ile bir defa yikanarak On sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra farkl: stirelerde (5,
10, 15 ve 20 dakika) ve farkli dozlarda (% 1, 3, 5, 10 ve 15) ticari sodyum hipoklorit
ile ylizey sterilizasyonun uygulanmustir. Sterilizasyondan sonra doku pargalar: 3 kez
steril saf su ile yikanmis ve daha sonra steril filtre kagitlar: Uzerinde 5-10 dakika stire
ile kurutularak islem tamamlanmistir. Sterilize edilen eksplantlar tipler icerisinde
% 2 sakkaroz ve % 0.2 fitojel igeren kat1 MS ortamu Uzerinde 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik kosullarda 261 °C sicakligindaki klima odasinda kiiltire alinmigtir. Kulttre
alinan eksplantlardan 4-8 hafta sonra gelisen yaprak ve internodium doku parcalari
transformasyonda kullanilmistir.

3.2.3. Transformasyonda Kullamilan Bitki Doku Parcalari ve Ortamlarin
Belirlenmes

In vitro ve in vivo da kiltire ainarak elde edilmis olan bitkilerin yaprak ve
internodium doku parcalar: kesilerek siirglin gelisimini tesvik etmek amaciyla bitki
doku parcalar: (0.1, 0.5, 0.7, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l) BAP, (0.8, 1.0, 2.2, 3.0, 4.0,
4.78, 5.0 mg/l) Zeatin, (0.5, 1.0 mg/l) Kinetin, (0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 2.0 mg/l) GAs,
(2.0, 3.0 mg/l) 2.4-D, IBA, (0.02, 0.1, 0.5 1.0, 20, 3.0, 5.0 mg/l) NAA
hormonlarimin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarini iceren MS ortamlar:
Uzerinde kilttre alinmiglardir. Bu stirenin sonunda en iyi surgiin gelisimi gozlenen

ortam tespit edilmis ve daha sonraki calismalarda bu ortam kullamlmistir. Elde
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edilen strgunler en iyi kok gelisimini saglayan uygun ortamin saptanmasi igin farkl

oksin konsantrasyon ve kombinasyonlarini iceren M S ortanunda kiiltlre alinmustr.

3.2.4. Agrobacterium tumefaciens izolatlarimn K iltiir i

Gen transferinde kullamlan A. tumefaciens in pCAMBIA1301 plazmidini
iceren EHA101 izolat1 50 mg/l Kanamisin (Km) igeren 10 cm ¢apindaki cam petri
kutularinda bulunan kat1 YEP ortamu (Ek 2-3) Uzerine Oze ile cizilerek 28 °C’ de
kiltdre alinmistir. Bakterileri taze olarak muhafaza etmek amaciyla kati ortam
Uzerinde gelisen bakterilerden bir ay ara ile bir koloni 6ze ile alinarak tekrar 50 mg/I
Km iceren Y EP ortamu Uzerinde alt kilttre alinmis ve koloni gelisimini tamamlayana
kadar bakteriler inkiibator icinde gelistirilmistir. Koloni gelisimini tamamlamis olan
bakteriler transformasyonda kullanmilincaya kadar petri kutular: icerisinde +4 °C’ de
buzdolabinda 1-1.5 ay muhafaza edilmistir.

Her iki bakteri izolatinin petri kutularinda gelisen kiltirlerinden birkag koloni
Oze ile alnarak ve 100 ml’lik cam erlenmayerlerde bulunan, igerisinde 50 mg/l Km
iceren 20 ml sivi YEP ortamina inokule edilmis ve 28 °C’'de 200 devir/dakika da
calisan bir calkalayici Uzerinde gece boyunca gelistirilmistir. Gelisen bakteri
kultdrinden eksponensiyel safhada taze bakteri stispansiyonu elde etmek amaci ile
bakteri sivi kilturiinden 500-1000 m alinarak 100 ml’ lik erlen mayer iginde 50 mg/I
Km iceren 20 ml sivi YEP ortamina tekrar inokule edilerek 5-6 saat sireyle
calkalayici Uzerinde tekrar gelistirilmistir (Sharma ve Ortiz 2000; Kayim 1997; Koc
ve ark. 2007).

3.2.5. Transformasyonda Kullanilan Bakteri Soltisyonlarinin Hazirlanmasu

Gen transferinde kullanilan A. tumefaciens inkuibatorli calkalayici icinde 6 saat
boyunca Uretilerek bakteri slispansiyonu elde edilmistir. Bu stispansiyon 10 ml’lik
plastik tuplere esit miktarda dagitilmis ve 15 dakika 2200 devir/dakika da santrifij
(Sigma Mikro Santrifuj 1-14) edilerek bakterilerin tiplerin tabamna ¢okmesi ile
bakteri pelleti elde edilmistir. Pelletin Gzerindeki sivi, bir pipet yardimi ile alinmustir.
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Tlpin tabanindaki  bakteri pelletinin  Uzerine transformasyon sollsyonu ilave
edilmistir. Transformasyon solUsyonunun igerigi EK 4 de verilmistir. Bakteri
solisyonunun igcine pH'y1r sabitlemek amaci ile MES [2(N-Morpholino)
ethanesulfonic acid] ve bakterilerin virtlensligini arttirarak bitki dokusuna girisini
tesvik etmek icin 1 mg/l 2.4-D, 20 mg/l asetosringon ve 5 mM Betain ilave
edilmistir (Koc ve ark. 1997) (Ek 5). Bu soltsyon ile sulandirilan bakteriler
transformasyon icin hazir duruma getirilmistir. Transformasyonda kullanilacak olan
bakteri yogunlugu spektrofotometre (DIGILAB, HITACHI, U-2800) yardim ile
Optik yogunluk (OD)=550-600 nm’de olcllerek transformasyon i¢in uygun deger
olan OD=0.2’ye ayarlanmistir (Banerjee ve ark. 2006; Koc ve ark. 2007).

3.2.6. Bitki Doku Parcalarinin A. tumefaciensile Transfor masyonu

Transformasyonu optimize etmek icin dnce Agrobacterium tumefaciens'in
pGA482GG plazmidini iceren EHA 101 izolat1 daha once in vitro da gelistirilen
bitkilerin yaprak ve internodium doku pargalar1 ortak kdlttre alinmistir. Bunun igin
eksplantlar 3.2.5.’de belirtildigi gibi hazirlanan bakteri soliisyonu icinde 10, 15, 20,
30 ve 40 dakika bekletilmistir. Bu sire sonunda bir pens yardimi ile alinan bitki
parcalar1 Uzerindeki fazla bakteri solusyonunu almak icin steril filtre kagidimn
Uzerinde bir siire bekletilmistir. Daha sonra kotiledon yapraklarin damarli kisimlari
ortama temas edecek sekilde, internodium doku parcalart Ek 6 da verilen bitki
regenerasyon ortanmim (zerinde 26+1 °C’ deki klima odalarinda karanlik kosullarda
1,2 ve 3 gun sire ile inkiibe edilmistir. Buradan alinan sonuclar dogrultusunda A.
tumefaciens' in pPCAMBIA1301 plazmidini igeren EHA 101 izolat1 ile ayni yontemle
inokulasyon yapilmistir (Ooms ve ark. 1987; Visser ve ark. 1989; Kayim 1997;
Kayim ve ark. 2004; Unlu Y uceer ve Koc 2006).

3.2.7. Transgenik Bitkilerin Regenere Edilmes

Bitki doku pargalarimin iki gun sire ile bakteri ile birlikte kiltire alinmasindan
sonra cevresinde bakteri haleleri gdzlenen bitki doku parcalar: Uzerindeki bakterileri
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uzaklastirmak amaciyla eksplantlar 300 mg/I Karbenisilin (Ch), 250 mg/l Sefotaksim
(Cf), 10 mg/l Higromisin (Hg) ve 50 mg/l Km antibiyotiklerini igeren bitki
rejenerasyon ortamlar: Gzerinde kiltire alinmiglardir. Kiltire alinan dokulardan bitki
rejenerasyonu amactyla farkli eksplantlar icin farkli ortamlar kullanilmistir. Yaprak ve
internodium doku parcalarindan rejenerasyon icin antibiyotikler (Cb, Km, Cf, Hg)
ilave edilmis, EK 7° de verilen modifiye edilmis MS ortamlar1 kullanimistir.
Transformasyon sonrasi elde edilen bitkilerin doku pargalarindan GUS analizi
(Jefferson ve ark. 1987) yapilmis ve bu sayede transformasyonun gerceklesip
gerceklesmedigi belirlenmistir. Daha sonra diger bakteri izolat1 ile de aym yontemlerle
transformasyon yapilarak bitki rejenerasyonu gerceklestirilmistir. Bitki parcalar: her 15
gunde bir alt kdltire alinarak ortamlar tazelenip stirglin rejenerasyonu izlenmistir.
Bakteri ile inokule edilmeden antibiyotikli ortam Uzerinde kiltire alinan bitki doku
parcalar: negatif kontrol olarak kullanilmstir.

3.3. Transgenik Bitkilerde In Vitro Mikro Yumru Olusumu

Y aprak ve internodium doku parcalarindan gelisen tahmini transgenik bitkiler
bazal MS, farkli konsantrasyonlarda Kinetin (1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/l), NAA (0.1, 0.5 ve
1 mg/l) ile sakkarrozun farkli diizeyde miktarlarin iceren (0, 15, 30, 45, 60 ve 90 g/l)
MS ortamu Uzerinde karanlik ve aydinlik kosullara sahip klima odasinda kulttre
alinarak mikro yumru olusumlar: tesvik edilmistir (Romanov ve ark. (2000; Yu ve
ark. 2000; Altindal ve Karadogan 2010).

Elde edilen sonuclar tesadiif parselleri deneme desenine goére varyans analizi
MSTAT-C paket programi kullanilarak istatistiki farkliliklar: belirlenmistir.
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3.4. GUS Geni Eksprasyon Analizi

3.4.1. Histokimyasal GUS Analizi

3.4.1.1. Orneklerin Hazirlanmas

Histokimyasal GUS analizi yapilmadan once bitki doku parcalar: (yaprak ve
internodium) A. tumefaciens in EHA101 izolat1 ile inokule edildikten sonra bitki
eksplantlar antibiyotikli secici besin ortam: Uzerinde 26+1 °C de 16 saat 151k 8 saat

karanlik kosullara sahip klima odalarinda kiltire alinmstur.

3.4.1.2. GUSAnaliz

Histokimyasal GUS analizi Jefferson ve ark. (1987)' nin gelistirdigi yontem
temel alinarak Kayim (1997) tarafindan yapilan modifikasyona gore yapilmistir. Bu
amacla daha 6nceden hazirlanan transgenik bitki dokular1 Ek 8-9' da verilen X-Gluk
solusyonu icinde 37 °C’ de 1-24 saat karanlikta inkube edilmistir. Bitki doku
parcalart belirli araliklarda kontrol edilerek dokularda meydana gelen mavi renk
degisimi gozlenerek dijital fotograflar: gekilmistir.

3.5. Regenere Edilen Bitkilerin Koklendirilmesi

Yaprak ve internodium doku parcalarindan gelisen bitkicikler farkli
konsantrasyonlarda IBA (0.3, 0.5 ve 1 mg/l) ve NAA (0.1, 0.3, 0.5 ve 1 mg/l) igeren
modifiye edilmis MS ortami Uzerinde kiltire alinarak kok olusumlart tesvik
edilmistir.

3.6. Koklenen Bitkilerin Topraga Aktarilmas ve Adaptasyonlar:

In vitro kosullarda transformasyon sonucu elde edilen bitkilerden kok
olusturanlar ve yaklasik 15 cm boyuna ulasan bitkiler tipler igerisinden c¢ikarilip
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koklerindeki ortam kalintilart ¢gesme suyuyla iyice yikanarak temizlenmistir. Bu
asamada koklerde olacak zedelenme sonucu meydana gelecek yaralardan herhangi
bir hastalik etmeninin girisini engellemek amaciyla koruyucu bir fungusit olan
Captan (2 g/l) iceren su icerisinde 15 dakika bekletilmistir. Bitkiler daha sonra 1:1
oraninda hazirlanmis olan torf ve perlit iceren karisima aktarilmistir. Topraga
aktarilan bitkilerin nem kaybini engellemek amaciyla iki hafta sire ile saksilar
polietilen plastik bir torba ile kapatilmistir. Bu slire sonunda plastik torbalarin agzi
acilarak, 15 dakikadan bir saate kadar degisen zaman araliklar1 ile 2 hafta boyunca
acik tutulmus ve bitkilerin normal sera sartlarina adaptasyonlar: saglanmistir. Serada
sicaklik 26+1 °C olarak, aydinlatma ise normal floresan lambalar ile 16 saat olup, 8
saat karanlik olarak ayarlanmustir.

3.7. Transgenik Oldugu Varsayilan Bitkilerin PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) Analizi

3.7.1. Genomik DNA izolasyonu

Saksida gelistirilmis olan bitkiler belli bir buyuklige gelince yapraklardan
DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu bazi degisikliklerle Kog ve ark.
(2007)’ nin yonteme gore gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonunda, bitki yapraklarindan yaklasik 100 mg doku parcast
ainarak 1.5 ml lik santrifdy tUpler icerisine konulmus ve Gzerine sivi nitrojen
eklenerek plastik cubuklar yardimiyla bitki dokusu toz haline getirilmistir. Toz
halindeki yaprak parcalarim ekstrakte etmek amaciyla tizerine 500 m ekstraksiyon
tamponu (Ek 10) ilave edilmis ve bir plastik uc ile karigtirilmistir. Hazirlanan doku
stispansiyonu 65 °C’deki suda 15-20 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu karisim
Uzerine 0,7 hacim fenol 0,3 hacim 24:1 oraminda kloroform/izoamil alkol eklenmis
ve elde edilen bu bitki stispansiyonu nazik bir sekilde iyice karistirildiktan sonra
+4 °C de 14.000 rpm de 10 dakika santrifuj edilmistir. Santrifujden sonra tiipte 2
farkli faz olusmustur. NUkleik asitler Gstteki sivi kisimda oldugundan bu kisim yeni

bir santriftj tuptne aktarilmis ve Kirli gorinimde olanlar igin bir 6nceki asama
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tekrar edilmistir. Ikinci kez Ustteki sivi alindiktan sonra 1 hacim 24:1 oraminda
kloroform/izoamil alkol ilave edilerek tekrar +4 °C de 14.000 rpm de 10 dakika
santrifuj edilmistir. Aym sekilde Ustteki sivi kisim tekrar yeni bir tipe alinarak
tizerine 50 ng/ml RNase (sigma) ilave edilerek 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Bu sekilde elde edilen DNA solisyonunda RNA’ larin yapisi RNase uygulamasi ile
bozulmus olsada ortamda protein ve polisakkaritler mevcut oldugundan bunlari
parcalamak amaci ile 50 ng/ml proteinaz K (sigma) soltisyona ilave edilmis ve bir
onceki basamakta oldugu gibi 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu sekilde
kismen saflastirilmis olan DNA'y1 tortu halinde ¢oktirmek amaciyla soltisyonun
Uzerine 0,6 hacim soguk izopropanol ve 0,3 M sodyum asetat ilave edilmistir.
Sollisyon + 4 °C de 10 dakika 14.000 rpm de santriftjj edilerek DNA nin ttptn dip
kisminda toplanmast saglanmistir. Tortu halindeki DNA 6nce % 100’ |0k sonra
% 70" lik etanol ile yikandiktan sonra 10 dakika filtre kagid: Gizerinde normal hava
kosullarinda kurutulmustur. Bu sekilde suyu uzaklastirilmis tortu halindeki DNA ‘y1
¢ozmek ve soliisyon halinde saklamak amact ile herbir santrifdy tdpine 20 M TAE
(Ek 12) tamponu konulmustur. Hazirlanan DNA 6rnekleri — 20 °C de calisan derin
dondurucuda saklanmustir.

