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OZET
BOCEGE VE HERBISITE DAYANIKLILIK GENLERININ PATATESE AKTARIMI

AMIRI, Abdul Naser
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman : Dr. Ogr. Uyesi Allah BAKHSH
Eyliil 2018, 94 sayfa

Bu tez calismasinda, boceklere ve herbisitlere direnclilik sagladigi bilinen crylAc ve
bar isimli iki gen Agrobacterium tumefaciens araciligiyla Marabel patates ¢esidine
aktarilarak boceklere ve herbisitlere direngli transgenik patates hatlari gelistirilmistir.
Calismada, 35S ve AoPRI olmak tizere iki farkli promotor kullanilmistir. Yapilan PCR
analizleri sonucunda, 6 adet bitkide crylAc ve bar genlerinin genoma yerlestigi teyit
edilmistir. ELISA analiz sonucunda transgenik bitkilerin crylAc proteinini 0,1-0,4 pg/g
arasinda sentezledigi belirlenmistir. Transgenik bitkilerden, yapilan biyoanaliz testleri
sonucunda elde edilen transgenik bitkilerin patates giivesi li¢lincli donem larvalarina
kars1 (6liim orani: %75) ve patates bocegi ergin ve larvalarina karsi (6liim orani: %0-
100) dayanikli oldugu tespit edilmistir. Ardindan yapilan Glifosinat uygulamasinda
transgenik bitkilerin herbisite karsi dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir. Transgenik
bitkilerin T; nesillerinde de PCR, ELIZA ve yaprak analizleri yapilmis ve aktarilan
genlerin genomdaki varlig: tespit edilmistir. Gelistirilen bu transgenik hatlar, patates

1slah1 programlart i¢in gen kaynagi olarak kullanilabilirler.

Anahtar kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, gen aktarimi, transgenik bitkiler, yabanci ot, bocek
dayaniklilig



SUMMARY

TRANSFORMATION OF POTATO WITH INSECTICIDAL AND HERBICIDAL
GENES

AMIRI, Abdul Naser
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor : Assistant Prof. Dr. Allah BAKHSH
September 2018, 94 pages

In present study, a potato variety Marabel was transformed with insecticidal (crylAc)
and herbicidal (bar) genes wusing Agrobacterium mediated transformation.
Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 harboring binary vectory pTF101.1
containing crylAc gene under the control of 35S and AoPR1 promoter was used to
infect leaf discs and intermodal explants of Marabel. Phosphinothrincin (PPT) was used
as selectable marker for the screening of primary transformants under in vitro
conditions. The overall transformation efficiency remained 0.6 %. The gene
integression and expression of introduced gene was confirmed by PCR, ELISA; real
time PCR and leaf biotoxicity assays. The primary transformants showed proper
integression and expression of crylAc and bar gene. Real time data showed the
accumulated transcripts of crylAc gene in putative transgenic plants under the control
of both constitutive and wound inducible promoter. ELISA results exhibited the
expression of crylAc protein that varied between 0,1 and 0,4. The transgenic plants also
showed tolerance to the application of Glufosinate. The anaylsis of first progeny (To)
using PCR and ELISA showed the integression and expression of crylAc and bar
genes. Leaf botixicity assays showed the efficacy of crylAc against Colorado potato
beetle (CPB) and Potato tuber moth (PTM). A ranging mortality of CPB (0% and
100%) and PTM (75%) was recorded. The results showed that these transgenic lines
exhibit resistance against potato insect pests and can serve as parental material in a
breeding programme.

Keywords: Agrobacterium tumefacies, gene transformation, transgenic plants, weeds, insect resistance



ON SOz

Yiiksek lisans tez asamasinda her zaman yanimda olan hi¢bir maddi ve manevi
fedakarliktan kaginmayan, labratuvarinda calisma imkani saglayan, PCR, ELIZA ve
gPCR analiz calismalarinda, her tiirlii istatistiksal analizlerde tiim imkanlarin
hizmetime veren saygi deger danisman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Allah BAKHSH’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda analiz ¢calismalarimda her daim yardimci olan Tahira Hussain’e tesekkiir
ederim. Ayrica, doku kiiltiirii ve sera ¢alismalarimda yardimi dokunan arkadasim Ilham
Rahmankulov’a, ve her zaman istegime hayir demeyen kardeslerim her biri Muneeb’a,
ve Jakir Husain’a siikranlarimi sunarim. Ozellikle bocek analiz islemlerinde sonuna
kadar yardimci olan Muhammad Nadir Nagash’a ve Muhammad Salim’e, tez arkadagim

degerli Safa Stimer’e tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan beni bugiinlere gelmemde vesile olan, bana inanan ve bana

giivenen muhterem degerli canim anneme, tesekkiir ederek ellerinden dperim.
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BOLUM I

GIRIS

Bitkiler ¢ok eski zamanlardan beri insanlar tarafindan besin kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Diinya niifusunun artmasi tarimm O©nemini her gecen giin
artirmaktadir. Bu ylizden tarimi yapilan bitkilerin verimlerinin yiiksek olmasi
hedeflenmistir. Hedefe ulasmak ic¢in tarimda giibreleme, boceklere ve yabanci otlara
kars1 kimyasal ilaglama gibi uygulamalar yapilmaktadir (Andrews vd., 1987). Bitki
1slahinda ve modern teknolojilerde meydana gelen gelismeler sayesinde son 50 yilda
kiiltiiri yapilan bitkilerin veriminde 6nemli verim artislart oldugu bildirilmektedir

(Ozcan vd.,1993).

Patates (Solanum tuberosum L.), anavatanit Giiney Amerika olan tek yillik bir kiiltiir
bitkisidir (Sekil 1.1). Patates Ispanyollar tarafindan 16.yiizyilin ikinci yarisinda And
Daglar1 Bélgesinden iilkelerine intikal edilmis, ardindan Irlanda, iskogya ve Ingiltere’ye
ve daha sonra biitiin Avrupa ve Kuzey Amerika’ya yayilmistir. Patates tarimi Hindistan
yarimadasinda 18.yiizyilin ilk yarisinda baslamis, 18. yiizyilda Hollandalilar vasitasiyla
Cine ve Endonezya’ya oradan da Japonya’ya ulastirilmis, 19. yilizyilda ise Dogu
Afrika’ya yayilmistir. Tiirkiye’ye ise ilk kez 19.yiizyilin sonlarinda Rusya iizerinden
Dogu Karadeniz Bolgesine ve batidan Trakya Bolgesine girdigi belirtilmistir (ilisulu,
1957).

Diinyada bazi iilkeler hari¢ hemen hemen her iilkede tarimi1 yapilan patates, bugday ve
celtik gibi insan beslenmesinde kullanilan temel besin maddelerinden biridir. Patates
yumrulari1 nigasta halinde karbohidrat, protein, vitaminler ve demir gibi énemli besin
maddelerini i¢ermektedir. Bu yoniiyle insanlar tarafindan dogrudan yemeklik olarak
tiiketildigi gibi, yliksek oranda nigasta iceren patates islenerek cips, dondurulmus

patates, nisasta, pudra ve cocuk mamasi seklinde de kullanilmaktadir (Arioglu, 2002).

Patates, %12-22 nisasta, %3,3 diyet lifi, %2 protein, B1, B2 ve C vitaminleri ile fosfor
ve potasyum i¢cermektedir. Proteininin biyolojik degeri son derece yiiksektir, bu yiizden

besin degeri agisindan 6n plana alinmigtir (Warman ve Havard, 1998; Kumlay ve

Onaran, 2000; Burlingame vd., 2009).



Diinyada 2016 yilinda yaklasik 19 milyon ha alanda patates tarimi yapilarak, 376,8
milyon ton patates liretilmistir (FAOSTAT, 2018). En ¢ok patates yetistiren iilkeler Cin
(99,1 milyon ton), Hindistan (43,8 milyon ton), Rusya (31,1 milyon ton), Ukrayna (21,8
milyon ton) ve ABD (20,0 milyon ton) olurken, diinyadaki patates iiretiminin 4’te birini
(%26) Cin tek basma gergeklestirmektedir (FAOSTAT, 2018). Tiirkiye diinya {lizerinde
patates iretiminde 19’uncu sirada yerini almaktadir. Verilere gore Tiirkiye’de 2017
yilinda 142,9 bin ha alanda patates tarimi yapilmis ve 4,8 milyon ton iiretim yapilarak,
3,4 ton/da ortalama yumru iiretimi meydana gelmistir (TUIK 2018). Patatesin besin
degerinin yiiksek olmasi, yiiksek verim olusturmasi ve farkli iklimlerde kolayca
yetistirilmesinden dolay1 bugiin lilkemizin hemen hemen her yerinde 6zellikle Orta
Anadolu Boélgesinde tarimi yapilmaktadir. Tiirkiye’de 2017 yilinda patates iiretiminin
en fazla yapildigi il Nigde (835 200 ton) olup, bunu sirasiyla Konya, Afyonkarahisar,
Izmir, Kayseri, Nevsehir, Adana ve Aksaray takip etmistir (TUIK, 2018). Belirtilen bu
illerin her birinde 2017 verilerine goére 200 bin ton {iizerinde patates tiretimi
gerceklestirmis ve Tirkiye’deki patates iiretiminin yaklasik olarak %70’i bu illerde
yapilmustir (TUIK, 2018).

Patates tariminda yiiksek verim elde edebilmek i¢in yliksek oranda {irtin kaybina neden
olan hastaliklarla, boceklerle ve yabanci otlarla miicadele etmek’te biiyiik Onem
tasimaktadir (Bilgili ve Kadioglu, 2003). Diinyada ve Tiirkiye’de genis alanlarda tarimi
yapilan patatesin verim ve kalite kaybinin en biiyiik sebebi patates hastaliklari, bocek
zararlilar1 ve bilingsiz kullanilan herbisitler olmaktadir. En ¢ok goriilen mantari
hastaliklar; patates sigil hastaligi (Synchytrium endobioticum); patates mildiyosii (geg
yaniklik); (Phytophthora infestance), bakteriyel hastaliklar; yumusak ¢iirtikliik (Erwinia
carotovora subsp.atroseptica); bakteriyel solgunluk (Ralstonia solanacearum), viriis
hataliklar1 ise; patates Y viriisii (PVY), yaprak kivriklik virtisii (PLRV), patates X
virlisii (PVX) ve patates A viriisiidiir (PVA) (Brunt, 2001; Bostan ve Demirci, 2001).
Patateste virlislerin bulunmas: halinde iiretimde verim kaybinin %80’e ulasabilecegi
tespit edilmistir (Wang vd. 2001). Patates tarlalarindan yiiksek verim elde etmek i¢in
tohumluk materyalin viriislerden uzak ve temiz tutulmasi 6nerilmektedir (Caligkan vd.,

2011).



Bocek zararlilari, tim bitkilerde oldugu gibi patates bitkisinde de biiylik verim kaybina
neden olan onemli faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Bakhsh vd., 2009a;
Sohail vd., 2012). Yaklasik 67.000 farkli canli tiirii bitkilere zarar vermektedir. Bunlarin
icinde yaklasik 9000 tiir bocek ve akar bulunmaktadir (Ross ve Lembi 1985). Bu
zararhlar bitkilerin yapraklarinda ki hiicre 6z suyunu emerek, meyve, kok, govdeyi
yiyerek ya da keserek bitkilerin dlmelerine sebep olmaktadirlar. Daha once yapilan
calismalara gore bitkilerin hastaliklar ve boceklerden dolay1 zarar gérme orant %37
olarak belirlenmistir. Boceklerden gelen zarar ise %13 olarak bildirilmistir (Gatehouse
vd., 1992). Son donemlerde yapilan caligmalara gore %35-100 oraninda zararin
meydana geldigi gozlenmistir (Gatehouse vd., 2011). Zarar orani bitkilerin bulundugu
iklim ve bolge sartlarina ve farkli bocek tiirlerine gore degismektedir (Bakhsh vd.,
2015a).

Patates bitkisi ¢cok yaprakli ve yapraklarindan zararli boceklerin beslenmesi, liremesi ve
yasamasi i¢in uygun kosullara sahip bir kiiltiir bitkisidir. Patates bitkisin’e en ¢ok zarar
veren yaygin bocek zararlilari patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata), patates
giivesi (Phthorimaea operculella), patates yaprak biti (Macrosiphum euphorbiae),
kirmizi 6riimeek (Tetranychus urticae Koch.), trips (Thrips tabaci), pis kokulu yesil
bocek (Nezara viridula), toprak nematodlar1 ve yaprak cekirgeleri olup, bunlarin
igerisinde en yaygin olani patates bocegidir (Kayapinar ve Kornosor, 1990; Bakhsh vd.,
2009a; Sohail vd., 2012).

Patates boceginin (Leptinotarsa decemlineata) hayati ergin, yumurta ve larva olarak
devam etmektedir. Ergin 10-12 mm boyunda sirt1 sert ve kuvvetlidir, sar1 kirmizi renkli
olup kanatlar tlizeri 10 siyah banttan ibarettir, bantlarin 5 bir tarafta, 5 ise diger tarafta
olarak goriilmektedir. Yetigkin larva basi koyu kahverengi, kambur duruslu olup, bedeni
portakal saris1 rengindedir. Bocegin kis hayati toprakta 5-30 cm derinliginde geger.
Ilkbaharda besin aramak iizere kishk yerlerini terk ederek patates bitkisi aramaya
cikarlar, eger yakinlarinda patates bitkisi bulamadig: takdirde ucarak bagka yerlere
yayilirlar. Yumurtalarini tek veya gruplar halinde yapraklarin alt yiizlerine birakirlar ve
her seferinde 2-57 adet arasi yumurtlamaktadirlar. Yumurtalar1 oval sekilde olup,
renkleri koyu sar1 ve uzunlugu 2 mm’dir. Patates boceginin déllenmesi bolgelere gore
farklidir, ornek olarak Tiirkiye tarimsal bdlgeleri incelenirse Marmara bdolgesi

kosullarinda 3-4, Orta Anadolu bolgesi kosullarinda 1,5 dol verdigi tespit edilmistir.



Bocegin zarar1 yani sira virlis ve bakteri etmenlerinin yayilmasinda da rol oynadigi
bilinmektedir (kayseri.tarim.gov.tr). Patates boceginin erginleri ve larvalari bitkilerin
yesil kismindan, 6zellikle yapraklarindan beslenerek en biiylik zarara yol agmaktadir.
En biiyiik zarar ise son donem larvalarindan gelmektedir. Bocekler yiiksek popiilasyona
ulastiginda larvalar bitkilerin erken donemlerinde yiliksek oranda zarara yol
acmaktadirlar. Yogun varlik doneminde herhangi bir miicadele gosterilmedigi takdirde
zarar orani % 100’e kadar cikabilmektedir. Patates bocegi ayni zamanda clirtikliik
hastaliginin vektoriidiir. Iklimsel kosullar uygun oldugunda patateslerde bakteriyel
halka ¢iiriikliigii hastaligina yol agmakta ve bu nedenle iiriin kayb1 fazla olmaktadir

(Christie vd., 1991).