3.7.2. PCR Analizleri

Patates bitkisinden izole edilen DNA o6rnekleri Npt 11, Hpt ve GUS genlerinin
varligi agisindan PCR analizleri ile test edilmistir (Roenhorst ve ark., 2005). Bu
genlere gspesifik dizayn edilmis primerler oligonukleotid sentezi yapan
firmalardan temin edilmistir. Npt I1, Hpt ve GUS genleri icin sag ve sol sinir olmak
Uzere iki adet primer kullamlmistir. Bu primerler 21 nikleotidlik baz dizilerinden
olusmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonunda Npt 1 icin (ileri primer 5 TGC GCT
GCG AAT CGG GAGCG 3 ile geri primer 5 CAC GCA GGT TCT CCG GCCGC
3') primerleri, GUSicin (ileri 5 CAT AGA GAT AAC CTT CAC CCGG 3 ile geri
5 GTG GGC ATT CAG TCT GGA TCG 3'), higromisin antibiyotigine dayaniklilik
geni icin (ileri 5 CGG AGT CGT GGC GAT 3'), (geri 5 AGT TCG ACA GCG
TCT 3) primerleri kullanilmistir (Beaujean ve ark. 1998; Barrell ve ark. 2004). PCR
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icin ilk 6nce 3.7.1.’de anlatildig1 gibi DNA izolasyonu yapilmis ve her 6rnek igin 50-
100 ng DNA kullanilmistir. PCR reaksiyon karisimi igin 0.4 ml dNTPs (10 mM), 2.5
m PCR baffir1 (50 Mm KCI, 10 Mm Tris-HCI (25°C’de pH:9.0), 1.5 mM MgCl, ve
0.1 % Triton X-100) (10x), 25 m MgCl, (15 mM), 1 m Primer 1 (100 ng) , 1 m
Primer 2 (100 ng), 1 m DNA (50-100 ng), 0.2 ml Tag Polimeraz (5 U/m),
karstirilmig ve toplam hacim ddH,O ile 25m olacak sekilde 0.5 ml’lik santrifdj
tuplerinde hazirlanmistir. PCR tupleri Npt I1, Hpt ve GUS genlerinin ¢ogaltiimasi
icin gerekli olan ve daha 6nceden programlanmis PCR aleti (Techne) igerisine
yerlestirilmis ve program 94 °C’de 1 dakika 1 dongti, bunu takip eden diger program,
94 °C'de 1 dakika, 68 °C’'de 1 dakika ve 72 °C'de 1 dakika olmak Uizere 30 dongu
olarak uygulanmustir. DOngu tamamlandiktan sonra drnekler 72 °C’ de 4 dakika daha
inktibe edilmistir. Npt 1, GUS ve Hpt genlerinin varlig: yapilan PCR analizleri ile
kanitlanmigtir. Cry 1A(c) geninin bazi bolgeleri mutasyonla modifiye edilerek
Monsanto firmast tarafindan patentli olmasindan dolayr baz dizilimi gizli
tutulmaktadir. Bu nedenle de bu gen icin PCR yapilamamistir. PCR dongust
tamamlandiktan sonra PCR Urtnleri agaroz jelde molekdl agirliklart bilinen
markorler kullanilarak elektroforez edilmistir.

3.7.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jeli IXTAE (Tris asetate) (Ek 11) elektroforez tamponu kullanarak
hazirlanmistir. Amaca gore % 1'lik agaroz 1IXTAE icgerisinde mikrodalga firinda
eritilmis ve 60 °C ye kadar sogutulduktan sonra iki tarafi bant ile kapatilmus, tarakl
jel kalibina dokulmuistir. Agaroz katilastiktan sonra bantlar ve tarak cikartilmis jel
kabi 1xTAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir. PCR sonucu elde
edilen DNA ornekleri icerisine loading tamponu (Ek 12) eklenerek pipet yarcim ile
cukurlara yerlestirilerek 2 saat 80 volt ile elektroforez edilmistir bu sekilde
DNA’larin katota (+) dogru gocu saglanmis ve bromofenol mavi boya DNA’dan
belli bir mesafe uzaklastiktan sonra elektroforez tamamlanmistir. Daha sonra jel EtBr
(Etidium bromid) (Ek 13) ile 10-15 dakika boyanmis ve 1XTAE tamponu ile
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yikanmustir. Boylece EtBr ile boyanan DNA 6rnekleri 260 nm dalga boyunda bir UV

transilliminator Gzerinde incelenerek poloroid ve dijital fotograflar: gekilmistir.

3.8. Transgenik Patates Bitkilerinin Biyolojik Olarak Testlenmes

3.8.1. Patates Bocegi Uretimi

Uretim galismalar1 26-27 °C sicaklik, % 60-65 orantili nem 16 saat aydinlik 8
saat karanlik kosullardaki iklim odasinda yapil mistir.

Bu amacla plastik saksilarda vyetistirilmis patates bitkileri 30" 55" 70 cm
boyutlarindaki kafeslerde (Sekil 3.3, Sekil 3.4 A) 1 adet olarak konulmustur. Arazi
kosullarindan toplanan Patates Bocegi ergin ve larvalari her kafeste 10 adet olacak
sekilde patates bocegi ergini ve larvalarr birakilmistir. Gunltk kontrollerde kimeler
halinde yapraklar Uzerine birakilmis yumurtalar alinarak (Sekil 3.4 B) Gzeri til ile
ortult kutular muhafaza edilmistir. Yumurta paketlerinden elde edilen larvalar hem
Uretimde hem de biyolojik testlemede kullanilmistir (Meiyalaghan ve ark. 2005;
Nazarian ve ark. 2009).

Sekil 3.3. Biyolojik Testlemede Kullamlan Bocek Kafesleri
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Sekil 3.4. Biyolojik Testleme Amaciyla Kontrollt Kosullarda Bocek Kafesleri
Icerisinde Uretimi Yapilan Kontrol Patates Bitkisi (A) Patates Bocegi
(Leptinotarsa decemlineata Say.) ve Yumurta Paketi (Anonim 2009) (B)
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3.8.2. Transgenik Bitkilerde Biyolojik Testleme

Elde edilen transgenik bitkiler sera kosullarinda bocek kafesleri icerisinde
Patates BOcegi (Leptinotarsa decemlineata Say.) nin farkli donem (3. ve 4.) larva ve
erginlerinden bitki basina 4 ve 5 er adet olacak sekilde denemeleri kurulmus ve bu
larva ve erginlerdeki 6lum oranm gozlenmis ve elde edilen sonuglara gére varyans
analizleri yapilarak igtatistiki olarak farkliliklar: belirlenmistir (Lagnaoui ve ark.
2000; Davidson ve ark. 2002; Davidson ve ark. 2004; Nazarian ve ark. 2009).

Patates boceginin 3. ve 4. donem larvalar: transgenik “Marfona’ ve “Granola’
bitkileri ve kontrol (“*Marfona’ ve “Granold’) bitkilerden alinan yapraklarla plastik
petriler Uzerinde 5 tekerrirlii deneme kurulmustur. Kurulan denemede petriler
Uzerine steril filtre kagitlart nemlendirilerek, kontrol ve transgenik bitkilerin
yapraklart konmustur. Her bir petri Uzerine 4 adet patates bocegi yerlestirilmis olup,
4 gun slre ile beslenerek bu siire sonunda larvalarin ortalama agirlig1 alinarak elde
edilen sonuglar varyans analizi MSTAT-C paket programi kullanilarak istatistik
analizleri yapilmistir. Transgenik “Marfona” ve “Granola’ ¢esidi Uzerinde 4 gin
boyunca beslenen 3. ve 4. donem patates bocegi larvalarin agirliklarinda gozlenen
farklilasma verileri EK 14'de verilmistir. Yapilan igtatistik analizlerinde alinan
veriler, ana faktor gunler, alt faktor olarak da uygulamada kullanilan bitkiler olacak
sekilde bolunmis parseller deneme desenine gore degerlendirilmistir. Ortalamalar ise
en kucuk guvenilir fark (LSD) testine gore karsilastirilmistir.

Ayrica, saksi iginde bulunan transgenik bitkiler (“Marfona” ve “Granola’) ve
kontrol (“Marfona” ve “Granola’) bitkiler ile birlikte 26-27 °C sicaklik, % 60-65
orantili nem 16 saat aydinlhik 8 saat karanlik kosullardaki iklim odasinda biyolojik
testleme icin 3 tekerrirlli olacak sekilde deneme kurulmustur. Bu denemede saksilar
Uzerine fitre kagich ile kapatilmis ve her bir saksiya patates boceginden 5 adet 3. ve
4. donem larva olacak sekilde konulmus ve Uzeri plastik balonlarla kapatiimis ve
etrafi bantla sarilarak disaridan izole edilmistir (Sekil 3.5). Her bir bitki Gzerine 5
adet patates bocegi yerlestirilmis olup, 4 giin sire ile beslenerek bu siire sonunda
larvalarin ortalama agirligi alinarak ytizde 6lim ve gelisim oranlar1 hesaplanmustir.
Y Uizde 6lim oram hesaplanmasi; kurulan deneme esnasinda 6lms larva, agilmayan
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pupa ve ergin toplamlarinin ayri1 ayri denemede kullanilan toplam beslenen larva
sayisina bolinmesi ve bu cikan degerlerin 100 ile carpilmast sonucu yizde 6lim
oram degerleri bulunmustur. YUzde gelisim oranimin hesaplanmasi ise; kurulan
deneme esnasinda agilan pupa, gelisen larva ve ergin toplamlarinin ayri ayri
denemede kullanilan toplam beslenen larva sayisina bolinmesi ve bu c¢ikan

degerlerin 100 ile carpilmast sonucu yizde gelisim oram degerleri bulunmustur.

Sekil 3.5. Saksida Y etistirilen Cry 1A(c) Genini iceren Transgenik “Marfona” (A) ve
“Granola’ (B) Patates Cesitleri ile Kontrol Bitkilerin Y apraklari Uzerinde
Beslenen Patates Bocegi (L. decemlineata Say) Larvalarimin Olusturdugu
Zarar
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3.9. Transgenik Bitkilerden Elde Edilen Ve etatif Yumrularin Testlenmes

Doga kosullara adaptasyonlar1 saglanmis olan transgenik bitkilerden vejetatif
donem sonrasinda elde edilen yumrularin dormansilerini kirmak icin 1 gece +4 °C'de
bekletilmistir. Dormansileri kirilan yumrular in vivo kosullarda kontrollli sera
ortaminda kulttire alinarak gelismeleri saglanmistir. Elde edilen bitkilerden 3.7.1'de
anlatildigi gibi DNA izolasyonlart yapilmistir. Elde edilen DNA’lar 3.7.2'de
anlatildigi gibi Higromisin B antibiyotigine dayaniklilik geninin (Hpt) varlig
acisindan PCR analizleri yapilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Arastirmada Kullamlan Bitki M ateryallerinin Belirlenmes

Yumrularin ekilmesinden 4-8 hafta sonra vejetatif gelisme oldugu
gozlenmistir. “Marfona” patates cesidinin “Granola’ c¢esidine gore cikis guicinin
yuksek, hizli ve yatik blyidugi saptanmistir (Sekil 4.1).

Ayrica patates yumrularinin meristemlerinden bitki elde etmek amaciyla,
yumrular 100 mg/l GAziceren ¢ozelti icerisinde 1 saat veya +4 °C’de 1 haftaslreile
bekletmek, patates yumrularinin dormansilerini kirmada etkili oldugu gorulmaisttir.

In vivo kosullardan in vitro kosullara sirgin uclar1 ve internodium doku
parcalarinin sterilizasyonunda farkli dozda kullamilan dezenfektan ve siresinin
patates dokularindaki canliligi, bakteri ve fungal etmenler tarafindan olusan
bulasiklik oranlar: tizerine olan etkileri Cizelge 4.1. de verilmistir.

Ylzeysel sterilizasyona maruz birakilan her iki patates gesidine ait surgin
uclarinda sodyum hipoklorit yizey sterilizasyon siresi ve uygulama dozu
arttirldiginda canlilik orammin azaldigi, buna karsilik siirgtin ucu doku pargasinda
bulasiklik oraninin ise dogrusal olarak azaldigi gorulmektedir (Cizelge 4.1.). Sirgin
uclarina gore daha dayanikli olan govde parcalarinda %1-3 gibi  distk
konsantrasyonda sodyum hipoklorit uygulamasinda bulasiklik oram oldukca fazla

olmustur.
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S R CThar ]

:ﬁii“‘mg =

Sekil 4.1. In vivo Kosullarda “Marfona’” (A) ve “Granola’ (B) Patates Cesitlerin
Yumrularindan Gelistirilmis Patates (Solanum tuberosum L.) Bitkileri.
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Cizelge 4.1. Ylzey Sterilizasyonu Amaciyla Kullamlan Ticari Sodyum Hipokloritin
Farkli Konsantrasyonlarinin ve Sirelerinin “Marfona” ve “Granola’
Cesitlerine Ait Patates Eksplantlarimin Canliligir ve Bulasiklik Oram
Uzerine Etkileri

Sodyum Bitki
hipoklorit Slre Eksplantlarinda | Bulasiklik
Konsantrasyonlar: | (dakika) Canlilik Oran Oran (%)
(%) Sirgin | Govde
Ucu Parcalar

1 100 100

3 100 100

5 5 80 80 100

10 50 60

15 40 50

20 30 40

1 100 100

3 100 100

5 10 80 100 50

10 50 70

15 40 50

20 30 40

1 100 100

3 80 100

5 15 50 80 0

10 40 50

15 40 40

20 30 30

1 80 100

3 60 90

5 20 40 60 0

10 20 30

15 20 20

20 10 15

Cizelge 4.1. de goruldugu gibi bitki doku parcalarinin % 10, 15 ve 20'lik
sodyum hipoklorit ve % 0.1 Tween-20 igeren ¢ozelti igerisinde 10-15-20 dakika gibi
farkli strelerde bekletildigi uygulamalarda eksplantlardan bitki rejenerasyonunun
gozlenmedigi ve bitki doku parcalarimin kahverengileserek zaman igerisinde 6ldugu
gozlenmistir. % 21'lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilen dokularin,
canliliklarimin devam ettigi fakat yogun miktarda saprofit patojenlerle bulasik oldugu
saptanmustir. Y apilan ¢alismalarda en uygun sterilizasyon konsatrasyonunun % 3’ [0k
sodyum hipoklorit oldugu belirlenmistir. % 3'lUk sodyum hipoklorit ve % 0.1
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Tween-20 iceren ¢Ozelti icerisinde 10 dakika bekletilmis, bu sire sonunda 3 kez
steril saf su ile yikanmistir. Kiltore alinan doku parcalarinda saprofit bakteri
gelisimini engellemek amaciyla bu asama iki kez tekrarlanmistir. Daha sonra
eksplantlar steril filtre kagitlari Uzerinde 5-10 dakika sire ile kurutularak
sterilizasyon islemi tamamlanmustir.