Patates tariminda verimi olumsuz yonde etkileyen bir diger etmen yabanci otlardir.
Bitkisel tiretimde ve tarim alanlarinda yabanci otlar faydadan daha ¢ok neden olduklari,
verim kaybina yol agtiklar1 i¢in tarlada istenmemektedirler. Yabanci otlar kiiltiir bitkiler
ile CO,, 151k, su, mineral maddeler yoniinden rekabet ederek kalite ve verim kaybina yol
acarlar. Bunun yaninda cesitli hastalik etmenleri ile boceklere konukculuk ederler
(Giincan, 2006; Ozer vd., 2001; Tepe, 1997). Diinyada 7000 tane, Tiirkiye’de ise 1800
tane yabanci ot tirii bulunmaktadir. Yabanci otlar bitkinin zamaninda biiylime ve

gelismesini engelleyerek verim kaybina neden olmaktadir (Ulug vd., 1993; Patterson
vd., 1985).

Yabanci otlara kars1 miicadele yapilmayan bir patates tarlalasinda verim kaybinin %43
oldugu tespit edilmistir (Banaras,1993). Patates alanlarinda bulunan yabanci otlar hasadi
zorlastirp, yumru biiylikligi ile agirliginin azalmasina neden olarak, birim alandan
alian verim miktarin1 6nemli dl¢lide azaltmaktadir. (Zengin ve Giincan, 1993). Scholz
(1966), bir patates tarlasinda 100 kg yesil aksamli yabanci otun bulunmasi sonucunda
tarlada 400 kg iriin kayb1 ortaya ¢iktigini belirlemistir. Neururer (1968), ¢alismasina
gore patates tarlasinda normal derecede bulunan yabanci otun zarar oraninin %10

oldugunu belirlemistir.

Yabanci otlarin genel olarak dikim Oncesinde ve ¢ikis sonrasinda patates tarlasindan
uzaklagtirllmasi1 tavsiye edilmektedir. (Arnold vd., 1997). Yabanci otlara karsi
miicadelede yiiriitiilen baslica yontemler kiiltiirel, fiziksel, biyolojik ve kimyasal

miicadelelerdir. Yabanci otlar i¢in kimyasal herbisitlerin kullanilmasi, diger miicadele
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yontemlerine gore zor olmayan, daha kolay uygulanabilen, miicadelesinde zorluk
cekilen bazi yabanci otlara dahi kolay ulagilabilen bir yontemdir (Zoschke, 1994; Serim
ve Ozdemir, 2012). Patates tarlasinda yetisen melez horozibigi, domuz pitragi, yabani
hardal gibi yabanci otlarin ¢ikis dncesi ile ¢ikis sonrasina miicadelesinde yaygin olarak
kullanilan rimsulfuron ve metribuzin etken maddeli hebisitlerin etki orant % 100 oldugu
belirlenmistir. (Robinson vd., 1996). Genis yaprakli ve dar yaprakli yabanci otlara karsi
metolachlor herbisit, pentimethalin herbisit, metribuzin herbisit, patates tarlasinda ¢ikis
oncesi uygulanmasinda etkili gosterdigi bildirilmistir (Zollinger, 2001). Ghosh (1998),
en yiiksek yumru veriminin 4,21-4,26 ton/da ile metrubuzin ve metolachlor herbisitlerin
kullanildiginda parsellerde elde edildigini rapor etmistir. Phogat vd., (1991) ise ayn
uygulamay1 deneyerek verimde 302 kg/da artis ortaya c¢iktigini tespit etmislerdir.
Shalender vd. (1998) ise % %69-81 verim kayb1 meydana geldigini bildirmislerdir.

Zarara neden olan yabanci otlarin gosterdigi tepki, herbisitlerin etki mekanizmalarina ve
ekolojik faktorlere gore degismektedir. (Medd vd., 2001). MCPA ve 2,4D- acid
dimethylamin herbisitlerinin kullanim1 ile ilk kimyasal miicadele 1947 yilinda
baslamistir (Hopkins, 1989). Herbisitlerin fazla kullanimi1 1970’li yillardan itibaren
baslamis olup, bu kullanim sonucunda ¢evre kirligi, yabanci otlarin dayim kazanmasi ve
tiretim maliyetlerinde dengesiz artiglar gibi problemler gozlenmistir. (Reed vd.,1989;
Cotterman ve Saari, 1992; Perkins ve Patterson,1997; Kudsk ve Streibig, 2003; Dogan
vd., 2004).

Harper 1956 yillinda, yabanci otlarin herbisitlere karsi zamanla direng kazanmasiyla ile
ilgili bir agiklama yapmuistir.(Avci, 2009; Heap, 2000). Yabanci otlarin herbisitlere kars:
dayaniklilik sorunlar1 herbisitlerin siirekli ve kontrolsiiz olarak uygulanmasi neticesinde
meydana gelmektedir. Ik olarak 1970’li yillarda dayamklilk problemleri
Washington’da triazine herbisit grubuna kars1 dayanikli Senecio vulgaris L. biyotipi

olarak bulunan yabanci otun gelismesiyle ortaya ¢ikmustir.

Diinya genelinde 85 tek ¢enekli ve 116 genis yaprakli, toplamda 201 adet yabanci ot
bitkisinde dayamiklilik calismalar1 gerceklestirilmistir. Calismalar ABD, Kanada,
Fransa, Ispanya, Ingiltere, Avustralya gibi iilkelerde gerceklestirilmistir (Anonim,
2010). Tiirkiye’de herbisitlere dayaniklilik ile ilgili ilk ¢caligma bugday tarlasinda yabani
yulaf (Avena sterilis L.) ile baglamistir (Uludag vd., 2001).



Genetik miihendisligi aracilifiyla bitkilere herbisite dayamiklilik karakterinin

kazandirilmasi i¢in 3 farkl: strateji izlenmektedir.

I) Bitkinin herbisitlere kars1 dayaniklilik kazandiran etkili enzimi bitkinin biinyesinde

fazla liretmesi.

II) Bitki biinyesinde herbsite karsi etki gosteren enzimin yerine ayni faliyeti

gergeklestiren farkli ve bagka bir enzim sentezlemesi.

III) Bitkinin kendi metabolizma faaliyetini ylikseltip bilinyesindeki herbisitin

detoksifikasyonunu yapmasi.

Bu stratejiler sonucunda herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler gelistirilmistir (Moss,

2002).

Genel olarak 1982-1983 yillarinda bitkilerde gen aktarim c¢alismalar1 baslayarak
genlerin etki mekanizmalar1 iizerinde incelemeler baslatilmistir (Ar1 2001). Ilk gen
aktarimi tiitlin bitkisine yapilmis ve bdylece tiitiine antibiyotige karsi direnglilik
kazandirilmistir (Fraley et al. 1983). ABD ve Fransa’da tiitiin bitkisine herbisit
dayaniklilik geni aktarilmis ve transgenik bitkilerle ilgili ilk tarla denemeleri 1986
yilinda baslamistir (James, 1996). 1996 yilinda transgenik bitkilerin ekim alan1 1,7
milyon ha iken, 2017 yilinda 189,8 milyon ha olmustur. Transgenik bitkiler 26 farklh
ilkede, 18 milyon ¢iftci tarafindan ekilmistir. Modern Biyoteknoloji, tarim tarihinde en
hizli kabul edilen teknoloji olmustur (ISAAA, 2017). Giiniimiizde 75,0 milyon hektar
ekim alaniyla ABD, diinyada en fazla transgenik bitki yetistiren iilke durumundadir.

Transgenik bitkilerin ekim alan1 bakimindan ABD’yi sirasiyla Brezilya (50,2 milyon

ha), Arjantin (23,6 milyon ha), Kanada (13,1 milyon ha), Hindistan (11,4 milyon ha),
Paraguay, Pakistan, Cin, Giiney Afrika iilkeleri takip etmektedir. Tarim alanlarinda
transgenik olarak en fazla tarimi yapilan bitki 94,1 milyon ha ekimi ile soyadir. Genis
alanda tarimi yapilan diger transgenik bitkiler sirasi ile misir (59,7 milyon ha), pamuk
(24,1 milyon ha) ve kanoladir (10,2 milyon ha). 2017 yili raporuna gore bdcege
dayanikli transgenik bitkilerin tarimi1 88.7 milyon hektar ve herbisite direncli transgenik

bitkilerin tarimi ise 23.3 milyon hektar alanda yapilmistir (ISAAA, 2017).



Gliniimiizda bitkilerin gen transformasyon caligsmalarinda en yaygin kullanilan bakteri,
gen aktarimmi kolay ve basarili bir sekilde gerceklestiren Agrobacterium
tumafaciens’dir (Ozcan ve Ozgen,1996). Boylece boceklere ve herbisitelere dayamikli
transgenik bitkile bitki biinyesinde bulunmasi gereken hedef genin Agrobacterium

tumafaciens araciligiyla bitkiye aktrilmasiyla elde edilmektedir (Padgette et al. 1995).

Sekill. 1 Nigde Omer Halisdemir Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi,
Tarimsal Genetik Miihendisligi boliimiin seralarinda yetistirilen Marabel patates ¢esidine ait
bitkilerinin goriintimii

Patates tariminda yabanci otlarin yaninda yiiksek verim kaybina neden olan bir diger
etmen patates bocegi (Loptinotersa disemlineta) ve patates yumru giivesi (Phthorimaea
operculella) gibi bocek zararlilaridir (Sekil 1.1). Giiniimiizde en etkili ve en yaygin
zararl kontrol stratejisi olarak kullanilan kimyasal bocek, yabanci ot, bakteri ve fungus
oldiirticiileri pestisit olarak bilinmektedir. Ancak tarimda pestisitlerin kullanimi1 her ne
kadar verim artis1 saglasa da, pestisitlerin insanlar ve dogal c¢evre iizerine potansiyel
zehir etkileri bulunmakta olup ve bu nedenle bazi sorunlara sebep olabilmektedirler.
Ornegin, insektisitlerin yaygin ve sinirsiz olarak kullanilmasi nedeniyle zararl bocekler
bu ilaglara kars1 direng gelistirmektedir ve ayni zamanda faydali boécekler ve dogal
cevre zarar gérmektedir. Bu sebeple, sentetik ilagla miicadele yontemine alternatif
olarak, biyoteknoloji sayesinde boceklere ve herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler
gelistirilmektedir (Bakhsh vd., 2009b; Sohail vd., 2012).



Zararli boceklere ve herbisitlere karsi direngli bitkilerin  gelistirilmesi, bitki
biyoteknolojisindeki en onemli ilerlemelerden biri sayilmaktadir (Dhaliwal vd., 1998).
Molekiiler genetik yontemleri kullanarak boceklere ve herbisitlere dayanikli transgenik
bitkiler elde edilmisve uygulama acisindan bir¢ok farkli yontem gelistirilmistir.
Giiniimiizde kullanilan yontemlerden en 6nemli olani, B. thuringiensis bakterisinde
bulunan cry genlerinin ve herbisitlere dayanikliligi saglayan bar geninin bitkilere bir
arada aktarilmasidir. Bunun sonucunda, I) bu transgenikler insektisit kullanmadan onlar1
yiyen bdceklerin 6liimiine neden olmakta ve II) total herbisit kullanilmas1 durumunda
transgenik bitkiler olumsuz etkilenmeden yabanci otlar dldiiriillmektedir. Bu sebepten
patates bocegi ve yabanci otlarla miicadelede hem bdcege hem de herbisite dayanikli

yeni patates ¢esitlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Daha onceki ¢alismalarda boceklere ve herbisitlere tolerans genlerinden sadece bir
tanesi dayaniklilik kazandirma amaciyla bitkilere aktarilmistir. Bu tez calismasinin
amaci, Agrobacterium tumefaciens araciligiyla patatese crylAc ve bar genlerini
aktararak, boceklere ve glufosinat total herbisitine toleransh transgenik patates

bitkilerinin gelistirmesidir.

c

Sekil 1. 2 Patates bitkisinde biiyiik verim kaybina neden olan zararlilar ve miicadelesi
Leptinotarsa decimlineata (a), Phthorimaea operculella (b) ve Herbisit uygulama (c)
http://www.alamy.com/stock-photo-leptinotarsa-decemlineata-colorado-beetle-larvae-feeding-on-potato
https://www.4mevsimtarim.com, erisim (01.02.2018)



https://www.google.com.tr/search?q=leptinotarsa+decimlineata&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwihp5TIrb7aAhVjQpoKHRYPBPIQkeECCCIoAA
http://www.alamy.com/stock-photo-leptinotarsa-decemlineata-colorado-beetle-larvae-feeding-on-potato
https://www.4mevsimtarim.com/

BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1 Agrobacterium tumefaciens aracilyla Bitkilere Gen Aktarim

Gen transformasyon c¢alismalart bitkiler iizerinde 1982-1983 yillarinda baslamasyla
basarili c¢aligmalar sonucunda genlerin fonksiyonlar1 ve etki mekanizmalari
incelenmistir. Giiniimiizde, Agrobacterium tumefaciens bakterisi modern tarimsal
arastirmalarda bitkilere gen aktarma metodu olarak en yaygin kullanilan aractir (Ari,
2001). Baklagillerde azot fiksasyonu yapan Rhizobiaceae familyasina ait bir
proebakterilerin alfa grubunda olan Agrobacterium tiimefaciens toprakta gubuk seklinde
dogal olarak yasayan, gram negatif ve spor olusturmayan bir bakteridir. A. tumefaciens
iki cenekli bitkileri kok bogazinda olusan yaralardan enfekte ederek tiimor (tag uru
hastaligl) olusumuna sebep olmaktadir (Sekil 2.1). Yiritilen caligmalara gore bu
tiimorlii hiicrelerin, oksin ve sitokininleri yiiksek oranda irettigi, bu ylizden hormon
dengesi bozulan hiicrelerin tlimére doniistiigli belirlenmistir. Olusan tiimiir hiicreleri
normal bitki hiicrelerinden farkli, opinler olarak bilinen seker ve amino grup asit
tirevlerini sentezlemekte ve A. tumefaciens opinleri azot ve karbon kaynagi olarak
kullanmaktadir (Hooykaas ve Schilperoort 1992; Ozcan ve Ozgen 1996; Ozcan vd.,
2004).