Sterilizasyon islemi tamamlanan “Marfona” ve “Granola’ bitki eksplantlari
4-5 cm uzunlugunda kesileren tipler icerisinde % 2 sakkaroz ve % 0.2 Fitojel iceren
kat1 MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortam Gizerinde klima odasinda 16 saat aydinlik
8 saat karanlik kosullarda 26x1 °C' de kultire alinmistir (Sekil 4.2 A,B). Kilture
alinan eksplantlardan 4-8 hafta sonra normal bitki gelisimleri gbzlenmistir (Sekil 4.3
A,B). Sekil 4.3 A,B’de gorildugi gibi in vitro gelisen bitkiler 2-3 hafta araliklarla
alt kulture alinmigtir. Boylece buradan gelisen bitkiler uygun rejenerasyon ortaminin
belirlenmesinde ve transformasyonda kullamilmstr.
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Sekil 4.2. In Vivo Kosullarda Yetistirilen “Marfona” ve “Granola” Bitkilerinin
Sirgin Uclar1 ve Internodium Parcalarimin /n Vitro Kosullarda % 2

Sekkaroz ve % 0.2 Fitojel iceren Kati MS Ortam Uzerinde Cam Deney
TUpleri Icerisinde Kiltire Alinmasi (A: “Marfona’), (B: “Granola’).
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Sekil 4.3. In Vivo Kosullarda Kiiltire Alinan Eksplantlardan Transformasyonda
Kullanmak Uzere Cam Deney Tliplerinde % 2 Sakkaroz ve % 0.2 Fitojel
Iceren Kat1 MS Ortamn Uzerinde Killtiire Alinan Patates Bitkilerinin
Gelisimleri (A: “Marfona’), (B:” Granola”).
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4.2. Bitki Rgenerasyon Ortamlarimn ve Transformasyon icin Eksplant
Orneginin Belirlenmes

Materyal ve Metod bolimi 3.2.3.de belirtildigi sekilde kdltire alinan
eksplantlardan bitki rejenerasyonu, yaprak doku parcalarinda diger eksplantlara gore
daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4, 4.5A). Diger taraftan internodium ve siirgiin
uclarimin  farkli besi ortamlar1 Uzerinde kiltire ainmast sonucunda bitki
rejenerasyonu agisindan oldukga iyi sonug verdigi gozlenmistir (Sekil 4.5B, 4.6).
Rejenerasyon ortamlarinda gelisen siirgunler daha iyi gelisim gostermesi amaciyla
cam deney tupleri icerisinde bulunan en iyi gelisim gosteren ortamlar Uzerinde alt
kiltdre alinmistir (Sekil 4.7). Cardi ve ark. (1992), Alphonse ve ark. (1998), Hamdi
ve ark. (1999), Merja ve Stasa (1999), yapmis olduklar1 ¢alismalarda kullandiklar:
patates cesitlerinde yaprak eksplantinin rejenerasyon kapasitesinin gévde eksplantina
gore daha yiksek oldugunu belirlemiglerdir. Elaine ve ark. (1992), yapmis olduklart
transformasyon calismalarinda yaprak doku parcalarint kullanarak etkili  bir
rejenerasyon saglamislardir. Bu literatlrler ile karsilasilan farklhiligin; kullanilan
genotip farkhiligindan ve genotip ~ besi ortam etkilesmesinden kaynaklanmis
olabilecegi distnilmektedir.

Diger taraftan Garcia ve Martinez (1995), yapmis olduklar1 calismalarda,
patatesin gbvde doku parcalarinda rejenerasyon kapasitesinin daha yuksek oldugunu
saptamiglardir. Kumar ve ark. (2010) yaptiklari calismalarinda rejenerasyon ve
transformasyon i¢cin en uygun doku parcasinin govde doku parcasi oldugunu
belirlemis ve ¢ok sayida rejenere olmus bitki elde etmeleri nedeniyle bu dokularda
arastirma yapmiglardir. Yaptigimiz calismalar bu arastiricilarin ¢alismasi ile uyumlu

oldugu goralmastr.
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Sekil 4.4. Farkli Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlarin Iceren MS Ortamu
Uzerinde Kltire Alinan “Marfona” (A) ve “Granola’ (B) Patates Y aprak
Doku Parcalarinda Rejenerasyon Calismalart

Sekil 4.5. Farkli Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlarini igeren Ortamlar
Uzerinde Kiiltire Alinan “Marfona’ ve “Granola’ Patates Cesidi Y aprak
(A) ve Internodium (gévde) (B) Doku Parcalarinda Organogenesis ve
Sirgiin Rejenerasyonu
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Sekil 4.6. Farkli Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlarin Iceren Ortamlar
Uzerinde Kiltire Alinan “Marfona’ (sol taraf) ve “Granola’ (sag taraf)
Patates Cesidi internodium Doku Parcalarindan Siirgiin Gelisimi (Oklarla
Gogerilmistir)

Rejenerasyon calismast  icin farkli - hormon  konsantrasyonlari  ve
kombinasyonlar: iceren kati MS ortamlar1 Uzerinde kultire alinan patates doku
parcalarinda (internodium ve yaprak), tesadif parselleri deneme desenine gore
istatistiki analizler yapilmis, analiz sonucunda cikan farkliliklar DUNCAN coklu

karsilastirmatesti % 5'lik 6nem ile degerlendirilerek Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Sekil 4.7. Farkli Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlar Iceren Kat1 MS Ortami
Uzerinde Kiltire Alinan “Marfona’ Patates (Solanum tuberosum L.)
Cesidinin Gelisimi
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Cizelge 4.2. MS Ortami Uzerinde Kiiltire Alinan “Marfona” ve “Granola’ Patates
(Solanum tuberosum L.) Cesitlerinin  Kaltire Alinan  Bitki
Eksplantlarinda Kallus Olusumu ve Sirgiin Rejenerasyonunda Farkli
Hormon Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinin Etkisi

Kullamlan | Kallus | Rejenerasyon
Kullanilan Ortamlar Bitki | Olusum (%) *
Eksplant:

MS ortamu+25 gr/l sakkaroz+ 1mg/l BAP+0,1 mg/| A | Govde - 40 efg
GA; Y aprak - 0
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz + 4 mg/l BAP+0,1 mg/| B | Govde - 181
GA; Y aprak - 0
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz + 5 mg/l BAP+0,2 mg/| C | Govde - 28 hi
GA; Y aprak - 0
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz + 6 mg/l BAP+0,3 mg/I| D | Govde + 38 fgh
GA; Y aprak - 0
MS ortamu+25 gr/l sakkaroz + 1mg/l BAP+0,1mg/| E | Govde + 40 efg
NAA+0,1 mg/l GA3z Y aprak - 0
MS ortamu+25 gr/l sakkaroz + 0,8mg/l Zeatin+2mg/| F | Govde + 50 de
GA; Y aprak - 0
MS ortamu+25 gr/l sakkaroz + 0,8mg/l Zeatin+2mg/| G | Govde + 221
2,4-D Y aprak + 0
MS ortami+16 gr/l glikoz+5mg/l NAA+0,1mg/| BAP Govde + o**
*x ~ | Yaprak + O**
MS ortamu+16 gr/l glikoz +2,2mg/l Zeatin+0,02 mg/| H | Govde - 82 ah
NAA+0,15 mg/l GA; Y aprak - 33a
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz + 3 mg/l Zeatin+0,2mg/l | | Govde + 68 c
GA; Y aprak - 20 ab
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz+5 mg/l Zeatin+0,1 mg/| J | Govde + 52d
NAA Y aprak + 10 bc
MS ortami+30 gr/l sakkaroz +0,5 mg/l Kinetin+ 5 mg/I Govde + o**
NAA ** ~ | Yaprak + O**
MS ortami+30 gr/l sakkaroz+ 0,5 mg/l Kinetin+ 3mg/l | K | Govde + 34 gh
2,4-D Y aprak + 0
MS ortamu+20 gr/l sakkaroz + 4,78 mg/l Zeatin+0,01 L | Govde - N a
mg/l IAA+0,2 mg/l GA3 Y aprak + 0
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz + 4 mg/l Zeatin+0,3mg/l | M | Govde - 72 e
GA; Y aprak + 0
MS ortamu+30 gr/l sakkaroz + 1 mg/l Zeatin+0,1mg/l | N | Govde - 48 def
GA; Y aprak + 0

* Aynt situn igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar DUNCAN testine gore
p<0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirlerinden istatistiksel olarak farksizdir.

** Govde ve yaprak doku parcalarinda bu ortamlar Uzerinde kiltire alinmasi
sonucunda rejenerasyon meydana gelmemesi nedeniyle yapilan istatistik
analizinde degerlendirmeye alinmamustur.
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Cizelge 4.3. Patatesin Internodium (G6vde) Doku Parcasimn Rejenerasyon
Esnasinda Kullanilan Farkli Ortamlarin Tesaduf Parselleri Deneme
Desenine Gore Y apilan istatistiki Analiz Tablosu ve DUNCAN testinde
% 5'lik Onem Asamasina Gore Degerlendirilmesi
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*Level: Kullamlan Ortamlar, Least Sq mean: Rejenerasyon oran

Cizelge 4.2., 4.3. ve Sekil 4.8'de goruldigl gibi govde ve yaprak doku
parcalarinda yapilan rejenerasyon calismalar: ve istatistik analiz ¢alismast sonucunda
en iyi sirgin gelisimi % 90 oramnda patatesin govde (internodium) doku
parcalarinda M S ortam + 20 gr/l sakkaroz + 4,78 mg/l Zeatin + 0,01 mg/l IAA + 0,2
mg/l GAs; (L) ortamu Uzerinde gerceklestigi belirlenmistir. Yapilan istatistik
analizlere gore DUNCAN testinde ve % 5'lik 6nem asamasina gére L ve H
ortaminda istatistiksel farkliliklarin olmadigi belirlenmistir. Bunu H, M ve | besi
ortamlarinin takip ettigi belirlenmistir. E ve G ortam tUzerinde kdltire alinan govde
ve yaprak doku parcalarinda kallus olusumlari meydana gelmistir. Ancak bu
kalluslardan da bitki rejenerasyonu gézlenmemistir. En az slirgtin gelisimi yine ayni
eksplantta MS ortam + 30 gr/l sakkaroz + 4 mg/l BAP + 0,1 mg/l GA; (B) ortamu
Uzerinde gerceklesmistir.

Patatesin “Marfona’ ve “Granola” gesitlerinin yaprak doku pargalarim kiltire
alinarak yapilan rejenerasyon calismalarinda ise; rejenerasyon orammn oldukca
distk oldugu belirlenmistir. En fazla sirgtin gelisimi % 33 oramnda M S ortami + 16
gr/l glikoz + 2,2 mg/l Zeatin + 0,15 mg/l GAz+ 0,02 mg/l NAA (H) ortam Uizerinde
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gelistigi  belirlenmistir. Yaprak doku pargalarimin rejenerasyon sonuglarinin
istatistiksel analizlerinde aralarinda anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. Bu
nedenden dolay: ileride yapilacak olan transformasyon calismalarinda kullanilacak
olan eksplantin internodium doku pargast olmasimin daha uygun oldugu
belirlenmistir.

“Marfona” ve “Granola” patates cesitlerine yapilan rejenerasyon
calismalarinda uygulanan farkli ortamlarin bitki rejenerasyonu agisindan her iki
cesitte de benzer gelisimler gostermistir.

Ooms ve ark. (1987); Visser ve ark. (1989), yapmis olduklar: ¢calismalarda
daha kolay ve kisa sirede en fazla rejenerasyon olusumunun internodium doku
parcasindan meydana geldigini, yaprak doku parcalarinda rejenere olan slrgin
sayillarimin daha az gergeklestigini rapor etmislerdir. Beaujean ve ark. (1998)
“Bintje”, “Desiree”, “Kaptah’, “Vandel” patates cesitlerinde yaprmis olduklari
transformasyon calismalarinda internodium doku parcalarint kullanmislar ve % 90
oraninda transgenik bitki elde etmiglerdir. Yapilan bu calisma ile literatirler
uyumluluk icerisindedir.

John ve ark. (1992) yapmis olduklar1 caligmalarda “Desiree’, “Aran”,
“Banner”, “Maris Piper”, “D31-11" patates ¢esitlerinin yaprak doku pargalarint BAP
ve NAA iceren ortamlar Uzerinde kiltire alinmasi ile olusan kalluslardan BAP ve
GAs iceren ortamlar Uzerinde bitki rejenerasyonunu  gergeklestirdigini
gbzlemislerdir. Bunun nedeninin kullanilan patates gesitlerinin genetik dzelliginden
kaynaklandigi distntlmektedir. Kurulan rejenerasyon denemelerinde kullanilan D,
E,F,G I, JK,L, MveN gibi farkli ortamlarda kiltire alinan doku parcalarinda ise
olusan kallus oramnin ¢ok disuk oldugu goralmustir (Cizelge 4.2.). Bu ortamlar
Uzerinde gelisen kalluslarin beyaz renkte olustugu ve sonradan kahverengilesmelerin
meydana geldigi belirlenmistir. Kontrol olarak kullamlan bazal MS ortaminda
kilture alinan doku pargalarinin ortama temas eden kesim yerlerinde kok gelisimiyle
beraber sirgin gelisimi veya organagenesis meydana geldigi saptanmustir.
Internodium doku parcalarinda ise basal MS ortamu Uzerinde normal slirgiin
gelisiminin - oldugu belirlenmistir. Yaprak doku parcalarindan elde edilen
kalluslardan daha sonraki kiltire alimlarinda herhangi bir bitki rejenerasyonunun
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olmadig1 belirlenmistir. Kalluslardan sonraki alt kilttrlerde de kahverengileserek
olumlerin meydana geldigi gozlenmistir. Garcia ve Martinez (1995), yapmis
olduklar1 calismalarda “Desiree”’ ¢esidi patates bitkisinin internodium doku pargasin
4 mg/l 2,4-D igeren modifiye MS ortami Uzerinde kultire aldiklarinda dokulardan
kallus gelisimini gerceklestirmisler ve daha sonra aldiklart bu 1 mg/l BAP ve 0,1
mg/l GAsz iceren MS ortaminda alt kiltire aldiklari bu kalluslardan bitki
rejenerasyonlarini gerceklestirmislerdir. Alphonse ve ark. (1998), yapmis olduklar
calismada “Bintje” ve “Berolina’ patates ¢esitlerinin yaprak ve internodium doku
parcalarindan elde ettikleri kalluslardan bitki rejenerasyonunun gergeklestigini rapor
etmislerdir. Yapilan calisma ile benzer sonuglarin alinmamasinin nedeninin farkl
patates cesitlerinin kullamimasindan kaynaklanmis olabilecegi  distinilmektedir.
Okamoto ve ark. (2005), yaptiklar1 calismalarda kullandiklar1 patates cesitlerinde
yaprak ve internodium doku parcalarinda transformasyon calismalari yapmislar ve
internodium doku parcasindan en fazla rejenerasyon olusumunun gergeklestigini
rapor etmiglerdir. Yine Ghaffoor ve ark. (2003), kullandiklar: yerel patates ¢esidinde
internodium doku parcalarimi transformasyonda kullanmiglar, sonrasinda ise; bu
dokularda meydana gelen rejenerasyon kapasitesinin ve transformasyon oramnin
oldukca yuksek oldugunu saptamuslardir. Yamaguchi ve ark. (2004), Barrell ve ark.
(2004), yapmus olduklart calismalarda kullandiklari “Beniazuma’ ve “Desireg”
patates cesitlerinde yaprak ve gévde doku (internodium) parcalarini transformasyon
calismalarinda kullanmiglar, transformasyon sonrasi rejenerasyon ortamlari Gizerinde
kiltdre alinan dokulardan en fazla govde doku (internodium) parcasinin rejenere
oldugu dolayisiyla en yiksek transgenik bitki eldesinde govde doku parcalarinin
onemli oldugunu belirlemiglerdir. Bayrovic ve ark. (1995b), “Desiree” patates
¢esidinde transformasyon calismalari yapmuslar; kullandiklart yaprak ve govde
(internodium) doku parcalari arasinda en fazla rejenerasyon saglayan dokunun
gbvde doku parcalar1 oldugu saptamislar ve yaptiklari calismalarda rejenerasyon
kabiliyetinin fazla olmasinin bitkinin genotipine bagli oldugunu belirlemislerdir.
Khokan ve ark. (2009), yaptiklar1 calismalarda patatesin yaprak ve godvde
(internodium) doku pargalarina ferritin  genini  transformasyon yontemi ile
aktarmislardir.  GoOvde doku parcasinin yaprak doku parcasina gore daha fazla
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rejenerasyon sagladigimt belirlemislerdir. Tez kapsaminda yapilan rejenerasyon
calisma sonuglar ile soz konusu literatiirler uyum igerisindedir.

4.3. Regenere Olan Bitkilerin  Koklendirilmesinde Uygun Hormon

Konsantrasyon ve K ombinasyonlarinin Belirlenmes

Yaprak ve internodium doku parcalarindan rejenere olan bitkiler, 1-2 cm?
olacak sekilde, NAA’in Ug farkli konsantrasyonunda (0,3 mg/l, 0,5 mg/l ve 1 mg/l)
ve IBA'nin farkli konsantrasyonlarint iceren (0,1 mg/l ve 0.5 mg/l) MS ortam
Uzerinde kilttre alinarak koklendirilmeleri tesvik edilmistir. NAA nin 1 mg/l igeren
MS ortaminda kiltire alinan surgunlerden kok gelisiminin denenen diger NAA
konsantrasyonlarindan ve IBA konsantrasyonlarina goére daha iyi oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.8). Benzer sekilde; Quak (1972), John ve ark (1992), Merja
ve Stasa (1999), patates bitkilerinin koklendirilmesi amaciyla yapmis olduklar:
calismalarda 1 mg/l NAA iceren MS ortam Uzerinde kilttre alinan stirgiinlerden kok

gelisiminin en iyi oldugunu bildirmiglerdir.
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Sekil 4.8. In Vitro Kosullarda “Marfona’ ve “Granola® Patates Cesidi
Internodiumlarindan Gelisen Surginlerin Koklendirilmesinde NAA ve
IBA’in Farkli Konsantrasyonlarinin Etkisi

4.4. A. tumefaciensile Patates Eksplantlarinin Transfor masyonu

Patates bitkisinde genetik transformasyonunu optimize etmek amaciyla A.
tumefaciens in EHA101 izolat1 ile 4.2."de belirtilen bitki materyalleri kullamlarak
transformasyonlart  yapilmistir.  Transformasyonun ilk asamasi olan bakteri
soltisyonun hazirlanmast esnasinda igerisine 20 mg/l asetosiringon, 5 mM betain ve 1
mg/l 2,4-D ilave edildiginde transformasyon sikliginin arttigi gozlenmistir. Benzer
sonuglar; Elaine ve ark. (1992), Hamdi ve ark. (2003) ve Xing ve ark. (2007)’ nin
yapmis olduklar: calismalarda da rapor edilmistir. Internodium eksplantlarin bakteri
solisyonunda farkli sirede (10, 15, 20, 30 ve 40 dakika) bekletilerek
transformasyonun  gerceklestirildigi  calismada  eksplantlarin = 20 dakika
bekletilmesinin transformasyon sikligi1 agisindan en iyi sonucu verdigi saptanmustir.
Belirlenen siirelerden daha uzun siire bakteri solsyonu igerisinde bekleyen bitki
doku parcalarinda kararma ve sonrasinda antibiyotikli ortam Gzerinde kilttre
alindiginda yogun bakteri gelisiminin devam ettigi ve bakterinin 6lmedigi
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gozlenmistir. Belirlenen slrenin altinda bakteri sollisyonu icerisinde bekleyen bitki
doku parcalar1 ise; antibiyotikli ortamlar Uzerinde kiltire alinmasi sonucunda
dokularda kararma ve bir sire sonra hiicre olumleri gozlenmistir. Antibiyotikli
ortamda meydana gelen hiicre 6lima ile transformasyon yapilmamis kontrol bitki
parcalarinin antibiyotikli ortam Uzerindeki gelisimlerinin benzerlik gostermesi
nedeniyle transformasyon siresinin gen aktarim icgin yeterli olmadigi kamsina
varilmstir.

Transformasyonu yapilan dokular antibiyotik iceren rejenerasyon ortam
Uzerinde kiltire alinmasi sonucunda tahmini trangenik bitkilerin 2-3 hafta sonra
gelistigi gozlenmistir (Sekil 4.9A, B). Elde edilen tahmini transgenik bitkilerin daha
iyi gelisimlerini saglamak amaciyla, bitkiler deney tiplerinde kuiltire alinmiglardir
(Sekil 4.10.).

Sekil 4.9. Patatesin “Marfona’ Cesidinde internodium Eksplantlarinin pGA482GG
Plazmidini Igeren A. tumefaciens in EHA 101 izolat: Ile Transformasyonu
Sonucu 300 mg/l Cb ve 50 mg/l Km igeren L Segici Ortam Uzerinde
Gelisen Tahmini Transgenik Bitkicikler (A), Aym Ortam Uzerinde
Kultire Alinan Transformasyondan 3 Hafta Sonra Gelisen Tahmini
Transgenik Bitkiler (B).
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2008/ 10/1218.13

Sekil 4.10. In Vitro Kosullarda Transformasyondan 5 Hafta Sonra 300 mg/I Cb ve 50
mg/l Km Igeren Secici L Ortaminda Gelisen Tahmini Transgenik
“Marfona’ Bitkileri

Transformasyonun optimize edilmesinden sonra alinan sonuclar dogrultusunda

A. tumefaciensin pCAMBIA 1301 plazmidini iceren EHA101 izolat1 ile aym

yontemle bitki eksplantlarina inokulasyon yapilmustir  (Sekil 4.11., 4.12).

Transformasyonda kullamlan 90 adet internodium doku parcasindan 81, 30 adet

yaprak doku parcalarindan ise 6 adet birbirinden bagimsiz tahmini transgenik bitki

rejenerasyonu gerceklesmistir. Boylece yaprak doku parcasinda transformasyondan
sonra oldukgca distk rejenerasyon meydana gelirken, internodium doku
parcalarindan daha yuksek rejenerasyon seviyesinde transgenik slrgin gelisimi

gozlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. A. tumefasiensin pCAMBIA1301 Plazmidini iceren EHA 101 izolat
fle Transforme Edilen Internodium ve Yaprak Eksplantlarinda

Transformasyon Sikligi
Kullanilan Elde Edilen | Transformasyon
Eksplant Sayist Sirgiin Sayist Basarisi (%)
Internodium 90 81 90
Y aprak 30 6 20
Toplam 120 87 110
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Sekil 4.11.Cry 1A(c) Genini iceren A. tumefaciens ile Patates Bitkisinin “Marfona”
(A) ve“Granola’ (B) Cesitlerinde Transformasyon Y apilarak 10 mg/l Hg
ve 300 mg/l Cb igeren L Ortamu Uzerinde Kiiltiire Alinan Internodium
Doku Parcalarindan 15 Giin Sonra Gelisen Tahmini Transgenik Patates
Surginleri

Sekil 4.12. Cry 1A(c) Genini Tasiyan A. tumefaciens ile Transformasyon Sonucunda
10 mg/l Hg ve 300 mg/l Cb igeren L Ortamn Uzerinde Kiiltire Alinan
Internodium Doku Parcalarindan Gelisen Tahmini Transgenik “Marfona’ ve
“Granola’ Patates Surgunleri
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Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 13A,C,D’den de anlasildigi gibi yapilan
transformasyon calismalarindan sonra tahmini  transgenik doku parcalarinda
antibiyotikli ortamlar Uzerinde rejenerasyonun oldukcga iyi oldugu godzlenmistir.
Arastirmada bakteri ile gen transferi yapilmadan antibiyotik iceren ortamlar tUzerinde
kontrol amaciyla patatesin internodium doku parcalar1 kdlttre alinmistir. Kontrol
amacl kdlttire alinan internodium doku parcalar: ilk haftalarda normal gelisimlerini
surdirirken daha sonraki haftalarda doku parcalarin da sararma, klorofilsiz renk
acilimlar1 ve ilerleyen zamanda ise bitkilerde 6lim meydana geldigi gozlenmistir
(Sekil 4.13B).

Sekil 4.13. Cry 1A(c) Genini Tasiyan A. tumefaciens ile Transformasyon Sonucunda
10 mg/l Hg ve 300 mg/l Cb igeren L Ortami Uzerinde Kiiltire Alinan
Internodium Doku Parcalarindan 10 Giin Sonra Gelisen Tahmini
Transgenik “Marfona’ (C) ve “Granola’ (A, D) Surgunleri ve Transforme
Edilmemis Patates internodium Eksplantlar: (Kontrol:B)
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Transforme edilen doku parcalari, rejenerasyon calismalar: ve istatistik analiz
sonucunda belirlenen en yiiksek rejenerasyon saglayan L Ortam Uzerinde kiltire
alinmigtir. Koltdre alindiktan yaklasitk 20 gin sonra transformasyon yapilan
eksplantlar Gzerinde tahmini transgenik strgunlerin gelistigi gozlenmistir (Sekil
4.14.). “Marfona’ cesidi patates bitkisinin, “Granola” c¢esidi patates bitkisine gore
daha kisa sirede ve daha fazla sayida bitki rejenerasyonu gerceklestirdigi
belirlenmistir. Belirlenen bu farkliligin ¢esit 6zelliginden kaynaklandigi; ayrica,

transformasyon oramimin kullamilan genotipe gore blyik farkliliklar gogterdigi ve
regenerayon kapasitesi yiksek olan gesitlerin gen aktarimina daha iyi cevap verdigi
bildirilmistir (Sheerman ve Bevan 1988; Bayrovic¢ ve ark. 1995b; Khokan ve ark.
2009).

Sekil 4.14. Transformasyondan Y aklasik 2-3 Hafta Sonra 10 mg/l Hg ve 300 mg/l Cb
Iceren L Ortamn Uzerinde Kiiltiire Alinan Dokulardan Gelisen Tahmini

“Marfona” (A) ve “Granolda’ (B) Transgenik Sirgunleri (oklar ile
gosterilmistir)

Transformasyon yapilan dokulardan gelisen 5 haftalik tahmini transgenik
surgunler daha iyi gelisimlerini saglamak icin 15 ml kat1 L ortam iceren cam deney
tuplerine aktarilmstir (Sekil 4.15, 4.16 ve 4.17).
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Sekil 4.15. Cry 1A(c) Genini Igeren A. tumefaciens in EHA101 izolat: ile Transforme
Edilen “Granola’ Patates Cesidinden Tahmini Transgenik Bitkilerin Segici
L Ortaminda Gelisimleri

Sekil 4.16. Cry 1A(c) Genini Igeren A. tumefaciens in EHA101 izolat: ile Transforme
Edilen “Marfona’ Patates Cesidinden Tahmini Transgenik Bitkilerin Secici
L Ortaminda Gelisimleri
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Sekil 4.17. Cry 1A(c) Genini iceren A. tumefaciens in EHA101 izolati ile Transfome
Edilen “Granola’ Patates Cesidinden Tahmini Transgenik Bitkilerin Segici

L Ortaminda Gelisimleri
Cam deney tupleri igerisinde kilttire alinan tahmini transgenik bitkilerden

transformasyondan 45 giin sonra mikro yumru olusumlart meydana gelmistir (Sekil

4.18).