Sekil 2. 1. Farkli bitki tiirlerinde Agrobacterium tumefaciens tarafindan meydana gelen
tiimorler. (httpsbiologia.laguia2000.com) comgeneticaque-es-un-transgen ve
https://arborgate.com/blog/identifying-crown-gall-disease/ web sayfasindan alinmistir,
erisim (05.02.2018)



Tiimoriin olusumu ile ilgili ¢alismalar sonucunda, Agrobacterium’dan bitki hiicrelerine
intikal eden ve bitki DNA’siyla bir araya gelen bazi genlerin sebep oldugu
belirlenmistir. A. tumefaciens kromozomal DNA ile birlikte Ti (tumour-inducing)
plazmidi olarak isimlendirilen kiigiik bir plazmid DNA’y1 da igermektedir. Ti plazmidi
tizerinde T-DNA (transfer-DNA) bdlgesi olarak isimlendirilen bir DNA pargasi
bulunmaktadir ve bakteri bitkiyi enfekte ettigi sirada T-DNA bdlgesinden aktarilan gen,
bakteriden bitki hiicresine gecerek (Sekil 2.2.) bitki kromozomlarina yerlesmektedir
(Watson vd., 1975; Chilton vd., 1977 Chilton vd., 1980). T-DNA bitki hiicresine
aktarildiktan sonra T-DNA bolgesinde bulunan stokinin, oksin ve opin genleri (Sekil
2.3.) faliyete gegmekte, bu genlerin faaliyete gegmesinden dolay1 bitki hiicresinde asiri
bir hormon iiretimi ve hizli bir sekilde kontrolsiiz hiicre bdliinmesiyle timor
olusmaktadir. Opin genleri aktif hale gecerek bitki hiicrelerinde opinler sentezlenmekte
ve bunlar A. tumefaciens tarafindan azot ve seker kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Nester vd., 1984; Ozcan vd., 2004).

Bitki hiicresi
Agrobacterium
kromozom
T-DNA
T-DNA et lromozom
transferi
w 4-: Ti
L . g
. | plazmidi
Fenolikler

Sekil 2. 2. Agrobacterium hiicresinde bulunan Ti plazmidi ve bitki hiicrelerine T-DNA
aktarimi (Ozcan vd., 2004)

Agrobacterium tumefaciens araciliyla bitkilere gen aktariminin gergeklesmesi igin
bakteride 3 6nemli bolgenin olmasi sarttir (Sekil 2.3). Bu ii¢ bolge sunlardan ibarettir:
T-DNA bolgesi, kromozomda bulunan genler bolgesi ve virlilens (vir) bolgesidir. T-
DNA bolgesi, sagdan (RB/right border) ve soldan (LB/left border) 24 baz cifti (bg)
uzunlugunda belirli baz dizinleri ile sinirlandirilmis olan Ti plazmidi lizerinde bulunan

bir bélgedir (Yadav vd., 1982; Ozcan vd., 2004). Ti plazmidinden bitki kromozomuna
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aktaritlan DNA bolgesi bu sinirlar igerisinde kalan kisim olup, gen aktarimi i¢in sag
siirin olmast mutlaka gereklidir. T-DNA bdlgesinde bir adet sitokin ve iki adet oksin
sentezini gerceklestiren genler ile opin sentezini kodlayan genler bulunmaktadir (Sekil
2.3). Bu DNA pargcalar1 bakteri hiicrelerinde aktif degildir fakat bitki kromozomu ile
birlestiginde aktif hale ge¢mektedirler. Bunun sebebi, bu genlerin baslama noktasi

(Promotdr) bolgelerinin bitki genlerinin promotdr bolgeleriyle benzerlik gostermesidir.

Agrobacterium

24 bp sol sinir
(LB)

24 bp sag sinir

E

nhancer
cth

Conjugatif

transfer

Vir
bolgesi

Kromozom

Sekil 2. 3. Bitki hiicresine gen aktarimindan sorumlu olan Agrobacterium genom
bolgeleri (Ozcan vd., 2004)

T-DNA aktariminda 6nemli bolgelerden bir digeri Ti plazmidi iizerinde yer alan ve
viriilens genleri igeren Vir bolgesidir. Bu bolgede 8 adet viriilens operonun (VirA, B,
C, D, E, G, F, H) varlig1 bilinmektedir (Sekil 2.3). Vir genleri bitki hiicrelerinin yarali
bolgelerinden gelen fenolik bilesikleri algilayarak cesitli proteinler tiretmektedirler. Bu
proteinler, T-DNA bdlgesinin sinirlardan kesilmesinde, T-DNA’nin bitki hiicresine
taginmasinda ve bitki kromozomuyla birlesmesinde rol alirlar. Bakteri hiicresinde
daima faaliyette olan VirA, T-DNA transferinin aktivasyonunda tesirli ilk proteindir.
Yaralanmis bitki hiicrelerinden asetosringon (AS) gibi fenolik bilesikler salgilanmakta
ve bakteri hiicresine giren bu fenolik bilesiklere VirA proteni baglanmaktadir.
Ardindan VirA proteini VirG proteinini uyararak tim Vir proteinlerinin aktif hale

getirilmesini saglamaktadir. Vir genlerinin iirettigi enzimler, T-DNA’nin kesilmesinde,
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kesilen T-DNA’nin tek zincirli  halde bitki hiicresine aktarilmasinda ve bitki
kromozomuyla birlesmesinde rol almaktadirlar (Sekil 2.4) (Stachel ve Zambryski,1986;
Gelvin, 2000; Ozcan vd., 2004). T-DNA bélgesi ile bitki hiicresine birden fazla gen
aktarim islemi gerceklesebilmektedir. (Tora vd., 1989; Zambryski, 1992; Ozcan vd.,
2004).

Ucgiincii bolge, Agrobacterium bakterisinin  kromozomunda bulunan 4 adet gen
bolgesidir (chvA, chvB, pscA ve attR) (Sekil 2.3). Bu genler, bakterinin bitki
hiicrelerine baglanmasinda, yaralanmis bitki dokularinda bakterinin ¢ogalmasinda ve Ti
plazmidi tizerinde bulunan vir genlerinin diizenlenmesinde biiyiik rol oynamaktadir

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

Modern teknolojinin gelismesiyle birlikte Agrobacterium’da bulunan Ti plazmidin
tizerindeki T-DNA’daki timor olusumuna neden olan genler ve bdlge farkli enzimler
yardimiyla kesilerek cikartilmakta ve yerlerine herhangi bir canlidan (bitki, hayvan,
mikroorganizmalar) alinan bir gen yerlestirilebilmektedir. Tarimsal genetik
miihendisligi agisindan onemli genler aktarildiginda gelisen doku ve hiicreler in vitro
sartlarda A. tumefaciens bakterisiyle enfekte edilmektedir. Boylece istenilen yeni
karekterlere sahip trasngenik bitkilerin elde edilebilmektedir (Ozcan vd., 2004).
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Sekil 2. 4. Agrobacterium araciligiyla bitki kromozomuna T-DNA’nin aktarim

(Ozcan vd., 2004)
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2.2 Boceklere Dayanikh Transgenik Bitkilerin Gelistirilmesi

Molekiiler biyolojinin 6nemli ¢aligma alanlarindan biri de tarimda zararlilarla miicadele
amaciyla zararli boceklere dayanikli transgenik bitkilerin gelistirilmesidir Yontemin
esas prensibi, boceklere toksik etki gosteren proteinlerin iiretilmesinden sorumlu olan
genlerin tespit edilmesi ve belirlenen genlerin bitkiye aktarilarak transgenik bitkilerin
gelistirilmesi essasina dayanmaktadir. Cry genlerinin Bacillus thuringiensis (Bt)
bakterisinde &-endotoksin proteinlerinin sentezinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu
Cry genleri bitkilere boceklere dayaniklilik kazandirilmasi amaciyla dogadan veya
yapay yolla {iretilen genlerin igerisinde en fazla kullanilan ve en genis etkiye sahip

olanidir (Oktem 2004).

2.2.1 Bacillus thuringiensis 8-endotoksin genleri

Bacillus thuringiensis (Bt), 20 den fazla bakteri tiirii igeren Bacillus cinsine ait spor
olusturan, gram pozitif 6zelliklerine sahip ve aerobik bir bakteridir (Lal ve Lal, 1993).
Bu bakteri ilk olarak 1901 yilinda Japonya’da, bayginlik hastalifinin rastlandig:
ipekbocegi  (Bombyx mori) larvalarinda kesfedilerek Bacillus sotto olarak
adlandirilmigtir (Ishiwata 1901). Bundan sonra 1911 yilinda bir un giivesi (Ephetia
kuhniella) popiilasyonu igerisinde, Almanya’nin Thuringia kentinde yeniden
kesfedilerek Bacillus isminin yaninda thuringiensis ilave edilmistir ve bakterinin

insektisit etkisi de bu yilda tespit edilmistir (Berliner, 1911).

Bocek direngli genlerin en o6nemli kaynagi Bacillus thuringiensis (Bt) olarak
bildirilmektedir. Bu bakteriler sporlanma zamaninda insektisidal (bocek oldiiriicii) etki
gosteren siirlt konukgu profiline sahip, delta-endotoksin, Cry toksin veya insektisidal
Cry proteinleri (ICP) olarak isimlendirilen bazi kristalize yapilar olusturmaktadir.
Bacillus thuringiensis’den (Bt) elde edilen genler lepidopteralar, diptera takimi ve
coleoptera takimina dahil bdcek tiirlerinin larvalar: i¢in zehirli olan kristal proteinleri
kodlayan genlerdir (Krieg, vd., 1983; Herrnstadt vd., 1986; Hofte ve Whitely 1989;
Cohen vd., 2000). Fransa’da misir kurdu (O. Nubilalis ) zararina engel olmak amaciyla

ilk kez 1938 yilinda musir tarlalarina Bt piiskiirtiilmiistiir (Aronson vd., 1986 ).
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Cry proteini iiretme kabiliyetine sahip olan ilk Bt geni 1981 yilinda klonlanmistir. Daha
sonra bu gen A. tumafaciens bakterisine aktarilmistir (Sekil 2.5). Belgika’daki bir
bioteknoloji sirketi tarafindan ilk Bt genini tasiyan transgenik bitkiler 1987 yilinda
patates ve domatese aktarilarak gelistirilmistir. (Schnepf ve Whiteley 1981; Ecevit ve
Tuncer, 1991; Lal ve Lal, 1993). Bt geni tasiyan transgenik bitkiler ilk olarak 1995

yilinda pazara sunulmustur.

Bitki hiieresi @ Bacillus Thrungiensis

Kromozom Agrobacterium Tumefaciens

T-DNA

Ti
Plazmidi

F 9

Vir
genleri

Trasngenik
patates hitkisi

Sekil 2. 5. Bacillus thrungiensis bakterisindeki cry genlerinin A. tumefaciens
araciligiyla bitki hiicresine aktarilmasi (Ozcan, 2009)

B. thuringiensis her biri farkli 6zelliklere sahip 200’den fazla Cry proteini
barindirmaktadir. B. thuringiensis Cry proteinleri etkiledikleri bocek takimlarina gore
bes gruba ayrilarak Cyr-1, Cry-Il, Cry-1ll, Cry-1V ve Cry-V olarak gruplandirilmaktadir
(Cizelge 2.1-2). Birinci grubun toksinleri (Cyr-1) lepidoptera larvalarina, ikinci grubun
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toksinleri (Cry-II) hem Lepidoptera hem de Diptera larvalarina, tigiincli grubun
toksinleri (Cry-III) Coleoptera larvalarina, dordiincii grubun toksinleri (Cry-1V) Deptera
larvalarina ve besinci grubun toksinleri hem Lepidoptera hem de Coleoptera takimi
larvalarina kars1 etki gostermektedir. Bu genlerin diger gruplandirilmis olanlari ise

Cizelge 2.2°de verilmistir .(Oktem, 2004; Bravo vd., 2007).

Cizelge 2.1. Kristalize (Cry) toksin proteinler ve etkiledigi bocek takimlari
(Bakhsh vd., 2015)

Cry Proteini Bocek Takimi Doénem
Cry-I Lepidoptera Larva
Cry-II Lepidoptera ve Diptera Larva
Cry-l1ll Coleoptera Larva
Cry-1V Diptera Larva
Cry-V Lepidoptera ve Coleoptera | Larva
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Cizelge 2.2. Kristalize (Cry) toksin genleri ve etkiledigi farkl bitkilerdeki bocek tiirleri
(Bakhsh vd., 2015)

Cry geni | Hedef bocek tiirleri Bocek sinifi
crylA(a) Ipek bocegi, patates boynuzlu kurdu, Avrupa musir kurdu Lepidoptera

crylA(b) Patates boynuzlu kurdu, pamuk kurdu, lahana solucani, sivrisinek Lepidoptera ve Diptera
crylA(c) Patates tomurcuk kurdu, lahana piresi, pamuk kurdu Lepidoptera

crylA(e) Patates tomurcuk kurdu Lepidoptera

crylB Lahana solucani Lepidoptera

crylC Pamuk yaprak kurdu, sivrisinek Lepidoptera ve Diptera
crylC(b) Pancar ordu solucani Lepidoptera

crylD Pancar ordu solucani, Patates boynuzlu kurdu Lepidoptera

crylE Pamuk yaprak kurdu Lepidoptera

crylF Avrupa musir kurdu, pancar ordu solucani Lepidoptera

crylG Biiyiik mum kurdu Lepidoptera

cryllA Cingene giivesi, sivrisinek, pamuk kurdu Lepidoptera

cryllB Cingene giivesi, lahana piresi, patates boynuzlu kurdu Lepidoptera

cryllC Patates boynuzlu kurdu, ¢ingene giivesi Lepidoptera

crylllA Patates bocegi Coleoptera

crylllA(a) Patates bocegi Coleoptera

crylllB Patates bocegi Coleoptera

crylliC Benekli salatalik bocegi Coleoptera

crylVA Sivrisinek (Aedes ve Culex) Diptera

crylVB Sivrisinek (Aedes) Diptera

crylvC Sivrisinek (Culex) Diptera

crylvD Sivrisinek (Aedes ve Culex) Diptera

cryV Avrupa musir kurdu, benekli salatalik bocegi Lepidoptera ve Coleoptera

B. thuringiensis o-endotoksin proteinlerinde bodcekleri etkileyen 3 farkli bolge
bulunmaktadir. Birinci bolge, Cry porteinleri ilk olrak bocek tarafindan alinmasi
bagirsagina yapisma ve bu sekil’de hiicreleri parcalamaya neden olmaktadir (Sekil 2.6).
ikinci ve tiglincii bolgeler ise bocegin bagirsagindaki epitel hiicrelerinin reseptorlerini
tanimast ve baglanma Ozelligi tagimasidir (De Maagd vd., 1999; 2001). Bu durum,
boceklerin genel zehirlenmelerine ve sonunda larvalarin 6liimiine neden olmaktadir

(Kranthi vd., 2005; Sekil 2.7). Giiniimiizde, crylAb, crylAc, crylFa, cryllIBb, cry34Ab,
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cry35ADb genlerini barindiran musir, crylllAa genine sahip patates ile crylAc ve cryllAb

genlerini igeren pamuk bulunmaktadir.