Sekil 4.18. Selekte Edici L Ortami (10 mg/l Hg ve 300 mg/l Ch) iceren Cam Deney
TUplerinde Kiltire Alinan Transgenik “Marfona’ (A) ve “Granola’ (B)

Patates Bitkilerinde Gelisen Mikro Yumrular
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4.5. Transgenik Bitkilerde In Vitro Mikro Yumru Olusumu

Antibiyotikli ortamlar Uzerinde kilttre alinan tahmini transgenik bitkilerden
yumru olusumunu tesvik etmek icin bitkiler farkli sakkaroz ve hormon
konsantrasyonlar: iceren ortamlar Uzerinde kultire alinmis ve yumru olusumlari
gbzlenmistir. Kinetin (1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/l), NAA (0.1, 0.5 ve 1 mg/l) iceren MS
ortamlar1 Uzerinde karanlik ve aydinlik kosullara sahip klima odasinda kulttre
alinmast sonucunda en iyi mikro yumru olusumunu saglayan ortamin 2.5 mg/I
kinetin iceren MS ortam oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19.). Diger hormon
konsantrasyonlarinda mikro yumru olusumu ¢ok az ve kigtik olmustur. Calismalarda
Karanlik in vitro kosullarinda Transgenik “Marfona” ve “Granola’ c¢esidinde
sakkarrozun farkli diizeyde mikro yumru olusumu icin kurulan denemede 20 gin
sonra ilk yumrular gorilmeye baslanmis ve 45 giin sonra mikro yumru sayimi ve
tartimu yapilmistir. Elde edilen yumrularin agirliklar: ve buyuklikleri karsilastirlimig
bu sonuclara gére en iyi yumru olusumu 90 g/l sakkaroz iceren M S ortaminda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.5, 4.6), (Sekil 4.20.). Bunu sirastyla 60 g/l, 45 ve 30 g/l
sakkaroz iceren MS ortamlar1 takip etmistir. Sakkarozun 0-15 g/l konsantrasyon
araligt MS ortaminda miko yumru olusumu gozlenmemistir. Kurulan denemede
mikro yumru olusumunda sakkaroz dozunun oldukca etkili oldugu gortlmustdr.
Kullanilan farkli konsantrasyonlarda (1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/l) Kinetin ve (0.1, 0.5 ve 1
mg/l) NAA iceren MS ortamlar: Uzerinde kiltire alinan “Marfona’ ve “Granola”
patates cesitlerinde yumru olusumu distk olmustur. Romanov ve ark. (2000),
yapmis olduklar1 calismalarda en iyi mikro yumru olusum ortaminin sakkaroz
konsantrasyonlarina bagli oldugunu belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alisma da benzer
sonuglar alinmigtir. Ayrica, Gopal ve ark. (1998); Al-Safadi ve ark. (2000); Yu ve
ark. (2000); Piao ve ark. (2003) ve Huai- Jun ve ark. (2005) yaprmis olduklar:
calismalarda farkli hormon ve sakkaroz konsantrasyonlar: kullanarak in vitro mikro
yumru Uretimini gerceklestirmislerdir.
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Sekil 4.19. Cam Deney Tuplerinde % 90 Sakkaroz igeren Internodiumlarinda MS
Ortamu Uzerinde Kiltire Alinan “Granola’ Patates Cesidi Mikro Yumru
Gelisimi

Sekil 4.20. Karanlik Kosullarda Farkli Sakkaroz Konsantrasyonlar: Iceren MS
Ortamn  Uzerinde Kdltire Alinan “Marfona” Patates Cesidi
Internodiumlardan Mikro Y umru Gelisimi
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Yapillan varyans analizi sonucunda  kullamlan  farkli  sakkaroz
konsantrasyonlarimin (0, 15, 30, 45, 60 ve 90 g/l), bitki bagina mikro yumru sayisi ve
agirhigr Uzerinde yuzde 0.01 diizeyinde istatistiki olarak 6nemli oldugu saptanmustir
(Cizelge 4.5). Farkliliklarin 6nem dizeyini belirlemek amaciyla DUNCAN testi
yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.6’ de verilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli Sakkaroz Konsantrasyonlarimn “Marfona” ve “Granolad’
Cssitlerinde Ortalama Mikro Yumru Sayisi ve Agirlik Uzerine Etkisi
IleIliskin Varyans Analizi

Varyasyon | SD | Mikro yumru sayisi/ Bitki Mikro yumru agirligi
Kaynaklari

KT KO F| KT KO F
Tekerrur 3 0.105 0.053 4.200 | 886.167 | 443.083 1.3347
Dozlar 5 0.660 0.220 17.6* | 3099.667/1033.222 | 3.1124*
Hata 15 0.075 0.013 1991.833331.972
Toplam 23 0.840 5977.667

(*) 0.01 diizeyinde 6nemli
KT: Kareler toplami, KO: Kareler ortalamasi, F: F testi, SD: Standart Sapma

Cizelge 4.6. Farkli Sakkaroz Konsantrasyonlarimin “Marfona” ve “Granola”
Cssitlerinde Bitkicik Basina Mikro Yumru Sayist ve Mikro Yumru
Agirhigina Ait Tekerrir Ortamalart ve DUNCAN Testi

Sakkaroz Mikroe vumru savist/ | Ortlama Mikro vumru
Konsantrasvonu | Bitla (adet) agirhg: (mg)
(e Ortalama %35 | Ortalama %5

0 0 d|0 c

15 0 d |0 c

30 0.2333 c | 85.67 b

45 (.3333 c | 89.67 b

60 0.6000 b | 1250 a

90 (.8333 a | 1003 ab
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Cizelge 4.6."da goruldugi gibi farklh sakkaroz konsantrasyonlarina ait bitkicik
basina ortalama yumru adedi, 0-0.833 adet arasinda degismistir. Ortalama en fazla
mikro yumru sayisi, 0.833 adet ile 90 g/l sakkaroz konsantrasyonundan elde ediliken,
0 ve 15 g/l sakkaroz konsantrasyonlarinda hi¢ mikro yumru olusmamustir. Sakkaroz
konsantrasyonlari, eksplant basina yumru sayisi bakimindan 0.05 diizeyinde 4 farkli
grup icerisinde yer almiglardir.  Sakkarozun 90 g/l konsantrasyonu mikro yumru
sayisi bakimindan diger konsantrasyonlara gore 0.05 dizeyinde farkli ve Ustiin
oldugu gorilmektedir.

Farkli sakkaroz konsantrasyonlarinda, bitkicik basgina ortalama mikro yumru
agirhgr  0-1250 mg aasinda degismisti. 0 ve 15 g/I'lik sakkaroz
konsantrasyonlarinda mikro  yumru  gelisimi  olmadigindan  dolayr  bu
konsantrasyonlar en distk degeri (0 mg) alirken, en yiksek mikro yumru agirligi
125 mg ile 60 g/I’ lik sakkaroz konsantrasyonundan elde edilmistir. Bu degeri 100,3,
89,67, 85,67 mg ile srrasiyla 90, 45 ve 30 g/I'lik sakkaroz konsantrasyonlari
izlemistir. Sakkaroz konsantrasyonlart mikro yumru agirligi bakimindan 0.05
dizeyinde 3 farkli grup icerisinde yer almustir. Sakkarozun 60 ve 90 g/I'lik
konsantrasyonlar1 0.05 diizeyinde ayn: grup icerisinde yer alirken, diger sakkaroz

konsantrasyonlarindan daha Usttin oldugu gorulmustir.

4.6. Histokimyasal GUS Analizi

A. tumefaciens ile transformasyonu yapilarak kanamisin iceren bitki
rejenerasyon ortam Uzerinde gelismesini siirdiiren patates bitkisinin doku pargalarina
istenilen genlerin aktarildigini kanitlamak amaci ile uygulanan histokimyasal GUS
analizinde bitki doku parcalar1 X-gluk solusyonunda 37 °C’ de inkiibe edildikten 1-
12 saat sonra transgenik dokularda mavi renk olusumu gézlenmistir (Sekil 4.21 A,
B). Ayrica bu dokulardan PCR analizleri de yapilmistir.
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Sekil 4.21. Transformasyondan 2 Gin Sonra (A) ve 4 Hafta Sonra (B) Patatesin
Internodium Doku Pargalarina ve Yaprak Eksplantlarina Uygulanan
Histokimyasal GUS Analizi Sonucu Gozlenen Mavi Renk Olusumu

GUS analizinde kullanilan doku parcalarinin % 80’ nin de mavi renk olusumu
belirlenmistir. Bu doku parcalarinin mavi renge boyanmasi transgenik bitki
dokusunda GUS gen Urtinii B-glukuronidaz enziminin sentezlenerek 4-Brom-3-Klor-
5-glukuronid substrati ile reaksiyona girmesi sonucunda mavi renkli protein ¢okeltisi
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Bu doku parcalarimin mavi renge boyanmasi
transgenik bitki dokusunda GUS geninin aktarildiginin bir gostergesidir (Sekil 4.21
(A)). Herman ve ark. 1989, Elaine ve ark. (1992), Koivu ve ark. (1995), Bayrovic ve
ark. (1995), Beujean ve ark. (1998), Andersson ve ark. (2003), Yamaguchi ve ark.
(2004), Xing ve ark. (2007) GUS A geni iceren plazmidleri kullanarak yaptiklari
transformasyon calismalarinda farkli patates cesitlerinde doku parcalarina yapmis
olduklari GUS analizi sonucunda dokularin % 75-85 oraminda mavi renk
olusturdugunu belirleyerek benzer sonuclar elde etmislerdir.

Transformasyon sonrasinda gelistirilen transgenik patates bitkilerinin
internodium ve yaprak parcalarimin histokimyasal GUS analizi sonucunda kullanilan
bitki materyallerinden % 80" ninde mavi renk olusumu gézlenmistir (Sekil 4.21 B).
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4.7. Transgenik Bitkilerin Koklendirilmes ve Dogal K osullara Adaptasyonlari

Internodium (bogum arasi gévde parcasi) ve yaprak doku parcalarindan elde
edilen tahmini transgenik bitkiler koklendirmek amaciyla Higromisin B (HQ)
antibiyotigi iceren 4.2.’de verilen yonteme gore denemeler kurulmustur. Kontrol
bitkilerden alinan sonuclarla antibiyotik iceren transgenik bitkilerden alinan sonuclar
arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir. En iyi kok gelisiminin 1 mg/l NAA
iceren MS ortaminda meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.22). Kok olusumu igin
0.5 mg/l NAA iceren MS ortam Uzerinde kdltire alinan bitkilerde % 50 oraminda
koklenme oldugu belirlenmis ve olusan koklerin kisa ve zayif kilcal koklerden
meydana geldigi gozlenmistir. Diger koklendirme ortaminda bitkilerde olusan
koklerin zayif koklerden olustugu saptanmustir. NAA'1in 1 mg/l konsantrasyonunu
iceren ortamlar Uzerinde kultlre alinan bitkilerde 3 hafta sonra 15 cm uzunlugunda
kok olusturdugu gozlenmistir. Bu transgenik bitkiler topraga aktarilarak, dogal
kosullara adaptasyonlar1 saglanmis ve normal blyldme gostermislerdir. Gelisen
bitkiler Uzerinde cicek ve yumru olusumu bakimindan herhangi bir anormallik
gbzlenmemis, normal bitkiler gibi gelisim gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.22. 10 mg/l Hg ve 1mg/l NAA iceren MS Ortamlarinda Kdiltire Alinan
Transgenik Patates Cesitlerinde Kok Gelisimleri

In vitro kosullarda transformasyon sonucu elde edilen bitkilerden 15 cm
uzunluga ulasan ve kok olusturan bitkiler topraga aktarmadan oOnce koklerde
herhangi bir zedelenme sonucu meydana gelecek yaralardan fungal hastalik
etmeninin girisini engellemek amaciyla koruyucu bir fungusit olan Captan (2 g/l)
iceren su igerisinde 15 dakika bekletilmistir. Bitkiler daha sonra 1:1:1 oramnda
hazirlanmis olan torf, kum ve perlit iceren karisima aktarilmistir. Topraga aktarilan
bitkilerin nem kaybini engellemek amaciyla iki hafta sire ile saksilar polietilen
plastik bir torba ile kapatilmistir. Bu siire sonunda plastik torbalarin agzi yavas yavas
acilarak icerisindeki nem azaltilmis ve daha sonra bitkiler torba icinden cikartilarak
topraga ve dogal kosullara adaptasyonlar: saglanmistir (Sekil 4.23)
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Sekil 4.23. Cry 1A(c) Genini Tasiyan pCAMBIA1301 Plazmidini igeren A.
tumefaciens in EHA101 izolat: ile Transformasyonundan 3 Ay Sonra
Koklenmis Transgenik “Marfona” ve “Granola’ Bitkilerin Toprak
Kosullarina Adaptasyonu

In vitro bitkilerin dogal kosullara adaptasyon calismasinda, patates
bitkilerinden “Marfona’ ve “Granola’ cesitleri arasinda Granola ¢esidinin dogal
kosullara adaptayonunun oldukca zor gergeklestigi saptanmustir. /n vitro kosullardan
in vivo kosullarina adaptasyon esnasinda yaklasik % 40 “Granola’, % 20 “Marfona’
bitkisinde kayiplar meydana gelmistir. Bitkilerin dogal sartlara uyumu ve daha iyi
gelisimlerini saglamak amaciyla 10-15 ginde bir yaprak gibresi verilerek daha iyi
gelisimleri saglanmustir (Sekil 4.24, 25). Saksilarda gelisen transgenik bitkiler ile
kontrol bitkilerin gelisimi arasinda herhangi bir faklilik meydana gelmemistir. Ayrica
transgenik bitkilerde normal cigek olusumlar: gozlenmistir (Sekil 4.26A, B). Cicek
olusumu sonrasinda ise vejetasyon donemini tamamlayan transgenik bitkilerin
koklerinde yumru olusumlart meydana gelmistir. Boylece gen aktarimi yapilan
transgenik bitkiler ile transformasyon yapilmamis kontrol bitkiler arasinda fenolojik
olarak herhangi bir farklilik g6zlenmemistir.
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20/07/2010/21:36
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Sekil 4.24. Transformasyondan 4 Ay Sonra Topraga Adaptasyonlari Saglanmis
Cry 1A(c) Genini igeren Transgenik “Marfona’ Patates Cesitleri
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Sekil 4.25. Transformasyondan 4 Ay Sonra Topraga Adaptasyonlari Saglanmis
Cry 1A(c) Geni igeren Transgenik “Granola’ Patates Cesitleri
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Sekil 4.26. Transformasyondan 5 Ay Sonra Kontrollu Klima Odasinda Y etistirilen
Transgenik “Granola” Cesidi Patates Bitkileri (A); Topraga Aktarildiktan

3 Ay Sonra Sera Kosullarinda Ciceklenmesi Tamamlanmis Transgenik
Patates Bitkileri (B)
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4.9. Transgenik Bitkileren izole Edilen DNA Orneklerinin PCR Analizi ve
Agaroz Jel Elektroforezi

DNA izolasyonlar1 yapilan transgenik bitkilerden ve transgenik olmayan
kontrol bitkilerden PCR analizleri 3.5.2."de verilen yonteme gore yapilmustir. izole
edilen DNA'’lar agaroz jel elektroforezi yapilarak olusan bantlar ile DNA yogunlugu
belirlenmistir. Farkli transgenik bitki yapraklarindan izole edilen DNA miktarlarimn
50 ile 500 ng arasinda arasinda degistigi | DNA agirlik markdorleri ile tespit
edilmistir (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28).

10 11 12 13 14 15 16

Sekil 4.27. Transgenik “Marfona’ Patates Cesidinden izole Edilen DNA Ornerkleri

4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 4.28. Transgenik “Granola” Patates Cesidinden izole Edilen DNA Ornekleri
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4.9.1. Transgenik Bitkilerden izole Edilen DNA Orneklerinde Npt 11 Geninin
PCR Analiz

Transformasyonu optimize etmek amaciyla pGA482GG plazmidini igeren
EHA 101 bakteri izolat1 ile transformasyon yapilmasi sonucunda elde edilen
transgenik patates bitkilerinde markér gen olan Npt Il geni icin PCR analizleri
yapilmistir (Sekil 4.29). Yapilan PCR analizleri sonucunda pozitif kontrol olarak
kullanmlan bakteriyel plazmidden cogalan DNA fragmenti blyuklugi ile transgenik
bitki DNA 0neklerinden cogalan PCR drini DNA bandi buydklagt ile aym
uzunlukta olduklar1 agaroz jel elektroforez ile gérunttlenmistir (Sekil 4. 29.).