I. BOLGE )
OLG III. BOLGE

II. BOLGE

Sekil 2. 6. (Bt) Bacillus thuringiensis 8-endotoksin (cry) proteinin ti¢ boyutlu yapisi (De
Maagd vd., 1999)

Sekil 2. 7. Cry proteinlerinin bocege karsi olan etki mekanizmasi. Bocek tarafindan
yenilen Cry proteinleri ve bocegin bagirsagindaki sivi kisimda ¢6ziiniir olmasi (a), mor
renk ile belirtilen C-terminali sar1 rek olan bolge ise N-terminal bolgenin bir kismi
bagirsak proteazlari tarafindan kesilir olmasi (b), epitel hiicreleri tizerinde bulunan aktif
toksin reseptdrleri tanimasi ve baglanmasi (c), 1. bolgenin yapisinda bulunan 2 heliks
sa¢ tokasi epitel hiicrelerine yerlesir (d) ve bocegin bagirsaginda delik olusturma
mekanizmasi (€) (De Maagd vd., 2001)
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2.3. bar Geninin Patates bitkisine Aktarilmasi ile Herbisitlere Karsi Dayamkhlik
Gostermesi ve ® BASTA’nin Calisma Mekanizmasi

®BASTA aktif madde olarak, fosfinotrisin (PPT) molekiiliiniin kimyasal olarak
sentezlenmis bir formu olan glufosinat amonyum igermektedir. Glufosinat bitkide
amonyum asimilasyonundan sorumlu anahtar enzim olan glutamin sentetaz (EC:
6.3.1.1) (Li 1993) enzimini inhibe etmektedir. Bu nedenle glutamin sentazin
aktivitesinin durmasi sonucu bitki hiicrelerinde amonyum birikmekte ve biriken
amonyum bitkilerde 6liimciil etki olugsmaktadir. Phosphinotrisin asetil transferaz (PAT)
enzimi PPT yi asetilasyon vasitasiyla detoksifiye edebilen bir enzimdir ve PAT bar geni
tarafindan sentezlenmektedir. PAT ilk olarak Streptomyces hygroscopicus bakterilerden
1987 yilinda izole edilmistir. bar geni iceren ve bdylece PAT sentezi yapan bir bitki
tizerine ®BASTA herbisiti uygulandiginda PAT enzimi ®BASTA herbisitinin etken
maddesi olan glifosanati detoksifiye etmekte ve bu sekilde bitki hayatta kalmaktadir
(Thompson ve ark., 1987).

Bugiine kadar patatesin de i¢inde yer aldig1 birgok bitkiye Bt ve bar genleri aktarilmis
olup, boceklere ve herbisitlere dayaniklilik konusunda ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan

calismalardan bir kag1 asagidaki kaynak 6zetlerinde belirtilmistir.

Barton vd. (1987), B. thuringiensis bakterisinden izole edilen Cry & endotoksin
geninil00’den fazla tiitiin bitkisine aktarmis ve bu bitkilerin yaklagik % 25’inde
transformasyon goézlenmistir. Bu transgenik tiitiin bitkileriyle beslenen M. sexta

larvalarinin tiimiiniin 4 giin icerisinde 6ldiigli gézlenmistir.

Smeda vd. (1993), Siano bakterilerden ve Triazine dayanikli yabanci otlardan izole
edilen psbA genini tiitlin bitkisine transfer ederek, atrazin herbisitlerine dayanikli

transgenik tiitiin bitkileri elde etmislerdir.

De Maagd vd. (1996) tarafindan hibrit ve hibrit olmayan bitkiler arasindaki crylAb,
crylC genlerinin Spodoptera exiqua (pancar kurdu)’na etkisi yoniinden bir arastirma
yapilmistir. Bu yapilan ¢alisma sonucunda crylAb ve crylC yapay genlerinin etkisi
dogal genlere gore daha yiiksek oranda ¢ikmistir ve boceklerde yiiksek diizeyde 6liim

orani belirlenmistir.
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Oktem vd. (1997), pDHB321.1 vektoriinii tasiyan A. tumafaciens LBA4404 hatti
kullanarak bar genini tiitiin bitkisine aktarmislardir. Transgenik bitkilere 4 mg/l
konsantrasyonun’da Glufosinat amonyum herbisiti uygulanmis ve bitkilerde direnclilik

tespit edilmistir.

Tingay vd. (1997), uygun vektor sayesinde Golden Promise arpa g¢esidine A.
tumefaciens bakterisi araciligiyla bar genini aktarmiglardir. Bu c¢alismada herbisit
dayanikli bitkilerin kontrolii yapilarak % 4,2 basariya ulagilmistir. Arastirmanin énemi
ise bir monokotiledon olan arpa bitkisine ilk kez A. tumefaciens araciligiyla gen

aktariminin gergeklestirilmis olmasidir.

Enriquez-Obregon vd. (1998), Agrobacterium tumefaciens araciligi ile sekerkamisi
bitkilerine bar genini aktararak amonyum glufosinata dayanikli transgenik sekerkamisi
bitkileri elde etmislerdir. Elde edilen aday transgenik sekerkamisi bitkilerinin amonyum
glufosinata direng seviyeleri, ticari herbisit olan BASTA’nin uygulanmasiyla

incelenmistir. Sonugta %10-35 diizeyinde basari elde edilmistir.

Cheng vd. (1998), crylc genini aktararak lahanada, tiitinde ve soganda Plutella
xylostella, Spodoptera exiqua ve Spodoptera litura gibi zararli boceklere karsi direngli

transgenik bitkiler gelistirilmistir.

Christov vd. (1999), A. tumefaciens LBA4404 susunu kullanarak rbcS promotori
eklenen bir yabani tip CrylAc genini ve ayni promotdrii iceren bir sentetik CrylAc
genini tiitiin bitkisine aktarmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda Spodoptera litura
kurduna kars1 direncli tiitlin bitkileri elde edilmistir. Yabani tip CrylAc genine kiyasla
sentetik CrylAc geninin etkisinin daha ¢ok oldugu belirlenmistir. Transgenik bitkiyle
besleme analizinin {iglincii giiniinde bitkilerin 23 tanesinde Spodoptera litura’lar % 80-
100 oraninda zehirlenmis ve ardindan Olmiislerdir. En yiikksek CrylAc protein

konsantrasyonu RSC23 bitkisinde % 0.01 olarak bulunmustur.

Wang ve Guo’e (1999), pGW4BAI vektorii barindiran A. tumefaciens (LBA4404)
araciligryla tiitin CrylA (b&c) ve GNA genlerini aktararak transgenik tiitiin bitkileri
elde etmiglerdir. Yapilan PCR, Southern blot analiz sonuglarinda 28 adet bitki pozitif

olarak belirlenmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore transgenik bitkinin yesil kurt (H.
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armigera) ve bollworm (Pamuk kilifi kurdu)’na kars1 biyoyaprak analizi {izerinde ¢ok

iyi sonuca ulagildigi tespit edilmistir.

Falco vd. (2000), parcactk bombardimani araciligiyla Brezilya seker kamisina
(Saccharum officinarum L.) bar genini aktararak amonyum glufosinata dayanikli
Brezilya seker kamig1 bitkisi gelistirmiglerdir. Transgenik bitkilere ticari bir amonyum
glufosinat uygulanip herbisite dayanikliligi gézlenmistir. PCR analizleri sonucunda

direncli bitkilerde bar geninin ifadesi belirlenmistir.

Uludag vd. (2001), herbisitlerde dayaniklilik konusunda Tirkiye’deki ilk ¢alismay1
yapmiglardir. Herbisitlere dayaniklilik amaciyla yapilan bu arastirmada, bugday
bitkisinde problem olan Avena sterlis yabanci otunun ACCase inhibitorlerinden
fenoxaprop-p-ethyl ve clodinafop-propargyl herbisitlerinin farkli dozlarma karsi

direngliligi gozlemlenmistir.

Davidson vd. (2002), Ilam Hardy ve Iwa isimli iki patates ¢esidine A. tumefaciens
araciliyla CaMV 35S promotorii altinda CrylAc9 genini aktarmislardir. PCR analizi
sonucunda tiim hatlarda bir markdér gen olan npll’nin varligi tespit edilmistir. PCR
analizleri sonucunda Iwa ¢esidine ait 15 transgenik bitkiden 14'linde ve Ilam Hardy’e ait
8 transgenik hatta CrylAc9 geninin oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada transgenik
hatlarin patates yumru giivesinin (Phthorimaea operculella Zeller) larvalarinin
bliylimesini 6nemli derecede engelledigi bulunmustur. Iwa ¢esidinin transgenik
soylarinin yalnizca % 60'1 fenotipik olarak normal bitkiler {iretmis, ancak Cry1Ac9 geni
i¢in pozitif olan tiim hatlar patates yumru giivesi larvalarinin biiylimesini énemli 6l¢iide
engellemistir. Tarla kosullarinda Ilam Hardy’den gelistirilen {i¢ hat ve Iwa’dan
gelistirilen iki hat fenotipik olarak nontransgenik veya kontrollere esdeger normal
goriinlimlerini korumuglardir. Normal goriiniimiinii koruyan bu 5 transgenik hattin
yapraklarinda patates gilivesinin larvalarinin biiylimesi énemli derecede engellemistir.
Southern analizi sonucunda bu bes transgenik patatesin CrylAc9 genini bir ya da iki

kopya olarak icerdikleri belirlenmistir.

Hu vd. (2003), Agrobacterium susundan izole edilen CP4-EPSPS genini A.
tumafaciens araciligiyla bugday bitkisine aktarmislardir. Aday transgenik bugday

hatlariin glifosata dayaniklilik durumlari molekiiler ¢alismalar ile degerlendirilmis
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olup, %46 oranda pozitif sonu¢ almmustir. Elde edilen sonuglar ELISA testi ile
dogrulanmis ve ayrica transgenik bitkiler’e Roundup Ready® herbisiti uygulanarak

dayanikliliklar1 dogrulanmistir.

Chen vd. (2005), A. tumafaciens araciligiyla geltige cry2A genini aktarmiglardir. PCR
analizi sonucunda 102 adet bitkiden 71 adetinin cry2A igerdigini tespit etmislerdir. Elde
edilen transgenik c¢eltik bitkilerinin Lepidoptera takimindaki zarali boceklere karsi
onemli derecede dayamiklilik sagladigi belirlenmistir. Transgenik bitkilerde cry2A
protein seviyesi 9,65 — 12,11 pg/g taze yaprak dokusu arasinda degisim gostermistir.

Zaidi vd. (2005), yaprak ve bogum arasi eksplantlar1 kullaillark cry2Aa2 genini tiiriin
bitkisine aktarmislardir. Toplam 30 adet kanamisine dayanikli bitki elde edilmis ve 27
adet bitkinin PCR analizi sonucunda pozitif oldugu belirlenmistir. Bioassay analiz
sonucunda yaprakla beslenen armigera larvalarinin oran1 %100 olarak ve sapla beslenen
larvalarin 6liim oranlari sirasiyla %41, %44, %35 ve %22, son olarak kokle beslenen

Oliim sonucu %1-%5 olarak belirlenmistir.

Tan vd. (2006), S. viridochromogenes ve Streptomyces hygroscopicus 'tan izole edilen
bar ve pat genlerini bitkilere transfer etmisler ve bu sekilde glufosinatin detoksifiye
edildigini tespit etmislerdir. Yine Ororobactrum anthropi'den izole ettikleri GOX

genini bitkilere aktarmislar ve glifosat1 detoksifikasyon etmek i¢in kullanmiglardir.

Gibum vd. (2007), bar genini A. tumafaciens yontemi ile tatli patates bitkisine
aktarmiglardir. Bu aragtirmada seleksiyon markdrii olarak nptll ve gen aktarim vektorii
olarak pPCAMBIA3301 kullanilmistir. B-glukuronidaz geni (gusA) raportor gen olarak
ve fosfinotrisin (PPT) ise se¢im i¢in kullanilmistir. Transgenik bitkilerde
histokimyasal analiz sonucunda GUS genlerinin var oldugu tespit edilmistir. Yapilan
PCR analiz sonucunda transgenik bitkilerin biinyesinde veya genomik DNA’sinda bar
geninin var oldugu belirlenmistir. Bitkilerin herbisite dayanikliliginin dogrulanmasi

i¢in Glufosinat amonyum etken maddesi igeren ticari BASTA herbisiti kullanilmistir.

BASTA herbisiti uygulanan transgenik bitkilerin biiylime ve gelismelerine normal
olarak devam ettigi gézlenmistir. Transgenik olmayan kontrol bitkilerde ise 1-2 hafta

sonra yapraklarinda sararmalar ve biliyiimede yavaslama belirlenmistir.
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Bakhsh vd. (2010), A. tumefaciens yontemi kullanilarak crylAc geni NIAB-846 pamuk
¢esidinin siirglin ucu meristemlerine aktarmistir. Transformasyon i¢in Rbcs promotor ve
crylAc genini igeren pRb-Ac vektorini ve 35S promotor ile crylAc genini igeren
pk2Ac vektoriinii ayr1 ayr1 tastyan LBA4404 bakteri hatti kullanilmistir. Siirgiin ucu
meristemleri  ko-kiiltivasyon ortamima alindiktan sonra siirgin olusturma ve
koklendirme ortamlarima alinmigtir. Daha sonra topraga alinan aday transgenik
bitkilerin GUS, PCR, ELIiSA ve Southern Blot analizleri sonucunda transgenik bitkiler
belirlenmistir. Yapilan analiz sonuglarmma gére crylAc geninin pamuk bitkilerinin

genomuna basarili bir sekilde entegre oldugu belirlenmistir.

Chuan vd. (2012), gen aktarim yontemiyle tiitiin bitkisine Agrotis ypsilon bocegine
karst dayaniklilik kazandirmislardir. Bunun igin ilk olarak, Vip3Aall ve Cry2Ab4
genleri Bacillus thuringiensis’den izole edilmis ve klonlanmistir. Ardindan bu genler iki
bitki ifade vektoriine (pCSvip3A ve pCS2Ab) eklenmis ve daha sonra Vip3Aall ve
Cry2Ab4 genleri A. tumefaciens araciligiyla tiitiin (Nicotiana tabacum L.) bitkisine
aktarilmistir. PCR, RT-PCR ve Western emdirme analiz sonuglarina gore 32 ile 35
arasinda aday transgenik bitkide pozitif aktivite gozlenmistir. Transgenik bitkilerin
yapraklari ile besleme analizi sonucunda, transgeniklerin (Agrotis ypsilon) larvalarina
kars1 %82 oraninda etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Vip3Aall geninin Cry2Ab4

genine gore etki oranin daha yiiksek oldugunu gozlenmistir.

Sohail vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada CrylAc ve Cry2Ab genleri birlikte tiitiin
bitkisine aktarilarak transgenik tiitiin bitkileri elde edilmistir. Yapilan ¢alismada 58 adet
bitkide gen aktarimi bagarili olmus ve bu durum PCR analizi ile genlerin varlig1 tespit
edilerek dogrulanmistir. Ayrica Helicoverpa armigera ve Spodoptera exigua larvalari
transgenik yapraklar ile beslenmis ve sonug¢ olarak 24 saat sonra H. armigera

larvalarinda %62, S. exigua larvalarinda ise %12 oraninda toksik etki gézlenmistir.

Yiiceer vd. (2012), pCAMBIA1301 plazmidini iceren A. tumefaciens’in EHA101
izolat1 kullanilarak, Marfona ve Granola patates c¢esitlerine CrylAc genini
aktarmiglardir. Gen aktarimi patates bitkilerinin yaprak ve bogum arasi eksplantlarina
yapilmistir. CrylAc genini igeren transgenik siirglinler 10 mg/l higromisin B iceren
ortamda se¢ilmislerdir. Higromisin B antibiyotigine dayanikli olarak secilen toplam 55

adet patates bitkisinden 35 tanesinin Hpt genini igerdigi, PCR analizi ile ¢ogaltilan
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spesifik 700 bp DNA parcasiyla saptanmistir. Hpt geni iceren transgenik patates hatlari
patates bocegi ile biyolojik olarak testlenmistir. Yapilan biyolojik testlerde transgenik
bitkiler lizerinde beslenen patates bocegi larvalarinda % 80-85 oraninda 6liim meydana

geldigi gozlenmistir.

Bakhsh vd. (2018), gen piramitleme stratejisi kullanarak bocege direnglilik saglayan
CrylAc ve Cry2A genlerini A. tumefaciens LBA4404 hatt1 araciligiyla, Basma ve Nail
Tirk titlin ¢esitlerine aktararak boceklere dayanikl: tiitiin hatlar1 gelistirmislerdir. Gen
aktarim amaciyla kullanilan pK2AC plazmidi 35S promotoriini, T-DNA bdlgesinde
ayrica UIdA ve nptll genlerini barindirmaktadir. Yapilan PCR analizleri sonucunda,
Basma cesidinden gelistirilen 40 adet transgenik hattin ve Nail ¢esidinden gelistirilen 16
adet transgenik hattin CrylAc, Cry2A, uidA ve nptll genellerini barindirdigi
belirlenmistir. ELIZA sonucunda Cry proteinin 0,017 ile 0,607 pg/g taze doku arasinda
sentezledigi belirlenmistir. Transformasyon oran1 Basma cesidinde %30,7 ve Nail
cesidinde ise %18,8 oraninda gergeklesmistir. Transgenik Basma ve Nail tiitiin
yapraklari ile yapilan besleme analizi sonucunda patates giivesi (Phthorimaea
operculella Zeller) birinci donem larvalarinda 6nemli derece 6lim gézlenmistir. T1
nesil bitkilerde yapilan ¢alisma sonuglari, bu taransgenik tiitlin hatlariin 1slah

programlarinda gen kaynagi olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Bitki materyali

Bu ¢alismada “Marabel” patates (Solanum tuberosum L.) gesidine ait in vitro bitkilerin
bogum arasi (internod) ve yaprak dokular1 gen aktariminda bitki materyali olarak
kullanilmistir. Bu ¢esit laboratuvarimizda mevcut olup doku kiiltiirii sartlarinda olumlu
sonuclar vermektedir. Marabel patates bolgelerinde ticari olarak yetistirilmesine ve
yiikksek yumru verime sahip olmasina ragmen, bocek saldirilarina ve herbisitlere karsi

hassas bir ¢esittir.

3.1.2 Bakteri materyali

Gen aktarimi igin bakteri materyali olarak Ankara Universitesi Tarla Bitkileri
boliimiinde gelistirilen pTF101.1 plazmidini tagiyan Agrobacterium tumefaciens’in
EHA105 hattt kullanilmigtir. pTF101.1 plazmidi, bocek oldiiricii gen crylAc ve
herbisit dayanikliligi saglayan bar genini icermektedir. Bocek oldiiriicii ve herbisite
dayaniklilik genlerinin ikisi de iki kat artirilmis 35S (2x 35S) ve AoPRI promotorleri ve
nos terminatorii tarafindan yonetilmektedir (Bakhsh vd. 2009b; Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. pTF101.1 plazmidinin T-DNA bélgesi ve sematik gosterimi. 2X35S ve
AoPRI promotérleri, bar ve crylAc genini yiiriitiir.

3.2 Metot
3.2.1. Bitki ifade vektoriiniin Agrobacterium’a aktarim

35S pTF101.1 ve AoPRAL pTF101.1-crylAc bitki ifade vektorii, elektroporasyon cihazi
(Bio-Rad #165-2660) kullanilarak, elektroporasyon yontemiyle Agrobacterium
tumefaciens EHA 105 soyuna aktarilmistir (Sekil 3.2). Elektroporasyon islemi i¢in 100
ul A. tumefaciens EHA105 kompetent hiicresi ile 2ul bitki ifade vektorii (100ng/ul)
izerine ilave edilerek pipet yardimiyla hafifce karistirilmis ve karisim soguk kiivete
aktarilmistir. Plazmit vektoriiniin Agrobacterium’a aktarilma islemi elektroporasyon

cihazi (Bio-Rad #165-2660) kullanilarak, 2200V elektrik gerilim, 200 ohms direng ve 5
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mili saniye kosullarinda yapilmistir. Elektroporasyon isleminin ardindan hiicreler 1.5 ml
tiiplere alinip, tlizerine 1 ml LB besi ortami ilave edilmis ve 28°C’de 200 rpm hizda
calkalanarak 2 saat g¢ogaltilmistir. Bakterinin 200 pl’si almip sepectinomycin (30
pug/ml), streptomycin(10 pg/ml) ve rifampisin(30 pg/ml) iceren katt LB besi ortamina
ekilmistir. Kiiltiir ortam1 gece boyunca 28°C’de inkiibe edilip koloniler gelistikten sonra
+4 dereceye alinmistir. Elektroporasyon sonrasinda Agrobacterium bakterilerinde
crylAc geninin varligint dogrulamak igin koloni PCR yapilmistir. Bu amagla,
elektroporasyon ile vektoriin aktarildigi bakteriler secici sivi LB besi ortaminda 28 °Cde
gece boyu biiyiitiilmiistiir. Uzerinde ¢ok sayida koloniler gdzlemlenmis ve kolonilerin
bir kac1 rasgele secgilerek PCR yontemiyle taranmistir. Segilen kolonilerden minik paca
aliarak crylAc geninin i¢ bolgesini cogaltmak i¢in ileri IF ve geri IR primerlerini
kullanarak koloni PCR yapilmistir Cizelge 3.1. PCR taramasinin ardindan PCR iirtinii %
1 agaroz jel lizerinde kosturulmus ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Pozitif koloni
30 pg/ml spectinomycin, 10 pg/ml streptomysin ve 30 pg/ml rifampisin igeren sivi LB
besi ortamina inokiile edilmis ve 28 °C’de, 200 rpm dongiide ¢alkalanarak gece boyu
inkiibe edilmistir. pTF101.1- crylAc bitki ifade vektoriinii iceren bu Agrobacterium
tumefaciens hiicrelerinin gliserol stoklar1 yapilmis ve patatese gen aktarim ¢alismalarina
kadar —80 °C’de bekletilmistir. Bu plazmid, bocege ve herbisite dayanikliligi saglayan

crylAc geni ile bar genini igermektedir.

Cizelge 3.1. crylAc gen koloni PCR reaksiyon kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C 20 sn
Baglanma 58°C 30 sn 35
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 7 dk 1
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Sekil 3. 2. Elektroporasyon cihazi (Bio-Rad #165-2660)

3.2.2 Besin ortami ve doku kiiltiirii kosullar:

Bu c¢alismada MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962; Cizelge 3.2)
ile %3 sakkaroz ve %0,8 agar iceren temel MS besi ortami kullanilmustir.
Transformasyon kosullarinda bitkilerin kallus olusturmasi i¢in BAP 1 mg/l + NAA 0,1
mg/l+ Trans zeatin 2 mg/l + GA3 0,1 mg/l + PPT 1 mg/l + Ascorbic acid 0,1 mg/l + 30
g/l sakkaroz + 500mg/l genis spektrumlu sulcide kullanilmistir. Kallus olusturan
bitkilerin siigiin vermesi i¢in farkli alt kiiltiirii yapilmas1 icin BAP 1 mg/l + NAA 0,1
mg/l + GA3 1 mg/l+ PPT 1 mg/l+ 500 mg/l genis spektrumlu Sulcid igeren ortam
kullanilmistir. Besi ortamlarinin pH’st1 1 N NaOH veya 1 N HCI kullanilarak 5,6’ya
ayarlanmigtir. Besi ortamlar1 121 ‘C’de 1.2 atmosfer basing altinda 20 dk otoklavda
tutularak sterilize edilmistir. Tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin i¢inde yiirtiilmiis
ve kullanilan kaplar, metal ekipmanlar makas, pens, lanset ve doku kiiltiirii i¢in
kullanilan bagka ekipmanlarin hepsi yukarida belirtildigi gibi otoklavda steril edilmistir.
Tium kiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta,

24°C de inkiibe edilmistir.
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Cizelge 3.2. MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve miktarlar

(Murashige ve Skoog 1962)

Besin Maddeleri Miktar1 (mg/1)
NHsNO3 1650,00
KNO3 1900,00
Makro besin CaCl,.2H;0 440,00
Elementleri MgSO47H20 370,00
KH,PO4 170,00
Kl 0,83
HsBO;3 6,20
MnSQO4.4H,0 22,30
ZnS0,4.7H,0 8,60
Na;Mo00,.2 H,0 0,25
Mikro besin CuSO4.5H,0 0,025
Elementleri CoCI2.6H,0 0,025
FeS0O,4.7H,0O 27,80
Na,EDTA.2H,0 37,30
Inositol 100,00
Nicotinik Asit 0,50
L Pyridoksin-HCI 0,50
Vitaggpler Thiamin-HCI 0,10
Glisin 2,00

3.2.3 Agrobacterium Kiiltiirlerinin biiyiitiilmesi

29

Tez calismasinda kullanilan A. tumefaciens EHA105 hatti -80°C’de muhafaza edilen
gliserol stoklardan alindiktan sonra 10 ml’lik steril tiiplerde, sivi LB (Luria-Bertani
Broth) besin ortaminda, 200 rpm’de bir gece boyunca 28°C’de, ¢alkalayici inkiibatorde
cogaltilmigtir. Cogalan bakterilerden Ornekler alinarak petri kaplari igerisinde segici
antibiyotikleri igeren kati LB ortaminin iizerinde ¢izerek (streaking) ekim yapilmis ve
petri kaplar1 2 giin boyunca 28°C’de ters konularak inkiibe edilmistir. Bu petri
kaplarinin iizerinde gelismis olan bakteri kiiltiirleri 1 ay boyunca +4°C’de muhafaza
altina alinarak lazim oldugu durumda kullanilmistir. Kati LB besi ortaminda olusan
kolonilerden 6rnek alinmis ve bakteri 6rnekleri 20 pl rifampisin, 10 pl spectinomycin
ve 30 ul streptomycin igeren 10 ml’lik sivi LB besin ortaminda, 28 °C’de ve 200 rpm
devirde calakalayici inkiibatorde bir gece boyunca ¢ogaltilmistir (Sekil 3.3). Cogaltilan



ve gen aktarim vektoriini igeren A. tumafeciens EHAL105 susu gen aktarimi amaciyla

kullanilmaistir.

Sekil 3. 3. A. tumefaciens’in LB ortaminda gogaltilmasi. LB besin ortaminda ¢izilmis
bakterilerden steril pipet ucuyla tek koloni alinmasi ve rifampisin, streptomycin ve
spectinomycin antibiyotiklerinin ilave edilmesi (a,b), bir gece boyunca 28 °Cde
calkalayici inkiibatorde ¢cogaltilmaya hazir bakteri (C) Ve bir gece sonra ¢ogaltilmis
bakteriler (d)

3.2.4 Agrobacterium tumefaciens araciligiyla patates bitkisine gen aktarimi ve transgenik
bitkiciklerin biiyiitiilmesi

In vitro kiiltiirde 4-6 hafta biiyiitiilen steril Marabel ¢esidine ait bitkiciklerden alinan
yaprak ve bogum arasi eksplantlarina gen aktarimi yapilmistir (Sekil 3.4). Gen aktarim

islemi asagidaki protokol dogrultusunda gergeklestirilmistir:

1. pTF101.1 vektoriinii igeren A. tumefaciens EHA105 hatti, 20 mg/1 rifampisin, 30
mg/l spectinomysin ve 10 mg/l streptomycin ihtiva eden 10 ml LB sivi besin

ortami igerisinde 28 °C’de bir gece boyunca ¢ogaltilmistir.

2. Patates bitkisine ait yaprak ve bogum aralar steril kabin icerisinde kesilmistir.
Ardindan eksplantlarin iizerine crylAc ve bar genlerini barindiran A.

tumefaciens EHA 105 hattina ait 2 ml siv1 bakteri siispansiyon ilave edilmis ve
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ara ara kangtirilarak 45 dk inokiilasyon yapilmistir. Inokiilasyon igin sivi LB
besin ortam1 kullanilmistir.

Inokiile edilen eksplantlar acetosyringone (100 mM) igeren kat1 MS bitki besin
ortaminda 3 giin boyunca inkiibe edilmistir (ko-kiiltivasyon).

3 giiniin ardindan eksplantlar, steril kabin icerisinde steril saf su ve 1000mg/1
sulcid kullanilarak 15 dk yikanmis ve % 75 Ethanol ile steril edilen kagit
lizerinde kurumasi saglanmistir. Yikama islemi eksplantlarin etrafindaki tim
bakterileri ortamdan wuzaklagtirmak ve tekrardan biliyimeme amaciyla
yapilmuistir.