Sekil 4. 29 de goruldigt gibi PCR Orunlerinin elektroforezi sonucunda
transgenik olmayan kontrol bitkiden izole edilen DNA o6rneklerinin kullanmldigi PCR
sonucunda herhangi bir bant olusmaz iken, antibiyotikli ortam Uzerinde segilen
transgenik bitkilerin PCR Urinlerinde pozitif kontroltin olusturdugu Npt 11 (700 kb)
genine spesifik DNA bantlarinin olusumu gézlenmistir.

Antibiyotikli ortamlar Uzerinde seleksiyonu yapilan transgenik bitkilerden 7,
9 ve 10 nolu (3 adet) bitkilerin PCR analizi sonucunda herhangi bir bant olusmadig,
6 nolu transgenik bitkide bant olustugu fakat diger bantlara goére daha zayif bir bant
olusturdugu, 7 adet transgenik bitkilerde spesifik bant olusumlarimn oldugu
belirlenmistir. Zayif bant olusumunun PCR analizinde sablon olarak kullanilan
DNA’nin optimum konsantrasyonda kullanilmadigini gostermektedir. Veya PCR
sonrasi sentezlenen DNA’'nin elektroforez sirasinda kayba ugradigi yada dejenere
oldugu dusunilmektedir. 7, 9 ve 10 nolu bitki DNA 0&rneklerinde de bant
olusmamasinin ise; bazen antibiyotikli ortam Uzerinde transgenik olmayan
bitkilerinde gelisebilecegini gostermektedir (Davidson ve ark. 2004; Kayim ve ark
2004; Huai-Jun ve ark 2005; Unlu Y uceer ve Kog, 2006; Kumar ve ark., 2010).
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M N P T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9T10

Sekil 4.29. “Marfona’ (T1, T2, T3, T9, T10) ve “Granold’ (T4, T5, T6, T7,T8)
Patates Cesitlerinden Elde Edilen Transgenik Bitkilerde Npt 11 Geni icin
PCR Analizi; M; 100bp DNA Ladder Plus, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7,
T8, T9, T10; Transgenik Bitkiler, P; A. tumefaciens in pGA482GG
Plazmidini iceren EHA101 izolati, N; Transformasyon Y apilmamis
Patates Bitkisi

4.9.2. Transgenik Bitkilerden izole Edilen DNA Orneklerinde GUS Geninin
PCR Analizi

Optimizasyon amaciyla pGA482GG plazmidini iceren EHA101 bakteri
izolat1 ile yapilan transformasyon sonucunda elde edilen transgenik patates
bitkilerinde markér gen olarak GUS geni icin PCR analizleri yapilmistir (Sekil 4.30).
PCR analizinde pozitif kontrol olarak bakteri kullanmlmstir. Bakterinin olusturdugu
bantin buyuklugl ile transgenik bitki DNA 6rneklerinden cogaltilan DNA bant Sekil
4. 31’ de verilmektedir.

Sekil 4. 30'da goruldugt gibi PCR Urunlerinin elektroforezi sonucunda
transgenik olmayan kontrol bitkiden izole edilen DNA orneklerinin kullanmldigi PCR
sonucunda herhangi bir bant olusmaz iken, antibiyotikli ortam Uzerinde secilen
transgenik bitkilerin PCR Urdnlerinde ise pozitif kontrolin olusturdugu GUS (660
kb) geni ile aym blyuklikte DNA bantlarinin olusumu gézlenmistir.

Antibiyotikli ortamlar Gzerinde seleksiyonu yapilan transgenik bitkilerden
dokuz tanesinde bant olusumu gozlenmistir. 2 ve 5 nolu DNA 6rneginde, PCR
sonucunda cok hafif bant olusumu meydana geldigi gozlenmistir. 10 nolu DNA

orneginde ise bant olusumu gézlenmemistir. Bant miktarindaki yogunluk DNA
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miktarindaki orandan meydana geldigi veya DNA’min elektroforez sirasinda kayba
ugrachg1 yada dejenere oldugu dustnilmektedir.

M P N T1 T2 T3 T4 T57T6 T7 T8 T9 T10

1200bp

660bp

Sekil 4.30. “Marfona’ (T1, T2, T3, T9, T10) ve “Granold’ (T4, T5, T6, T7,T8)
Patates Cesitlerinden Elde Edilen Transgenik Bitkilerde GUS Geni igin
PCR Analizi; M; 100bp DNA Ladder Plus, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7,
T8, T9, T10; Transgenik Bitkiler, P; A. tumefaciens in pGA482GG
Plazmidini iceren EHA101 izolati, N; Transformasyon Y apilmamis
Patates Bitkisi

4.9.3. Transgenik Bitkilerden izole Edilen DNA Orneklerinde Higromisin
Dayanmikhhk Geninin (Hpt) PCR Analizi

Optimizasyondan sonra alinan sonuglar dogrultusunda Agrobacterium
tumefaciensin  pCAMBIA 1301 plazmidini iceren EHA 101 izolat1 ile
transformasyon yapilmasi sonucunda elde edilen transgenik patates bitkilerinde
markor gen olan Hpt geni icin PCR analizleri yapilmistir (Sekil 4.31). PCR
analizlerinde pozitif kontrol olarak kullamlan bakterinin olusturdugu DNA bandinin
blyuklGgl ile transgenik bitkilerden elde edilen DNA bandi biytklUgi ile aynm
blyUklUkde spesifik band olusturduklar: Sekil 4. 31." de gérilmektedir.

Sekil 4. 31.’de goruldigli gibi PCR drUnlerinin elektroforezi sonucunda
transgenik olmayan kontrol bitkiden izole edilen DNA o6rneklerinin kullanmldigi PCR
sonucunda herhangi bir bant olusmaz iken, antibiyotikli ortam Uzerinde secilen
transgenik bitkilerin PCR Urtnlerinde ise pozitif kontroln olusturdugu Hpt (700 kb)
genine spesifik DNA bantlarinin olusumu gézlenmistir.
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Antibiyotikli ortamlar Uzerinde seleksiyonu yapilan transgenik bitkilerden 1,
9, 10, 14, 17, 18 ve 19 nolu bitkilerin PCR analizi sonucunda herhangi bir DNA
bandi olusmadigi belirlenmistir. Buda bazen antibiyotikli ortam Uzerindeki gen
kagislarinin oldugunu gostermektedir (Davidson ve ark. 2004; Yamaguchi ve ark.
2004; Huai-Jun ve ark. 2005; Arif ve ark. 2009; Khokan ve ark. 2009; Kumar ve ark.
2010). Sekil 4. 31., Sekil 4.32. ve Sekil 4.33.’de goruldugl gibi elde edilen
transgenik bitkiler arasindan tesadiifi olarak secilen 55 adet transgenik bitkilerin Hpt
geninin varlig1 agisindan yapilan PCR analizinde 35 tane transgenik bitkilerin PCR
sonucunda spesifik bantlar olusturdugu belirlenmistir. Spesifik bantlar olusturmayan
bitkilerde gen kagislarinin da olabilecegi veya PCR sonrasi sentezlenen DNA’nin
elektroforez sirasinda kayba ugramis olabilecegi yada DNA oOrneklerinin dejenere
oldugu dustunilmektedir.
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4.9.4. Transgenik Bitkilerden Elde Edilen Vegetatif Yumrularin Higromisin
Dayamklilik Geni (Hpt) icin PCR Analizi

Transgenik patates bitkilerinden elde edilen vejetatif yumrulart saksilara
dikilmis ve cikislar1 gbzlenmistir. Dikimi yapilan 10 adet “Marfona’” yumrularindan 5
tanesinde bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkilerden DNA izolasyonlar: yapilmis ve
Hpt geni icin PCR andlizleri yapilmis ve spesifik 700 bp. biyukliginde DNA
bantlar1 elde edilmistir. Boylece aktarilan genin stabil olarak yumrulara gegtigi
kanitlanmistir (Sekil 4.34.).

700bp € F WS “ P 8 s

Sekil 4.34. “Marfona” Patates Cesitlerinden Elde Edilen Transgenik Bitkilerin
Yumrularimin Htp Igin PCR Analizi;T1, T2, T3, T4, T5; Transgenik
Yumru, P; A. tumefaciens in pCAMBIA1301 Plazmidini igeren
EHA101 Irki, N; Transformasyon Y apilmamis Patates Bitkisi

4.8. Transgenik Patates Bitkilerinin Biyolojik Olarak Testlenmes

Yapilan transformasyon sonucunda elde edilen transgenik “Marfona” ve
“Granola” c¢esidi patates bitkilerinde higromisin geninin varhg: agisindan PCR
analizleri yapilmistir. Bu analiz sonucunda pozitif bant olusumu gdsteren transgenik
bitkiler secilerek Cry 1 A(c) geninin varligin tespit etmek igin biyolojik testlemeler
yapilmistir. Cry 1 A(c) geni iceren transgenik patates bitkilerinde B. thuringiensis
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kristal proteinin etkinligini test eimek igin sera kosullarinda bocek kafesleri igerisinde
3. ve 4. donem patates bocegi (L. decemlineata Say.) larvalarinin bitkiler Gzerinde
beslenmeleri saglanmistir (Sekil 4.35.).

Kurulan deneme sonrasinda kontrol bitki ile transgenik bitkinin yapraklar: ve
transgenik bitkilerden alinan yapraklar ile beslenen patates bocegi larvalarinin 4 giin
sonra % 80-85 oraminda larva ve % 50 oraninda pupa Olumi meydana geldigi
gozlenmistir (Sekil 4.36.). Kontrol olarak kullanilan patates bitkisinin yapraklarin
Uzerinde beslenen larvalar canliliklarim korumuslardir (Sekil 4.36.). Lagnaoui ve ark.
(2000), Cry 1a genini A. tumefaciens araciligi ile patates cesitlerine aktarmuslardir.
Elde ettikleri transgenik bitkilerin patates guvesine kars: testlemelerini yapmislar ve
transgenik bitkilerle beslenen larvalarda yuksek oranda dlumlerinin oldugunu tespit
etmislerdir. Davidson ve ark. (2002), Davidson ve ark. (2004), Cry 1 Ac9 genini A.
tumefaciens aracilig ile patates bitkilerine aktararak Lepidoptera takimindan olan
paates glvesine kars1 dayanikli bitkiler elde etmislerdir. Elde ettikleri transgenik
bitkilerin zararli bocegin larvalarinda yiksek oranda o6limlere neden oldugunu
saptamuslardir. Kamenova ve ark. (2008) Cry 3 A geni ile U¢ farkl patates gesitlerine
gen aktarimi yapmuslar ve patates bocegine (Leptinotarsa decemlineata Say.)
dayanikli transgenik bitkiler elde etmislerdir. Elde ettikleri transgenik bitkileri
biyolojik testleme amaciyla transgenik bitki yapraklari Uzerinde patates bocegi’ nin
farkli donemlerindeki larvalarimin  beslenmelerini  saglamislar  ve larvalarin
donemlerine gore 2-9 gin icerisinde olduklerini tespit etmislerdir. Literattrlerde
yapilan ¢alismalarda aktarimi yapilan B. thuringiensis kristal proteinin etkinligi farkl
Cry genlerinin toksik etkisinden dolay: zararli boceklerin larvalarinda oldukca etkili
oldugu belirlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢calismalarda da Lepidoptera takimi zararlilar
Uzerinde etkili olan Cry 1A(c) geninin patates bitkisine aktarilmasi sonucunda elde
edilen transgenik patates bitkilerinin Cry genlerinin toksik etkisinden dolay: patates
boceginin larvalarina karsida etkili olabilecegi gozlenmistir.
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Sekil 4.35. Biyolojik Testleme icin Sera Kosullarinda Bocek Kafesleri Igerisinde
Deneme icin Segilen Patates Yapraklar: ile Beslenen 3. ve 4. Donem
Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say.) Larvalar

Transgenik bitkiler tzerinde beslenen patates boceklerinde % 10-15 oraninda
bir zarar meydana gelirken, transformasyon yapilmamus kontrol olarak kullanilan
bitkinin yapraklar: Gzerinde beslenen patates bdcegi % 90 oraninda bir zarar meydana
getirmistir (Sekil 4.36).
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F
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Sekil 4.36. Cry 1A(c) Genini igceren Transgenik “Marfona’ (Ustten ilk Sira) ve
“Granola’ (Ustten ikinci Sira) Patates Cesidi ve Kontrol Bitkilerin
Yapraklar: (Ustten Uglincli Sira) Uzerinde Beslenen Patates Bocegi
(Leptinotarsa decemlineata Say) Larvalarimin Olusturdugu Zarar

Kurulan deneme sonucunda transgenik “Marfona” ve “Granola’ ¢esidi Uzerinde
beslenen patates bdceginin agirliklarinda ilk gunlerde fazla miktarda farklilasma
olmadan diger 3. ve 4. gunlerde agirliklarinda azalma meydana gelmistir. Dort ginluk
takiplerde boceklerin % 80-85'inde Olim gobzlendigi bazi bdceklerde ise pupa
olusumunun meydana geldigi gozlenmistir. Daha sonraki kontrollerde ise olusan
pupalarda kurumalar meydana gelmis ve ergin cikisina rastlanmamistir.  Kontrol
bitkiler, Transgenik “Marfona’ ve “Granola’ bitkileri ile beslenen larvalarin ortalama
degerleri incelendiginde, kontrole gore transgenik bitkiler ile beslenen boceklerde
onemli diizeyde agirlik kaybi saptanmustir. Iki cesit arasinda 6zellikle “Marfona’
cesidinde diger ceside gére daha da distk agirlik saptanmasina karsin bu fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir (Cizelge 4.7. ve 4.9.).
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Bolunms parseller deneme desenine goére yapilan istatistik analizi sonucunda
olusturulan varyans analiz cizelgesi (Cizelge 4.8.) incelendiginde, Kontrol “Marfona’
ve “Granola’ bitkileri, transgenik “Marfona” ve “Granola’ bitkileri ile beslenen
boceklerin agirlik artis1 Uzerine gunler ve Gun x Uygulama interaksiyonu Uzerine
Oonemli etkide bulunmadigi, ancak uygulamalarin p:0,01 olasilik dizeyinde dnemli
etki yaptig1 gorilmektedir.

Kontrol bitki yapraklarinda gelisen boceklerde ise; 4 gunlik gozlem sirasinda
bocegin agirliklarinda artis meydana geldigi ve pupa olusturdugu ve daha sonrasinda
ise pupadan ergin ¢ikislarinin meydana geldigi gozlenmistir.