. Antibiyotik iceren seleksiyon ortamina (RSM) bakterilerden temizlenmis 15
adet eksplant ekilmistir. Gen aktarimi yapilan eksplantlar kallus olusumu igin ii¢
tekerrtirlii olarak biiylitme kabininde beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8
saat karanlk fotoperiyotta, 24 C de kiiltiire almmuistir. Seleksiyon amactyla RSM
ortami1 olarak 1 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA + 2 mg/l Trans zeatin + mg/l GA3
0,1 + 1 mg/l PPT + 0,1 mg/l Askorbik asit + 30 g/l sakkaroz + 500mg/l genis
spektrumlu Sulcid igceren MS besi ortami kullanilmistir. Segici besi ortaminda
yer alan Sulcid, A. tumefaciens’in gelisimini engellemek amaciyla, PPT
(fosfinotrisin) ise gen aktarimi gergeklesen bitkilerin se¢imi i¢in kullanilmistir.
Eksplantlar se¢ici besin ortaminda yaklasik 5-7 hafta sonra yaprak ve bogum
aras1 eksplantlari lizerinde PPT’ye dayanikli kallus ve siirgiin sayim1 yapilmustir.
. Aday transgenik bitkilerin olusturdugu siirgiinler daha sonra kesilerek 1 mg/I
PPT ve 500 mg/1 suolcid iceren MS besi ortami tizerinde koklendirilmistir.
Gelisen ve koklenen 10-15 cm uzunlugundaki siirglinler sera ortaminda
alistirmak amaciyla torf ve perlit igeren saksilarda aktarilmistir.

Sera ortaminda yetistirilen bitkilerin yaprak oOrneklerinde DNA ve RNA
izolasyonu, PCR analizi, ELIZA testi, qRT-PCR ve transgenik bitkiler iizerinde

yaprak biyoanalizi yapilarak transgenik bitkiler gozlenmistir.
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Sekil 3. 4. Patates bitkisine A. tumefaciens araciligyla gen aktarimi. Steril ortamda
yaprak ve bogum arasi eksplantlarin elde edilmesi(a), LB ortaminda Agrobacterium
inokiilasyonu (b-c), eksplantlarin acetosyringone igeren ko-kiiltiivasyon ortamina
alinmasi (d), Ekplantlarin steril su ve antibiyotikle yikandiktan sonra steril % 75’lik
Ethanol sikilmis kagit iizerinde kurutulmasi (€) ve gen aktarilmis eksplantlarin RSM
ortaminda aktarilmasi (f)
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3.2.5. Aday transgenik bitkilerin topraga aktarilmasi

Yaklasik 10-15 cm boyundaki koklenmis aday transgenik bitkiler, koklerin hasar
gormemesi i¢in besin ortamindan dikkatlice ¢ikarilmistir. Bitkilerin kokleri ilk 6nce
normal su ile iyice yikanip temizlendikten sonra 2:1 oraninda torf ve perlit karigimi
iceren saksilara dikilmistir. Topraga aktarilan bitkiler uygun zamanlarda sulanip ve

giibrelenerek sera kosularinda biiyiitiilmiistiir.

3.2.6. Aday transgenik patates bitkilerinin molekiiler analizleri

Serada yetistirilen aday transgenik bitkilerde bocek oldiriicii crylAc ve herbisite
dayanikligi saglayan bar genlerinin varligini dogrulamak amaciyla cesitli molekiiler

analizler yapilmistir.

3.2.6.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

3.2.6.1.1 DNA izolasyonu

Sera ortamindaki her bir saksidan aday trasnsgenik bitkilerden taze ve gen¢ yaprak
ornekleri alinmis olup -80°C’de muhafaza edilmistir. Yaprak orneklerinden genomik
DNA izolasyonu, ticari NucleoSpin PLANT Il REF 740770.250 kiti kullanilarak
firmanin O6nerdigi protokol dogrultusunda yapilmistir. Yaprak oOrnekleri sivi azotla
parcalanarak 1.5 ml’lik tiiplere konulmustur. Kit protokoliine gore her bir 6rnek tlizerine
400 pl PL1 eklenerek vorteks yapilmis ve ardindan 10pl RNase A eklenmistir. Ornekler
bir saat 65 °C’de inkiibe edildikten sonra 11000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmistir. Daha
sonra iist faz yeni filitereli tiiplere aktarilarak her bir tiip lizerine 450 pl PC tamponu
eklenmistir. Ardindan bir iki kez yavasca alt-iist karistirilmis ve 15 dk oda sicakliginda
beklettikten sonra 11000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij yapildiktan sonra
alta gecen sivi kisim uzaklagtirilmis ve membrana baglanan DNA’larin saflastirilmasi
icin yikama islemi yapilmigtir. Yikama i¢in her tiip iizerinde 400 pul PW1 tamponu
eklenerek 11000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Ardindan her tiipe iki kez 200 pl
PW2 tamponu eklenmis ve birer dakika coktiirme yapilmistir. DNA 6rneklerini

membrandan kazanmak i¢in membranli tiipler 1.5 ml’lik tiiplerin igerisine yerlestirilmis
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ve iizerlerine, énceden 65°C’de 1sitilmis 50 pl PE tamponu eklenmistir. Ornekler bu
sekilde 45 dk oda sicakliginda bekletilmis ve ardindan 11000 rpm’de 2dk santrifiij
yapilarak saf DNA ornekleri elde edilmistir. DNA 06rneklerinin konsantrasyonu ve
kalitesi spektrofometre (BioSpec-SHIMADZU) yontemi ile olgilmiistir. DNA
ornekleri, analiz islemlerinin gerceklesmesi i¢cin 50 ng/ul olacak sekilde seyreltilmis ve

—20 °Cde saklanmustir.

3.2.6.1.2 PCR analizleri

PCR analizi crylAc ve bar genlerini igeren transgenik patates bitkilerinin belirlenmesi
icin gergeklestirilmistir. Transgenik patates bitkilerini belirlemek amaciyla crylAc, bar
genlerinin  ¢ogaltiminda kullanilan primer Dbilgileri ve transgenik bitkilerin
Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadigini dogrulanmasi i¢in ChvA genine 6zgii

primerleri Cizelge 3.3.’te goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Transgenik bitkilerin teyit ve tespit edilmesi i¢in kullanilan gen bolgesi,
kullanilan primer baz dizileri, gen bolge uzunluklari ile primerlerin baglanma
sicakliklart

Cogaltilan Primerlerin

Gen Primer baz dizini gen bolgesi baglanma
bolgesi uzunlugu sicaklig
(bp)

crylAc 5’-ATGGACAACCCAAACATC-3 690 58°C

5’-TCATGTCGTTGAATTGAATACG-3’

5’-GCACCATCGTCAACCACTA-3’
bar 310 60°C
5’-ACAGCGACCACGCTCTTGAA-3’

5’- CGAAACGCTGTTCGGCCTGTGG-3”

ChV A o
5- GTTCAGCAGGCCGGCATCCTGG-3" 890 65°C

Amplifikasyon reaksiyonu karisimi i¢in gen spesifik primerler kullanilmigtir. Reaksiyon
karisimi, 1 pl ileri F primer (10 pmol/ul), 1 pl geri R primer (10 pmol/ul), 10 pl 2XPCR
karigimi, 2 pl genomik DNA (50 ng/ul) ve 6 ul dH,O kullanilarak toplam 20 pl hacim

olacak sekilde 0,2 ml’lik santrifiij tiiplerinde hazirlanmistir. Incelenen gene 6zgii PCR

sicaklik dongiilerine ait bilgiler Cizelge 3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da sunulmustur.
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Cizelge 3.4. crylAc gen PCR reaksiyon kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatilirasyon 94°C 20sn
Baglanma 58°C 30 sn 35
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 7 dk 1

Cizelge 3.5. bar gen PCR reaksiyon kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 20sn
Baglanma 60°C 30 sn 35
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 7 dk 1

Cizelge 3.6. ChvA gen PCR reaksiyon kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 94°C 20sn
Baglanma 65°C 30 sn 35
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 7 dk 1
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3.2.6.1.3 Orneklerin agaroz jel analizi

PCR sonuglari, 0,5X TBE (Tris- borat EDTA) tamponu ve %1 agaroz jel kullanarak jel
elektroforez yontemiyle analiz edilmistir. Buna gore %1°lik agaroz 0,5X TBE ¢ozeltisi
icerisinde mikrodalga firin yardimiyla en yiiksek giigte berrak bir ¢ozelti elde edilinceye
kadar eritilmistir. Ardindan ¢ozelti 50-60 °C’ye kadar sogutulmus ve igerisine 4 ul
etidyum bromiir (EB) (10 mg/ml) eklenmistir. Bu calismada %1°lik agaroz jel
hazirlanmasi i¢in 0,5 g agaroz, 50 ml 0.5X TBE tamponu ¢ozeltisi igerisine yaklasik 1-2
dk mikrodalga firininda eritilerek sonrasinda agaroz jel kalibina dokiilmistiir (Sekil
3.5). Daha sonra dokiilmiis olan agaroz jel katilasmasi i¢in 15-20 dk bekletilmis ve
tizerindeki taraklar ¢ikartilarak, jel kab1 0,5X TBE tamponu iceren elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Jel kuyularina 10’ar ul PCR 6rnegi yiiklenmis ve 6V/cm gerilimde 35-

45 dk kosturulmustur. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel UV 15181 lizerinde

kontrol edilerek fotograflanmistir.

Sekil 3. 5. Agaroz jel analizinden genel goriiniim. Agoroz jel kalibi (solda), agoroz jel iinitesi
(ortada), jel goriintiileme sistemi (sagda).

3.2.6.2 Gerg¢ek zamanh kantitatif PCR (QRT -PCR)
Gergcek zamanli kantitatif PCR (qQRT-PCR), genlerin bitki hiicrelerinde protein ifade
edilip edilmedigini kanitlama amacyla giiniimiizde ¢ok hassas ve standart bir molekiiler

teknik olarak kullanilmaktadir (Magbool vd 2010; Rao vd 2011; Anayol vd., 2016).
gRT-PCR analizi crylAc geninin ifade diizeyini belirlemek i¢in yapilmustir.
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3.2.6.2.1 RNA izolasyonu

Aday transgenik bitkilerin gelisimini tamamlamis en geng yapraklar1 hasat edilmis ve
hemen sivi azot igerisinde dondurulmustur. Sivi azotta dondurulan yaprak ornekleri
RNA izolasyonu i¢in —80 °C’de saklanmustir. Yaprak orneklerinden RNA izolasyonu
TRIzol® yontemine gore yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in =100 mg yaprak 6rnegi sivi
azot ile parcalanip 2 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Ornek barindiran her tiipiin icerisine
1500 pl TRIzol® eklenerek vorteks yapilmustir. Vorteks yapilan ornekler 10 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Ardindan +4 °C’de 10 dk 14000 rpm’de santrifiij yapilmistir.
Daha sonra iist kisim alinip dnceden hazirlanmis 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Her bir
tiipteki 6rneklere 400 pl kloroform eklenip karistirildiktan sonra 5-7 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Oda sicakliginda beklemis olan 6rnekler 15 dk 14000 rpm’de santifiij
yapilmistir. Santrifiijden sonra iist kisim alinarak yeni hazirlanmig olan 1.5 ml’lik
tiiplere aktarilmistir. Ardindan 6rneklerin tizerine 500 pl izopropanol eklenerek 10 dk
oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra 4 °C’de 10 dk 11000 rpm’de santrifiij yapilarak
sivi kisim uzaklastirilmistir. Tiip igerisinde kalan pelet %75°lik etanol ile yikanmis ve
kurumas igin 30 dk streil kabinde bekletilmistir. Ornekler kurutulduktan sonra tiiplere
50 wl DEPC-dH,Oilave edilereck RNA ¢ozdirilmistir. RNA  6rneklerinin
konsantrasyonu ve Kkalitesi spektrofometre (BioSpec-SHIMADZU) yontemi ile

Olciilmiis ve 6rnekler -20°C’de saklanmustir.
3.2.6.2.2 cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezi, Fermentas cDNA synthesis kiti kullanilarak yapilmistir. izole
edilen RNA’nin ¢oktiiriilmesi icin %75°1lik alkol ile iki kez yikanmis ve DNaz I
kullanilarak RNA orneklerinden DNA uzaklastirilmistir. Toplam RNA 6rneklerinden
cDNA sentezlendikten sonra qRT-PCR analizi yapilmistir. cDNA sentezi i¢in toplam
RNA’lardan reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Karisim igin ilk olarak 10 pg toplam
RNA (DNaz uygulanmis), 1 pl oligo dT primer (100 uM) ve 12 pl’ye tamamlayacak
hacimde DEPC suyu uygulanmistir. Daha sonra bu karisim, 70 °C’de 5 dk inkiibe
edilmis ve 3 dk buz lizerine alinarak sogutulmustur. Sogutulan karigim tizerine 4plL 5%

reaksiyon tamponu, 1pl ribonukleaz inhibitér (20U/ul) ve 2ul. ANTP karisimi (10mM)
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eklenmistir ve arkasindan 37 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Karisima 1pl H minus M-
MuLV ters transkriptaz (200U/uL), 1 pl dH2O eklenmis ve karisim 42 °C’de 60 dk
inkiibe edilerek cDNA sentez islemi ger¢eklesmistir.