Cry 1A(c) geni Lepidopteratakimi bocekler Uzerinde etkili oldugu bilinmektedir.
Bizim yaptigimiz calismalarda aktarilan bu gen ile Coleoptera takimina bagli patates
bocegi larvalarinda da etkili olabilecegi dustnulmektedir. Nazarian ve ark. (2009)
yapmus olduklari arastirmalarda Cry 1b, Cry 11, Cry 3a, Cry 3b, Cry 3c, Cry 8a, ve Cry
14-35 arasinda c¢ok sayida Cry genlerinin izole edildigi ve bunlarin etki
mekanizmalarinin benzer oldugunu saptamiglardir. Arastirmalarinda aktardiklar: Cry 11
genlerini iceren transgenik bitkiler Gzerinde besledikleri Coleoptera takimi boceklerin
larvalarinda % 66 oraminda dlumlerin meydana geldigi belirlemislerdir. Coleoptera
takimi, Chrysomellidae familyasindan Xanthogaleruca luteola Muller larvalarinin Cry
geni iceren bitkiler Gzerinde beslenmesi sonucunda 4 gun sonra larvalarda 6lum
meydana geldigini saptamislardir.

Y aptigimiz ¢calismada alinan sonuclar ile literatlirde yapilan ¢alisma sonuclari ile
uyum igerisinde oldugu goralmustdr. Cry kristal proteinlerinin Bacillus thuringienss
den izole edilmis ve 200 den fazla grup ve en az 50 tane alt gruptan olusmaktadhr. izole
edilmis farkl: Cry genleri arasinda yapisal bazi farkliliklarin olmasi nedeniyle farkli Cry
genleri meydana gelmistir. Cry genlerinin yapisinda (domain 1, 11 ve 111 ) 3 farkl
domain bolgelerinden meydana gelmis ve bu Domain 11 ve Domain IIl bolgeleri
konukgu ile reseptor bolgesini tamyarak baglanip konukgu hiicreye toksik etkili
olabilmektedir (Peferon ve ark. 1997; Maagd ve ark. 1999; Davidson ve ark. 2002;
Davidson ve ark. 2004; Bravo ve ark. 2007). Domain 1l ve Domain |11 bdlgesinde
olusturulan mutasyonlar veya bu kissmlara baglanan farkli proteinler ile Cry genlerinin
insektisidal etkisi arttirilmis ve farkli boceklere de toksik etkisi ortaya gikmistir. Wang
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ve ark. (2002) yapmis olduklar: calismadaise Cry 1A(c) geninin daha ¢cok Lepidoptera
takimi boceklerde zararli olarak distintlmesine ragmen; yaptiklar: biyolojik analizler
ve sonra PCR calismalarinda Coleoptera takimi boceklere de Cry 1A genlerin etkili
oldugunu gézlenmistir.

Tailor ve ark. 1992; Zhong ve ark. 2000 yaptiklari biyolojik testlemelerde Cry 2
geninin Lepidoptera ve Coleoptera takimlarinda etkili oldugu, Cry 1b geninin ise,
Coleoptera, Lepidotera ve Diptera takimlar: boceklerine kars etkili oldugu, Cry 1A ve
Cry 2 genleri kullanilarak yaptiklar: biyolojik testlemelerde bu genlerin kodladig: aktif
proteinlerin Lepidoptera ve Coleoptera takinu boceklere etkili oldugu tespit etmislerdir.
Bdylece arastirma sonucunda bazi Cry proteinlerinin birden fazla bocekleri 6ldurtict
etkisinin oldugu rapor etmislerdir.

Davidson ve ark. 2004 yapmus olduklar: calismalarda elde ettikleri transgenik
bitkilerde sera kosullarinda Cry 1Ac9 protein genin patates guves (Phthorimaea
operculella)’ nin gelisimi Uzerine olan etkisi agisindan biyolojik testlemelere tabi
tutulmus ve 60 ng/g taze yapraklar kullamlmustir. 4 gunlik larva beslenmesi
sonucunda transgenik bitkilerin patates guvesinin larva gelisimini  azalttigi
belirlemistir.

99



4. BULGULAR VE TARTISMA Semiha UNLU YUCEER

Cizelge 4.7. Transgenik “Marfona’ ve “Granola’ Cesidi Uzerinde 4 Giin Boyunca
Besenen Patates BoOcegi (L. decemlineata Say.) Larvalarinin
Agirliklarinda Gozlenen Farklilasma

GUNLER
Uygulama 1 2 3 4 Ortalama
Konrol 76.0 814 96.0 113.0 91.60 a*
Transgenik 58.0 51.8 48.0 38.0 48.45 b*
Granola
Transgenik 46.0 42.4 35.0 244 36.95 b*
Marfona
Ortalama 60.0 58.5 59.7 58.5 59.17
LSD 16.18

* Aym harf ile gosterilen ortalamalar LSD 0.05 olasilik diizeyinde benzerdir.

Cizelge 4.8 Transgenik Patetes Bitkilerinde 4 GiUn Sire ile Beslenen Patetes
Boceginin Gunluk Agirliklarina Ait Varyans Analiz Degerleri

) KT KO | F degeri | Olasilik
Blok 4 9072.167 | 2268.042 | 62.0484 | 0.0000
Gun (A) 3 27533 19.178 0.2511
Hata-1 12 438.633 |36.553
Uygulama (B) |2 32997.63|16498.82| 26.145 |0.0000
AxB 6 6514.767|1085.794 | 1.7206 |0.1482
Hata-2 32 20193.6 |631.05
VK (%) 42.46

KT: Karder toplami, KO: Karder ortalamasi, F: F testi, SD: Standart Sapma

Kurulan saksi denemesinde yapilan gozlemlerde transgenik bitkiler tUzerinde
3. ve 4. donem patates bocegi larvas: beslenmesi sonucunda ilerleyen zamanlarda
bocekte beslenme azalmasi ve sonrasinda larva Olumleri meydana gelmistir.
Transgenik bitkiler Gzerinde 6lmeyen bdceklerde ise pupa olusumu gozlenmis, fakat
daha sonra pupadan ergin cikislart gergceklesmemistir. Kontrol bitkilerde beslenen
patates boceklerinde ise bitki Uzerinde yaprak kalmayincaya kadar beslendigi ve
normal gelisimlerine devam ettigi gozlenmistir (Sekil 4.37 A, B), (Cizelge 4.9).
Kurulan biyolojik testleme calismalarinda transgenik “Marfona” patates gesidi
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Uzerinde beslenen patates boceginin larva ve erginlerinde % 85 oraninda 6lim
meydana geldigi gbzlenmistir. Transgenik “Granola’ patates ¢esidi Uzerinde beslenen
bocegin larva ve erginlerinde ise, % 80 oraninda bir 6lim meydana geldigi
belirlenmistir (Cizelge 4.9). Transformasyon yapilmams kontrol bitkiler Uzerinde
bitki yapraklarinda beslenen bocegin ergin ve larvalarinda ise 6lim meydana
gelmemis, patates bbcegi tUm gelisim evreleri olan pupa ve ergin olusumunu
tamamlamistir.  Transgenik “Marfona” ve “Granola’ patates cesitlerinde pupa
olusturan patates boceginde % 50 oramnda kuruma olmus ergin cikislarina

rastlanmamustir.
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Sekil 4.37. Transgenik “Marfona’ (A), “Granola” (B) Patates Cesidi (solda) ve
Kontrol (sagda) Bitkilerin Y apraklar1 Uzerinde Karakteristik Beslenen
Patates Bocegi (L. decemlineata Say) Larvalarimin Olusturdugu Zarar
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Cizelge 4.9. Transgenik “Marfona’ ve “Granold’ Cesitlerinde Biyolojik Testleme
Esnasinda Patates Boceginde Gozlenen Olim ve Gelisim Oranlar

Olim Oran Gelisme Orani
Larva (%) | Pupa (%) | Ergin (%) | Larva(%) | Pupa (%) | Ergin (%)
Transgenik 85 - 85 10 5 5
Marfona
Transgenik 80 50 80 15 5 5
Granola
Kontrol 0 0 0 100 100 100

Patates bocegi erginleri ile transgenik “Marfona” ve “Granola’ bitkileri

larvalarla kurulan aym deneme kurulmustur ve orada da alinan sonuclar larva

denemesinde alinan sonuclarla benzerlik gostermistir (Sekil 4.38).

.’i.

Sekil 4.38. Transgenik “Granola’ Patates Cesidi Bitkilerin Yapraklar: Uzerinde

Beslenen Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say) Erginlerinin
Uzak (A) ve Y akindan (B) Gorlntdleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu calismada patates bitkisine Agrobacterium araciligr ile gen
transferi yapmak igin Once patateste in vitro kosullarda bitki regenerasyonu sistemi
kurulmustur. Bu amacla temel MS ortaminda farkli hormon konsantrasyon ve
kombinasyonlari denenmis ve optimum regenerasyon ortami saptanmustir. Ayricain
vitro da gelisen patates bitkilerinden mikro yumru olusumlarimi gbzlemek amaciyla
farkli sakkaroz konsantrasyonlari denenmistir. Agrobacterium'un higromisin
antibiyotigine dayaniklilik geni (Hpt) ve bdceklere dayanikliligi saglayan Bacillus
thuringiensis Cry genlerinden Cry 1A(c) genini tastyan pPCAMBIA 1301 plazmidini
iceren EHA101 A. tumefaciens izolat1 ile gen transferinin yapilmas: amaglanmustir.
Ayricatransformasyonu optimize etmek icin kanamisine dayaniklilik saglayan Npt 11
geni ile B-glukurodinaz (GUS) genlerini tastyan pGA482GG plazmidini bulunduran
EHA101 izolat: ile de gen transferi yapilmistir. Daha sonra 50 mg/l kanamisin igeren
ortam Uzerinde gelisen doku parcalarindan gelisen transgenik oldugu varsayilan
siirguin parcalar: histokimyasal GUS analizi ile test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore bocege dayaniklilik genini tasiyan plazmidi iceren diger bakteri ile
transformasyon yapilmistir.  Antibiyotikli ortam Uzerinde transgenik oldugu
varsayilan surgunler koklendirme ortami Uzerinde kiltire alinmis ve gelisimini
tamamlayan bitkilerin dogal kosullara adaptasyonlarini saglanmistir. Bu bitkilerde
genlerin varligi molekiler analizler ve biyolojik testleme ile ispat edilmistir.

Bu sonuclar1 elde etmek icin;

1) Arastirmada regenerasyon ve transformasyon calismalarinda kullaniimak
amaciyla, ilk olarak patates yumrulari 100 mg/l GA3 iceren ¢ozelti icerisinde 1 saat
veya +4 °C de 1 gece bekleterek dormansisi kirilmustir. /n vivo da yetistirilen
bitkilerinde siirgiin uclar1 ve internodium parcalar: steril kosullarda % 70'lik etil
alkol igerisinde 1 dakika bekletildikten sonra % 3'luk sodyum hipoklorit (NaOCl) ve
% 0.1 tween-20 iceren ¢ozelti icerisinde 10 dakika bekletilerek, sterilizasyon islemi
tamamlanmustur.

2) Transformasyon icin en iyi regenerasyon ortamin belirlemek igin yapilan 6n
calismalarda internodium doku parcalari icin en uygun bitki regenerasyon ortaminin
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% 90 oraninda 4.78 mg/l Zeatin, 0.2 mg/l GA3 ve 0.01 mg/l 1AA iceren bazal MS
ortami oldugu ve bunu % 82 oraminda 2.2 mg/l Zeatin, 0.02 mg/l NAA ve 0.15 mg/I
GAsigeren MS ortaminin takip ettigi belirlenmistir. Y aprak doku parcalarinda ise en
iyl sirguin gelisiminin % 33 oraninda 2.2 mg/l Zeatin, 0.02 mg/l NAA ve 0.15 mg/I
GA; iceren MS ortaminda meydana geldigi belirlenmistir. Arastirilan diger hormon
kombinasyon ve konsantrasyonlarinin bazal MS ortami tizerinde kiltlre alinan bitki
doku parcalarinda istenmeyen kallus gelisimleri ve anormal sirgin gelisimleri
gbzlenmistir. Kullamlan farkli hormon konsantrasyon ve kombinasyonlarin: igeren
ortamlar Uzerinde gelisen sirgin sayisindaki farkhiliklart belirlemek amaciyla
istatistik analizler yapilmis ve Duncan testine gére p<0.05 hata sinirlar: icerisinde
yorumlar: yapilmustir. Bu analize gore ayni harfi tasiyan ortamlarin birbirlerinden
istatistiksel olarak farkli olmadig: seklinde yorumlanmustir.

3) Arastirmada kullanilan her iki patates cesidine ait bitki doku parcalarindan
en fazla strglin regenerasyonun internodium doku parcalarindan meydana geldigi
saptanmustir. Yaprak doku parcasinda ise ¢cok az sirgin gelisiminin oldugu ve
cogunlukla kallus gelisimi meydana geldigi belirlenmistir. Olusan bu kalluslarin
kilture alinmast sonucunda ise bitki regenerasyonu gézlenmemistir.

4) Gen transferi calismalarinda, bitki doku parcalarinin uzun siire ve yogun
bakteri ile ortak kultlrld durumunda antibiyotik iceren ortam Uzerinde kilttre alinan
bitki dokular1 Uzerinde bakterilerin 6lmedigi saptanmustir. Ayrica gen transferi
yaparken bakteri soliisyonunun hazirlandigi ortam icerisine 20 mg/I Asetosiringon,
5 mM Betain ve 1 mg/l 2.4-D ilave edildiginde transformasyon sikligimin arttigi
gbzlenmistir. Antibiyotikli ortam Uzerinde gelisen doku parcalarina uygulanan
histokimyasal GUS analizi sonucunda aktarilan GUS geninin etkisi ile dokularin
% 80’inin mavi renge boyandigi bdylece bitki transformasyonunun gerceklestigi
kanitlanmustir.

5) A. tumefaciens ile gen aktarimi yapilan internodium ve yaprak doku
parcalarinda transformasyon basarisimin en fazla % 90 oramnda internodium doku
parcasininda gerceklestigi belirlenmistir. Y aprak doku parcasindaise % 20 oramnda
transformasyon basarisinin gergeklestigi gozlenmistir.
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6) Rejenere edilen transgenik oldugu varsayilan stirgiinler modifiye edilmis MS
ortamina 1,0 mg/l NAA igeren ortam Uzerinde kltire alinmasindan 3 hafta sonra
sirgunlerin yaklasitk 15 cm uzunlugunda kokler olusturdugu belirlenmistir. Bu
sekilde gelisen bitkiler saksilara aktarildiginda dogal kosullara adaptasyonlar1 daha
kolay olmustur. Gelisen transgenik bitkilerin normal yesil aksam, gicek ve yumru
olusturduklar1 gozlenmistir.

7) Elde edilen transgenik bitkilerde in vitro Gretim materyali olan mikro yumru
olusumunu tesvik etmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda bilyume dizenleyici
hormonlar ve farkli oranlarda sakkaroz iceren ortamlar Uzerinde denemeler
kurulmustur. Kurulan sakkaroz denemelerde; karanlik kosullara sahip klima odasinda
en fazla mikro yumru olusum oraninin % 90 sakkaroz igeren ortam da gergeklestigi,
daha sonra % 60’ 11k sakkaroz igeren ortamlarin bitki basina yumru sayisi ve agirligi
Uzerinde oldukca fazla etkili oldugu belirlenmistir. Kullamlan Kinetin ve NAA
hormonlarinda da mikro yumru olusumu gézlenmis fakat 90 gr/l sakkaroz iceren
ortama gore daha az olusturdugu belirlenmistir.

8) Elde edilen transgenik bitkilerden DNA izolasyonlar1 yapilmis Hpt, Npt 11 ve
GUS geni agsindan PCR analizleri yapilmistir. PCR UrUnlerinin  elektroforezi
sonucunda transgenik bitkilerde higromisin antibiyotigine dayaniklilik geni igin
testlenen 55 adet tahmini transgenik bitkilerin 35 tanesinde 700 bp’lik spesifik DNA
bantlarimin  meydana geldigi belirlenmistir. Optimizasyon calismast amaciyla
aktarilan markor genleri icin yapilan PCR sonuclari ise; transgenik bitkiler arasindan
tesadifi secilen 10 adet bitkinin Npt 11 geni icin yapilan PCR analizinde 7 tane
bitkide 700 bp’lik spesifik bant olusumu gozlenmistir. GUS geni igin ise, transgenik
bitkiler arasindan tesadifi segilen 10 adet bitkinin GUS geni igin yapilan PCR
analizinde 9 tane bitkide 660 bp’lik spesifik bant olusumu gozlenmistir. Aktarilan
genlerin varligint ispat etmek agisindan yapilan PCR analizlerinde, spesifik band
olusumu gostermeyen bitkilerin  oldugu gozlenmistir. Bu DNA’larin  band
olusturmamas: gen aktariminda bazi kagislarin olabilecegini veya PCR sonrasi
sentezlenen DNA’'nin elektroforez sirasinda kayba ugradigi yada dejenere oldugu

sonucuna varilmstir.
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9) Toprak kosullarina adaptasyonlar1 saglanmis transgenik bitkiler biyolojik
olarak test edilmislerdir. Bocek kafesleri icerisinde Patates Bocegi (Leptinotarsa
decemlineata Say.) ergin ve larvalari beslenmistir. Bu deneme sonrasinda transgenik
oldugu dusuntlen bitkinin yapraklar: ile beslenen zararlilarda 3-4 giin sonra % 80-85
oraninda larva 6lumleri meydana geldigi gozlenmistir. Her ne kadar kullanilan gen
Ozellikle Lepidoptera takimi bOceklere toksk olsada Patates Bocegi'ninde ergin
oncesi donemleri larva oldugundan Cry 1A(c) geni Urind kristal proteinleri toksik
etkisini Patates BoOcegi (Leptinotarsa decemlineata Say.)’'nde de gostermistir.
Transgenik bitkilerle beslenen larvalarin bazilarinda pupa olusumlar: gdzlenmis fakat
pupadan ergin ¢ikislarina rastlanmamistir. Kontrol olarak kullamlan patates bitkisinin
yapraklarinda ise larvalar beslenmis ve gelisim evrelerini  tamamladiklar
belirlenmistir. Cry 1A(c) geni bu tez kapsaminda ilk olarak Coleoptera takimina
bagli Patates BOcegi’ nin larva safhalarinda etkili oldugu gosterilmistir.

10) Transgenik patates bitkilerinden elde edilen yumrular saksilara dikilmis ve
cikislart gozlenmistir. Dikimi yapilan 10 adet yumrularindan 5 tanesinde gozler
sirmis ve bitki elde edilmistir. Elde edilen bitkilerden DNA izolasyonlar: yapilmis
ve Hpt geni icin PCR analizleri yapilmis ve DNA izolasyonlar1 yapilan bitkilerde
700 bp Hpt geni icin spesifik bantlar elde edilmistir. Boylece aktarilan markor ve
diger genin yumrulara gectigi kanitlanmustir.

Y apilan arastirma ile Cry 1A(c) geninin Agrobacterium araciligiyla aktarilmasi
sonucu elde edilen transgenik bitkiler biyolojik testlemede patatesin en 6nemli
zararlhist olan Coleoptara takimina ait Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata
Say.) ile beslenmistir. Ancak Cry 1A(c) geninin Lepidoptera takim zararlilara karsi
etkili bir gen oldugu bilinmesinden dolay: ¢alismada pozitif kontrol olarak bu takima
bagli patates zararlilarindan Patates Guvesi (Phthorimaea operculella), polifag bir
zararlh olan Yesil Kurt (Heliothis armigera) ve Prodenya (Pamuk yaprak Kurdu)(
Spodoptera littoralis) ile beslenmesi yapilabilir.

Ayrica elde edilen transgenik patates bitkilerine ait yumrular Biyoguvenlik
yasasi cercevesinde etik izinler alinip, Patates Arastirma Enstitilerinin deneme
alanina ekilip tarla kosullarinda transgenik bitkilerin sz konusu zararliya karsi
etkinlikleri degerlendirilebilinir.
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Transgenik bitkiler GDO kapsaminda insan sagligina olan etkileri tartisilan bir
konudur. Bu bitkiler icin bircok arastiricilarin yaptigi olumlu ve olumsuz birgok
tartisma vardir. Ancak patatesin 6nemli zararlisi olan Patates Bocegine karsi en az 4-
5 veya yogunluguna bagli olarak daha fazlada ilaglama yapilabilmektedir. Kullanilan
bu ilaglarin toprakta ve bitki depolar: olan yumrularda kalint: olusturmasi sonucu
transgenik bitkilerden daha fazla insan ve c¢evre sagligim tehdit ettigini
dustinmekteyim.

Sonug olarak biyoteknolojik calismalarin ilk basladigi bitkilerden biri olan
patateste yapilan bu calismada gen aktarma sistemine uygun bir adventif slrgiin
olusumu ve yiksek oranda transgenik bitki elde edilmeye calisilmis olup, ¢cok sayida
transgenik patates bitkisi elde edilmistir. Arastirma sonucunda alinan bilgiler is1iginda
patates bitkisinde yapilacak tarimsal agidan 6énemli diger farkli genlerin aktarilmasi
icin uygun bir protokol olusturulmustur. Daha sonraki yapilacak calismalarda farkl:
patates cesitleri ele alinarak bitki rejenerasyon kapasiteleri saptamip, en yiksek
kapasiteye sahip cesitler secilebilir. Calismada doku kdltdrd, Agrobacterium
tumefaciens araciligi ile etkin bir sekilde gen aktarimu ile ilgili bulgular bundan
sonraki calismalara 1s1k tutacaktir. Ayrica, bu arastirma 1s1g1 altinda hastalik, zararl,
herbisitlere veya stres kosullarina dayanklilik genleri calismada belirlenen
yontemlere gore bitkiye aktarilarak test edilebilir. Boylece, elde edilen transgenik
bitkiler diger micadele yontemlerine alternatif olarak kullanilabilir.
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EKLER

Ek 1. Patatesin kultire alindig1 bazal MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminin
icerigi

Kimyasallar Miktarlar: (mg/l)
inorganik M addeler

NH4NO; 1650
KNOs 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSO,.7H,0 370
KH2>PO, 170
Kl 0,83
H3BO; 6,2
MnS0O,.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H,0 8,6
Na;M00,.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl 6H,0 0,025
FeS0,.7H,0 27,8
Na,.EDTA.2H,0O 37,3
Organik Maddeler

Myolnositol 100
Nikotinik asit 1
Piridoksin HCI 1
Thiamin HCI 10
MES 500
Sakkaroz % 2
Phytojel % 0,2
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Ek 2. Bakteri kulturlerinde kullanilan antibiyotikler, bu antibiyotiklerin ¢ozuldugu

maddeler, stok soltisyonlar: ve kullanma konsantrasyonlari.

Kullanilan
Kullamlan Stok Soltisyon ~ Konsantrasyon
Antibiyotikler Coziici Madde (mg/ml) (mg/ml)
Kanamisin H.O 10 25-50
Higromisin H.O 10 10
Karbenisilin ~ H,O 20 200-600
Sefotaksim H>O 25 250

Ek 3. Agrobacterium tumefaciens' in gelistirilmesinde kullanilan Y EP ortam

Kimyasallar Miktarlary (gr/l)
NaCl 5
Y east Extract (Difco) 5
Tryptone (Difco) 10
Agar (Bacto-Agar) 15

pH 7.0 olmalidr.
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Ek 4. Bakteri siispansiyonunda kullanlan transformasyon soltisyonu

Kimyasallar Miktarlar: (litreye)
MS ortaminin tuzlari

Gamborgs B5 vitaminleri

Glikoz 309
24-D 1mg
Betain 5mM
Asetosiringon 20mg
MES 500 mg

pH’s1 5,75 e ayarlanir.

Ek 5. Asetosiringone (As) ve Betain hazirlanmast

Asetosiringone

Asetosiringone 50 mg
Dimetil sulfoksit (DM SO) 0.5ml
ddH20 9.5 ml

Soltsyon filtre ile steril edilir.

Betain
Betain 5mM
ddH20 9.5ml
Soltsyon filtre ile steril edilir.
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Ek 6. Patatesin internodium doku pargalarindan bitki regenerasyonu igin belirlenen

ortam
Kimyasallar Miktarlar: (mg/l)
inorganik M addeler
NH4NO; 1650
KNOs 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSO,.7H,0 370
KH2>PO, 170
Kl 0,83
H3BOs3 6,2
MnS0O,.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H,0 8,6
Na;M00,.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl 6H,0 0,025
FeS0,.7H,0 27,8
Na,.EDTA.2H,0O 37,3
Organik Maddeler
Myolnositol 100
Nikotinik asit 1
Piridoksin HCI 1
Thiamin HCI 10
MES 500
Sakkaroz % 2
Phytojel % 0,2
GA3 0,2
IAA 0,01
Zeatin 4,78
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Ek 7. Patatesin yaprak doku pargalarinin gelisimleri icin belirlenen ortam

Kimyasallar Miktarlar: (mg/l)
inorganik M addeler

NH4NO; 1650
KNOs 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSO..7H.0 370
KH2>PO, 170
Kl 0,83
H3BOs3 6,2
MnS0O,.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H0 8,6
NaM00,.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl 6H,0 0,025
FeS0,.7H,0 27,8
Na,.EDTA.2H,0O 37,3
Organik Maddeler

Myolnositol 100
Nikotinik asit 1
Piridoksin HCI 1
Thiamin HCI 10
MES 500
Glikoz % 1,6
Phytojel % 0,2
Zeatin 2,2
NAA 0,02
GA3 0,15
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Ek 8. Histokimyasal GUS analizinde kulanilan X-Gluk analiz bafiri1 (X-Gluc)

Kimyasallar Miktarlary
5-Brom-4-klor-3-indolil-B-D-glukurnid 1mM

NaHPO4 100mM pH 7.0
Triton X-100 % 0.1

K + ferricyanide 4 mM
Kloramfenikol 100 nrg/ml

Ek 9. Histokimyasal GUS anlizinde kullanilan sodyum fosfat buffer

Kimyasallar Miktarlary
NaH,PO,4.2H,0 (A) 0.05M
Na;HPO,.12H,0 (B) 0.05M
pH 7.0 olmalidr.
0.05 M konsantrasyonunda hazirlanan A solisyonundan 39 ml, B
soltisyonundan 61 ml alinarak karistirildiginda elde edilen soltiisyonun pH’ st 7.0 olur.

Ek 10. Molekiler Biyoloji Testlerinde Kullanilan Ortamlar ve Stok

Soliisyonlarinin igerikleri

a) DNA Ekstranksiyon bafiri 1 (500 ml igin)

Kimyasallar Miktary
Trisma-base 01M
Sorbitol 0,35 M
EDTA-Na 5mM

dd H0 igerisinde Trisma-base ¢ozllir HCI ile pH 8.0'a ayarlandiktan sonra
toplam hacim ddH-0 ile 500 ml’ ye ayarlanarak otoklav edilir.
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b) Nuclei lysis bafir (100 ml igin)

Kimyasallar Miktary
Trisma-base 02M
EDTA 0,05 M
NaCl 2M

% 2 CTAB 29

pH: 7,5 olmalidir. Soltsyon otoklav edilerek sterilizasyonu yapilir.

¢) % 5 Sarcosyl
DNA Ekstraksiyon Bafiri 2
DNA Ekstraksiyon Bafir1 1 1 vol
Nuclel Lysis Bafir 1 vol
% 5 Sarcosyl 0,4 vol

d) RNaz' in hazirlanmasi

RNaz (10 mg/ml)
RNaz A (Sigma) 10 mg
IXTAE 1ml

15 dakika steril bidestile su icerisinde kaynatilir ve —20 °C’ de saklanir.

Ek 11.
TAE Bafir
Tris-HCI (10 mM) 1,21 gr.
Na-EDTA (1 mM) 0,37 gr.
ddH.O 1000 ml.

HCl asit ile pH 8.0"a ayarladiktan sonra ddH-O ile toplam hacim 1000ml’ ye

tamamlanir ve otaklav edilir.
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Ek 12. L oading bafir

L oading bafir 100 mlicin
Ficoll 400 0,25 gr
Bromofenol blue 0,25 mg

Ficoll 400 65 °C’ de eritilip Uzerine bromofenol blue ilave edilir.

Ek 13. EtBr.’ in hazirlanmast

Etidiumbromid (EtBr) (0,8rrg/ml)
Etidiumbromid 4nl
ddH,O 50 mi

Ek 14. Transgenik “Marfona’ ve “Granola’ Cesidi Uzerinde 4 Giin Boyunca

Beslenen 3. ve 4. Donem Patates Bocegi Larvalarin Agirliklarinda Gozlenen

Farklilasma
1. Gin
Tekerrlr Marfona Granola Kontrol Marfona

(mg) (mg) (mg)
1 20 60 30
2 60 40 100
3 40 80 60
4 50 60 70
5 60 50 120
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2. Gun

Tekerrlr Marfona Granola Kontrol Marfona

(mg) (mg) (mg)

1 18 56 35

2 57 35 110

3 37 75 65

4 45 53 73

5 55 40 124

3. Gin

Tekerrlr Marfona Granola Kontrol Marfona

(mg) (mg) (mg)

1 15 50 50

2 50 30 120

3 30 70 80

4 40 50 80

5 40 40 150

4. Gln

Tekerrlr Marfona Granola Kontrol Marfona

(mg) (mg) (mg)

1 12 40 80

2 30 20 125

3 20 60 95

4 30 40 85

5 30 30 180
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