Cizelge 3.7. Tek zincirli cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon igerigi

Icerik Kullanilan miktar
RNA (100 ng/ul) 10 ul
Oligo dT Primer (100 uM) 1 ul
5X Reaksiyon Buffer 4ul
RiboLock Rnaes Inhibitdrii(20U/ul) 1l
dNTPs (10mM) 2u
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul) Il
H,0 lul
Toplam hacim 20 pl

Reaksiyonun son agsamasinda ise karigim 70 °C’de 10 dk bekletilmis ve cDNA 6rnekleri
gercek zamanl kantitatif PCR (QRT-PCR) analizi igin 1:10 seviyesinde seyreltilmistir.
Transgenik bitkilerde crylAc geninin ifade diizeyini belirlemek amaciyla qRT-PCR
analizi yapilmistir (Cizelge 3.8, Cizelge 3.9, Cizelge 3.10). Aday transgenik bitkiler i¢in
gRT-PCR calismas1 2 teknik tekrarlamali olarak yiiriitiilmiis ve analizden sonra sadece
tek bir PCR iirtinii olusup olugsmadigimi kontrol etmek i¢in erime egrisi analizi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.8. qRT-PCR karisim igerigi

gRT-PCR icerigi Miktar (uI)
Total mix (2X) 5
F primer (5uM) 0.4
R primer (5uM) 0.4
Ultra saf su 1.7
cDNA (1:100) 2.5
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Cizelge 3.9. qRT-PCR sicaklik dongiisii

Islev Sicakhik(°C) Siire Dongii
DNA denatiirasyonu 95 15 dk 1
DNA denatiirasyonu 95 10 sn
Primer baglama 60 15sn 40
Yeni DNA zincir sentezi 72 20 sn
Erime egrisi analizi 7O°C’detellr9a(1)1‘;(C’ye,l°C 5sn 1

gRT-PCR analizi ¢aligmalar1 Rotor-Gene Q cihazi (Qiagen) kullanilarak yapilmistir.
Cihazin kendi otomatik yazilimi1 sayesinde her bir 6rnegin Ct degeri ile birlikte bunlara
ait standart sapma ve standart hata degerleri belirlenmistir. Transgenik bitkideki crylAc
genini kontrol efla genine gore oransal ifade diizeyi 2" hesaplama yontemine gore
belirlenmistir. Cizelge 3.10°da qRT- PCR analizinde crylAc(RT) ve efl-o genlerine

0zgl primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.10. gRT- PCR analizinde kullanilan primer baz dizileri, gen bolge uzunluklar1
ile primerlerin baglanma sicakliklari

Cogaltilan | Primerlerin
Gen blgesi Primer baz dizini (5°-3") gen bolgesi | baglanma
uzunlugu sicaklig
(bp)
ATCGGTATCAACAACCAGCA
crylAc(RT) 173 60°C
AACCTGTGGGAGAATCCTTG
ofl-q TAGCCTTGTGCCAATTTCCG 110 60°C
CCTTCAGCATTACCGTCC

3.2.6.3. ELISA testi ile crylAc protein ekspresyon analizi

Aday trasngenik bitkilerde aktarmis oldugumuz crylAc geninin bitki yaprak
orneklerindeki protein miktarinin belirlenmesi i¢in Envirologix (Cat # AP051) Kiti
kullanilarak ELISA testi yapilmistir. Aday trasngenik bitkilerden alinan 20 mg taze

yaprak ornekleri sivi azot ile parcalanarak 1.5 ml’lik tiipler alinmistir. Orneklerin
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lizerine 200 pl ekstraksiyon tamponu ilave edilerek ELISA kitinde tarif edildigi gibi
analiz yapilmistir.

crylAc’nin protein miktar1 mikroplaka okuyucusunda (ELx800-Universal-Microplate-
Reader) OD,s5o degerine gore belirlenmistir (Sekil 3.6).

seBiolek

ELx800

Sekil 3. 6. ELx800-Universal-Microplate-Reader

3.2.7 Glufosinat uygulamasi

Serada biiyiitiilen transgenik bitkilerin bar geninden kaynaklanan Glufosinat amonyuma
direncliligini tespit etmek igin bitkiler iizerine etken maddesi glufosinat ammunium olan
ticari BASTA (glufosinate ammonium 200 g/I) yabanci ot ilact uygulanmistir.

Herbisitin uygulanma konsantrasyonu firmanin etikette belirttigi gibi uygulanmistir.

3.2.8 T1 nesil transgenik bitkilerin iiretilmesi ve molekiiler analizleri

To nesil aday transgenik bitkiler sera kosullarinda biiyiitiilmiis ve bu bitkilerden yumru
hasad1 yapilmistir. Hasat edilen yumrularin dormansisini kirmak igin yumrular
Gibberellik asit (GA3) ¢ozeltisi i¢erisinde 30 dk bekletilmistir. Transgenik To neslinden
hasat edilen patates yumrular ilk once temizlenerek keskin bigakla yar1 kismina kadar
ikiye boliinmiistiir. Daha sonra 10 ppm GAjz c¢ozeltisinde 30 dakika siireyle
daldirilmigtir (Sekil 3.7). GAs; uygulamasinin hemen ardindan yumrular karanlik
ortamda 48 saat 20 °C’lik sicaklikta inkiibe edilmislerdir (Rappaport ve Wolf., 1969).
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Dormansisi kirilan yumrular, 2:1 oraninda torf ve perlit karisimi iceren saksilara 3
tekerriirlii olarak dikilmis ve bunlardan T; bitkileri elde edilmistir (Sekil 3.8). Biiyiitiilen
T, bitkilerinde crylAc ve bar genlerinin varligini belirlemek i¢in bu bitkilerin yaprak
orneklerinden DNA izole edilmis ve ardindan PCR analizleri yapilmistir. Ty bitkilerinde

ayrica ELISA ve yaprak biyoanalizleri yapilmistir.

Sekil 3. 8. Seradaki T transgenik bitkilerden genel bir goriintim.
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3.2.8.1. Ty bitkilerinden DNA izolasyonu

T1 nesilde crylAc ve bar genlerinin var oldugunu belirlemek igin DNA izolasyonu
yapilmistir. Sera ortamindaki T; nesil transgenik bitkilerden taze ve geng yaprak
ornekleri alinarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Yaprak orneklerinden genomik DNA
izolasyonu, ticari NucleoSpin PLANT Il REF 740770.250 kiti kullanilarak firmanin

onerdigi protokol dogrultusunda yapilmistir.

3.2.8.2. T, bitkilerinde PCR analizi

T, nesil transgenik bitkilerinde crylAc ve bar genlerinin varligint belirlemek i¢in PCR
analizleri yapilmistir. Bu amagla, To transgenik bitkilerinde yapilan PCR analizlerinin

aynist T bitkilerinde uygulanmistir.

3.2.8.3. T, bitkilerinde ELiSA analizi

T trasngenik bitkilere aktarmis oldugumuz crylAc geninin bitki yaprak orneklerindeki
protein miktarinin belirlenmesi i¢in Envirologix (Cat # AP051) kiti kullanilarak ELISA
testi yapilmistir. Aday trasngenik bitkilerden alinan 20 mg taze yaprak 6rnekleri sivi
azot ile pargalanarak 1.5 mI’lik tiipler alinmustir. Orneklerin iizerine 200 pl ekstraksiyon
tamponu ilave edilerek ELISA kitinde tarif edildigi gibi analiz yapilmistir. crylAc nin
protein miktar1 mikroplaka okuyucusunda (ELx800-Universal-Microplate-Reader)

ODyso degerine gore belirlenmistir.

3.2.9 T, bitkilerinde yaprak biyoanalizi

PCR, gRT-PCR ve ELISA analizleri sonucunda pozitif ¢ikan transgenik bitkilerin
toksin potansiyelini belirlemek i¢in laboratuvarda bocek biyoanalizi yapilmistir. Bunun
i¢in tiim donem patates bocegi (CPB) (L. decemlineata Say.) ergin ve larvalari ilk 6nce
tartilarak agirhigr alinmistir. Analizden once agirligr belli olan boceklerin analizden
sonra tartilmasiyla sonuglara ulagilmistir. Ardindan ikinci ve lgilincli donem patates
giivesi (potato tuber moth) larvalar1 ikiser olarak transgenik yapraklardan beslenmis
olup neticesi belirlenmistir. Yapilan denemede kontrol amaciyla transgenik olmayan

Marabel patates bitkisinin yapraklari da kullanilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Agrobacterium Hiicrelerinin Koloni PCR ile Taranmasi

Onceden hazirlanmis A. tumefaciens EHA105 hatina ait bakteri materyali olan gliserol
stok -80°C’ de bekletilerek gerekli oldugunda ¢ogaltilmasi igin LB besin ortam
icerisinde 28°C’ de gece boyunca ¢ogaltilmistir. Daha sonra LB besin ortami {izerinde
olusan bakterilerden tesadiifi 6 adet bakteri segilerek koloni PCR yapilmistir (Sekil 4.1).
Yapilan PCR sonucunda pozitif koloniler jel iizerinde tespit edilerek trasnformasyon

icin kullanilmugtir.

690bp

Sekil 4. 1. Agrobacterium hiicrelerinin koloni PCR
sonunclari. M: 100 bp DNA ladder, P: pozitif kontrol,
1- 6: test edilen koloniler.

4.2. A. tumefaciens Aracihgiyla Patatese Gen Aktarimi

Marabel patates cesitlerinin yaprak ve bogumarasi explantlar1 gen aktarim isleminde
kullanilmistir. Gen aktarim c¢alismasinin ardindan bitkiler bliylime kabininde segici besi
ortamin’da kiiltiire alinmis ve bazi explantlarda kallus olusumu gézlemlenmistir. Gen
aktarimi gerceklesmeyen yaprak ve bogumarasi eksplantlar1 3-5 giin igerisinde sararmus,
iki hafta sonra Olmislerdir. Kiiltiire aldiktan 4 hafta sonra gen aktarimi gerceklesen

bitkiler yesil kalluslar olusturmaya baslamistir. Kiiltiire aldiktan 6 hafta sonra gelisen
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kalluslar stirgiin gelisimi i¢in 1 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA + 1 mg/l GA3 + 1 mg/l PPT

+ 500 mg/l Sulcid igeren besi ortamina aktarilmistir. Gen aktarim ¢aligmalari sonrasinda

elde edilen transformasyon verimliligi ile ilgili bilgiler Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Transformasyon verimliligi ile ilgili bilgiler

Kallus Besi Ortami Siirglin Besi Ortami
BAP 1 mg/l + NAAO,1 =
g mg/I1+ Trans zeatin 2 2
£ | mg/l+GA30,1mg/l+ | BAPImg/l+NAA | < |
; PPT 1 mg/l + Ascorbic | 0,1 mg/l + GA3 1 2 | IkiGen Promotor
7 acid 0,1 mg/l + 30 g/l mg/l+ PPT 1 mg/I+ B
e sakkaroz + 500mg/I 500 mg/I 3
genis spektrumlu 2
sulcide ZE»
= Topraga g
= c - 0 g = § > aktarilan e £ o
€| 2% | TEZL [PE2Z itk £ | < | 8 |AoPRI| 35S
g 0§ 2 X35 ! % =] sayst 3}
=4 adet
Yaprak 400 10 3 3 0
- 6 | 6| 3 3
Bogum | g0 70 7 6 6
arasi

Bu caligmada, gen aktarimi yapilan toplan eksplant sayisindan elde edilen toplam
transgenik bitki sayisina gére yapilan hesaplama sonucunda bogum arasi
transformasyon etkinligi % 0,6 ve yapraktan ise % O olarak belirlenmistir. Patatese gen
aktarimimnin yapildig1 bagka bir ¢caligmada, burada kullanilan gen aktarma yonteminin
aynist uygulanmis ve sonug olarak transformasyon etkinliinin Lady Olympia i¢in %
0,3, Desiree icin ise % 0,7 oldugu belirlenmistir (Siimer 2018). iki farkli tiitiin
bitkisinde yapilan bir gen aktarim calismasinda kullanilan eksplant sayisina gore
hesaplandiginda transformasyon orant Basma i¢in %2,8 ve Nail ¢esidi i¢in %0,4
olmustur (Ding 2017). B. thuringiensis bakterisinden izole edilen Cry & endotoksin
geninin 100’den fazla tiitiin explantina A. tumefaciens araciligiyla aktarildig: bir ¢alisma
sonucunda aday transgenik bitkilerin % 25’inin Lepidoptera takimina etki gdsterdigi

belirlenmistir (Barton vd., 1987).
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Genel olarak, Solanaceae familyasina ait tiim tiirlerin in vitro rejenerasyon kabiliyetleri
yiiksektir ve bu familyaya ait tiirlerin Agrobacterium enfeksiyonuna karsi hassas
olmalar1 nedeniyle gen aktarim calismalarinda model bitkiler olarak kullanilmatadirlar
(Giirel 2001; Ozcan vd. 2004). Agrobacterium suslari transformasyon islemlerinde hem
enfekte etmesi hem de gen aktarimindaki etkisi bakimindan olduk¢a Onemli rolii
oynamaktadir (Chetty vd., 2013; Bakhsh vd., 2014). Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi
patates eksplantlari karsilastirildiginda, eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan
bogum arasindan elde edilen siirgiinlerin daha fazla oldugu gozlenmistir. Yaprak
eksplantindan 3 aet ve bogum arasi eksplantindan 6 adet olmak iizere toplam 9 adet
aday transgenik bitki seraya aktarilmistir. Yapilan PCR analizi sonucunda 6 adet
bitkinin transgenik oldugu belirlenmistir. Gen aktarimi sonrasinda elde edilen kallus ve
slirglinlere ait resimler sirastyla (Sekil 4.2 - 3)’te sunulmustur. Elde edilen siirgiinlerden
bogum eksplantlar1 alinarak doku kiiltiirii kosullarinda, PPT ve sulcide iceren MSO besi
ortaminda aday transgenik bitki ¢ogaltimi yapilmistir (Sekil 4.4). Doku kiiltiiriinde
cogaltilan tam tesekkiillii aday transgenik bitkiler topraga aktarilmistir (Sekil 4.5).
Topraga aktarilan bitkiler sik sik kontrol altinda tutularak sera kosullarinda
biliytitiilmistiir.

Sekil 4. 2. Gen aktarimi sonrasinda secici besi ortaminda eksplantlar tizerinde kallus
olusumu
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Sekil 4. 3. Segici besi ortaminda kalluslardan siirgiin olusumu

Sekil 4. 4. D1s ortama aktarilmaya hazir aday transgenik bitkiler
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3.
-

Sekil 4. 5. Aday transgenik bitkilerin sera ortaminda topraga alistiritlmasi

4.3. Aday transgenik bitkilerin molekiiler analizleri

Serada yetistirilen aday transgenik bitkilerde bocek oldiiriicii crylAc ve herbisit
dayamklilik saglayan bar geninin varhgini dogrulamak amaciyla PCR, gPCR, ELISA

analizleri ve yaprak biyoanalizi yapilmistir.

4.3.1 PCR analiz yontemi ile gen boyutu dogrulamasi

Aday trasngenik bitkilerden DNA izolasyonu yapilarak elde edilmis bitki DNA’lar
kullanilarak PCR yapilmistir. Yapilan PCR analizi sonucunda transgenik bitkilerde
crylAc ve bar genlerinin varligi ile ilgili primerler kullanilarak sirasiyla 690 bp ve 310
bp uzunlugundaki pargalarin ¢ogaltilmasiyla belirlenmistir (Sekil 4.6-7). PCR anlizi igin
kullanilan negatif kontrollerde higbir bant olusmadigi net bir sekilde tespit edilmistir.

Topraga aktarilan toplam 9 adet aday transgenik bitkiden 6 tanesinde hem crylAc hem
de bar genleri oldugu belirlenmistir. Boylece, 4 numaradaki bant ¢ok zayif oldugu
gbzlenmis olup transfer edilmis yabanci genlerin bitki biinyesine uygun bir bi¢imde

yerlestigi gosterilmistir.
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690bp

Sekil 4. 6. Aday transgenik patates bitkisinde crylAc geninin ¢ogaltimi. (M):1 kb plus
DNA ladder, (1-6): Marabel aday transgenik bitkiler, (N): Negatif, (P): Pozitif kontrol
(Plazmid DNA)

310bp

Sekil 4. 7. Aday transgeniklerde bar geninin ¢ogaltimi. (M):1 kb plus DNA ladder, (1-
6): Marabel aday transgenik bitkiler, (N): Negatif, (P): Pozitif kontrol (Plazmid DNA)

Agrobacterium’un konak bitkiyi enfekte edebilmesi Chv genleri ile birlikte Vir
genlerinin aktive edilmesine dayalidir. Bakterinin konak hiicreye tutunmasindan
sorumlu gen ChvA genidir (Nester 2015). Bu sebeple, transgenik bitkilerde
Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadigi ChvA genine 06zgii primerler
kullanilarak PCR analizleri ile dogrulanmasi gerceklenmistir. Sekil 4.8’de goriinen PCR

analiz sonuglarina gore transgenik bitkilerde Agrobacterium kontaminesi gériilmemistir.
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Sekil 4. 8. A. tumefaciens’in bitki biinyesine yerlesmedigini belirlemek i¢in ChvA geni
PCR sonuglari (M):1 kb plus DNA ladder, (N): Negatif kontrol, (1P-2P): Pozitif
kontrol, (1-6): Transgenik bitkiler

PCR analizi sonuglarma gore, crylAc ve bar genleri patates bitkisine basariyla
aktarilmistir. Transgenik bitkiler iki farkli promotor (35S ve AoPR1) tarafindan
yonetilmektedir. PCR sonuglaria gore pozitif 6 adet transgenik bitkinin 3 adedi AoPR1
ve 3 adedi ise 35S promototiiriine bagli oldugu belirlenmistir. Yapilan caligmada
eksplant basina transformasyon orani %0,6 olarak belirlenmistir. Trasnformasyon orani
her ne kadar diisiik olsa bile hedef sonuca ulagsmamizi saglayarak, se¢ici besi ortaminda
kullanilan PPT’nin bitkilerin rejenerasyonu icin iyi bir seleksiyon sistemi oldugu
belirlenmistir. Daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda bitkilerin gen transformasyonunda,
seleksiyon ortamindan transgenik olmayan bitkilerin kagtigina dair sonuglar rapor
edilmistir (McCormick vd., 1986; Magbool vd., 2010; Khan vd., 2011; Bakhsh vd.,
2015b).

4.3.2 Ger¢cek zamanh kantitatif PCR (QRT-PCR)

Gen ifadelerini belirlemek amaciyla qRT-PCR giiniimiizde en hassas ve standart bir
molekiiler teknik olarak kullanilmaktadir (Magbool vd 2010; Rao vd 2011; Anayol vd.,
2016). gRT-PCR analizi crylAc geninin ifade diizeyini belirlemek igin yapilmistir.
Oransal gen ifadesi Sekil 4.9. da gosterilmistir. Bu sonuglara gore crylAc geninin
transgenik patates hatlarinda islevsel var oldugu ve transgenik bitkilerin gen ifade
diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu kontrol bitkiye kiyaslanarak tespit edilmistir. qRT-PCR
analizine gore gen ifadeleri transgenik bitkilerde farkli olarak gozlenmistir. Aktarilan

genlerin bitki genomunda yerlestigi yere, niikleotid sekansi degisikligine, aktarilan
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genin kopya sayisina bagli olarak gen ifade seviyesi degisebilmektedir (Hobbs vd.,
1993; Guo vd., 2001; Rao, 2005).
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Sekil 4. 9. qRT-PCR analizi ile crylAc geninin transgenik bitkilerde oransal ifadesi.
Verilerin normalizasyonun i¢in efla geni kullanilmistir.

4.3.3 ELISA testi ile crylAc protein ekspresyon analizi

Transgenik patates bitkilerinde crylAc geninin protein miktarinin belirlenmesi igin
bitkilerden yaprak diskleri alinmis, ardindan ornekler sivi azotla pacalanmistir. Bu
analizde trasngenik bitkilerin crylAc proteinini iiretip iiretmediklerinin belirlemek igin
Envirologix kit for CrylAB/CrylAc (Kit lot: AP051) (enzyme-linked immunosorbent
assay; ELISA) protokol yontemi kullanilmistir. PCR sonucunda pozitif ¢ikmis toplam 6
adet aday transgenik bitkilerin ELISA analizi yapilmistir. Bitkilere gore farkli diizeyde
crylAc protein ifadesi belirlenmistir (Sekil 4.10). Boylece, aktarilan crylAc geninin
taransgenik bitkilerde protein seviyesindede ifade edildigi dogrulanmistir. Transgenik
patates bitkilerinde yapilmis olan ELISA testi sonucunda, cryl Ac protein ifadesinin en
yiiksek 35S-1 transgenik hattinda ve en diisiik ise AoPRI-1 transgenik hattinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.10). cryl Ac protein ifadesinin transgenik bitki hatlar1 arasindaki
farklilik bilim insanlar1 tarafindan farkli yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Karanthi vd.
2005, Xia vd. 2005, Olsen vd. 2005, Bakhsh vd. 2009b ve Adamczyk vd. 2009). Protein
ifadesindeki bu seviye farkliliginin Oonemli faktorleri ise genin niikleotid sekansi,
promoter ve genin DNA’da girdigi bolge, transgen kopya sayisi, bulundugu hiicrenin

etrafi ve gevresi olabilir (Hobbs vd., 1993; Guo vd., 2001; Rao, 2005). Ayrica farkl
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promotorlerin kullanilmis olmasida cry proteinlerinin ifade seviyesinde farkliliklara

neden olabilir.
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Sekil 4. 10. ELISA testi ile crylAc ekspresyonu. 35S-1ve AoPRI-1: bitkiler

Onceki bilimsel galismalarda crylAc geni tiitiin bitkisine aktarilmis ve ELISA sonucuna
gore crylAc protein orant 0,01 ve %0,18 arasinda degigmistir (Christov vd. 1999; Yun
vd. 2008). Bagka bir ¢alisma sonucunda, iki farkl tiitiin bitkisine crylAc, cry2A genleri
aktarilmis ve yapilan ELISA sonucunda cry protein miktarinin 0,017 ve 0.607 ng/g taze
doku arasinda sentezledigi belirlenmistir (Bakhsh vd. 2018).

4.3.4. Glufosinat uygulamasi

Sera ortamindaki transgenik bitkilerde (Sekil 4.11) bar geninin Glufosinat amonyuma
direngliligini belirlemek i¢in bitkilerin her birine glufosinat etken maddeli herbisit
uygulanmistir (Sekil 4.12). Glufosinat uygulamasi i¢in 200 g/l glufosinat amonyum
etken maddesi iceren ticari “BASTA yabanci ot ilact kullanilmigtir. Kullanilan

herbisitin konsantrasyonu firmanin etikette belirttigi gibi uygulanmstir.
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Sekil 4. 11. Sera ortamindaki aday transgenik bitkilerin herbisit uygulamasindan 6nceki
gorintumu

AOPRI- I

A

a KONTROLS
35S- 11 T ;

Sekil 4. 12. bar geninin aktarildig1 transgenik patates bitkilerinin herbisit
uygulamasindan sonraki durumu. Transgenik bitkiler tizerinde gerceklesen herbisit
uygulamasi sonucunda bitkilerin glufosinat ammonium herbisitine kars1 dayanikl
oldugu 3-5 giin i¢inde belirlenmis ve kontrol bitkiler ise bu siire igerisinde kuruyarak
Olmiistiir
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4.4. T1 Nesil transgenik bitkilerin molekiiler analizleri

To nesil transgenik bitkilerden yumru hasadi yapilarak GA3 igerisinde 30 dk bekletilmis
ve yumrularin dormansisi kirilmistir. Dormansisi kiritlan mini  yumrular sera
kosullarin’da topraga dikilmis ve bunlardan T; nesil transgenik patates bitkileri elde
edilmistir. T1 nesilde crylAc ve bar genlerinin bir sonraki nesilde yerlesip yerlesmedigi
belirlenmesi i¢in DNA izolasyonu yapilarak ardindan PCR, ELISA ve yaprak

biyoanalizi yapilmistir.

4.4.1. PCR analizi

T, nesil transgenik bitkilerde crylAc ve bar genlerinin varligini belirlemek amaciyla
PCR analizleri yapilmistir (Sekil 4.13-14). PCR analiz sonuglarina gore, toplam 6 adet

Ty nesil transgenik bitkinin 6 tanesinde hem crylAc hem de bar genine ait bant tespit

edilmistir.

690b

Sekil 4. 13. T, nesil transgenik bitkilerde crylAc geni i¢in yapilan PCR analizi. (M):1
kb plus DNA markorii (ThermoSceintific), (1-3): Marabel 35S promot6r hattinin Ty
transgenik bitkileri, (4-6): Marabel AoPR1 promotor hattinin Ty transgenik bitkileri,

(N): Negatif kontrol, (P): Pozitif kontrol.
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Sekil 4. 14. T, nesil transgenik bitkilerde bar geni igin yapilan PCR analizi. (M):1 kb
plus DNA markorii (ThermoSceintific), (1-3): Marabel 35S promotor hattinin Ty
transgenik bitkileri, (4-6): Marabel AoPR1 promotor hattinin Ty transgenik bitkileri,
(N): Negatif kontrol, (P): Pozitif kontrol.

4.4.2. ELISA ile protein ol¢iimii

TO bitkilerinde yapilan ELISA analizinin aymis1 T nesil igin tekrardan yapilarak aday
transgenik patates bitkilerinde crylAc geninin protein expresiyonu bir sonraki nesil de
basarili bir sekilde protein iiretip iiretmedigini belirlenmesi icin bitkilerden yaprak
diskleri alinmig, ardindan 6rnekler siv1 azotla pagalanmistir. Bu analizde Envirologix kit
for CrylAB/CrylAc (Kit lot: AP051) (enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA)
protokol yontemi kullanilmistir. Aday transgenik T; nesil bitkilerin ELISA analizi T
nesil bitkilere gore ¢cok az diizeyde cryl Ac protein ifade farklilig1 gézlenmsltir. Yapilan
Ty nesil aday transgenik bitkilerin ELISA sonucunda CrylAc protein ifadesinin en
yiiksek 35S1 transgenik hatt oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15. T, transgenik bitkilerinde crylAc protein ifade seviyeleri.

4.5. T1 nesil transgenik patates bitkilerinde yaprak biyoanalizi

Daha once yapilan caligmalar sonucunda, crylAc geninin Coleoptera ve Lepidoptera
bocek takimlari iizerinde oOldiirlicii etkisi oldugu belirlenmistir (Barton vd. 1987,
Valderrama 2017; Christov vd. 1999; Yiicer 2012; Zhou 2016). Bu ¢alisma kapsaminda,
patatese aktarilan crylAc geninin Coleoptera takimina bagli patates bocegine ve
Lepidoptera takimina bagli patates giivesi lizerine etkisini incelemek amaciyla yaprak

biyoanalizleri gerceklestirilmistir.

4.5.1. crylAc transgenik patates bitkilerinin Coleoptera takimi patates bocegine

etkileri

Bu tez c¢alismasinda aday transgenik patates bitkilerinde bocek oldiiriicii Bt toksit etki
potansiyellini belirlemek igin Nigde Omer Halisdemir Universitesi Tarim Bilimleri ve
Teknolojiler Fakiiltesi Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Boliimii entomoloji
laboratuvarinda yaprak biyoanalizi yapilmistir. Bu boliimde yaprak biyoanalizleri Ty
nesil transgenik bitkiler {izerinde gergeklesmistir. T; transgenik bitkilerin hedef
boceklere karst dayanikliligini testpit etmek igin tiim donem patates bocegi (L.

decemlineata Say.) larvalar1 ve erginleri iizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Bocekler ilk
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once tartilarak agirligi alinmistir. Analizden 6nce agirligi belli olan boceklerin analizden
sonra da tartilmasiyla sonuglara ulasilmistir. T; transgenik bitkilerin yapraklari ile
beslenen farkli gelisim donemlerindeki boceklerde Oliimler gozlenmistir (Sekil 4.16).
Calismada sonuglarin dogrulanmasi amaciyla kontrol Marabel ¢esidi lizerinde de analiz
gerceklestirilmis ve kontrol bitkiler {izerinde beslenen larvalarin hepsinin hayatta

kaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 4. 16. crylAc T; transgenik patates bitkilerinde patates bocegi kullanilarak yapilan
yaprak biyoanalizinden genel gériiniim
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Yaprak biyoanaliz sonuglarina gore, bitki yapraklartyla beslenmeye baslamasindan 24
saat ile 72 saat arasinda birinci donem larvalarin Oliim orant %100, ikinci donem
larvalarin 6lim oram1 % 65, liglincli donem larvalarin 6liim oran1 %22,5, dordiincii
donem larvalarinda ise % 8,3 6liim oran1 gozlenmistir (Sekil 4.17 ve Cizelge 4.2). Buna
karsin, transgenik patatesle beslenen ergin patates boceklerinde 72 saate kadar oliim
meydana gelmemistir. Fakat ergin boceklerin transgenik bitki yapraklarint az yedigi ve
24 saat sonra hareketsiz kaldiklar1  g6zlenmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, Onceki yapilan c¢alismalarda (Bakhsh, 2010; Khan vd., 2011;
Mogali vd., 2011; Hussain vd., 2014), oldugu gibi transgenik bitkilerde T-DNA
pozisyon etkisi ve kopya sayisma bagh olarak (Ozcan vd., 2004) bécek 6liimlerinde
onemli bir varyasyon yasanmistir. Bundan onceki ¢alismalarda birgok farkli bitkiye cry
genleri aktarilmasi sonucunda boceklere dayanikli transgenik bitkiler elde edilmistir.
Bugiin diinya iizerinde ticari olarak cry genlerini igeren soya, misir, pamuk ve diger
bitkiler gelistirilmis olup 88,7 milyon hektar alanda ekilmektedir. Bu ¢alismada crylAc
geninin patates bitkisine aktarilmasyla, transgenik patates hatlarinin Coleoptera
takimima ait olan patates bocegine karsi etki gosterdigi belirlenmistir. Baska bir
calismada ayn1 crylAc genini patates bitkisi Marfona ve Granola cesitlerine Adana
Cukuova Universitesi Ziraat Fakiiltesin’de gerceklestirilmesiyle Coleoptera takimi iizeri
patates bocegi lizerinde % 85 oranda 6liimii gozlenmistir (Yiicer 2012). Benzer sekilde,
celtik bitkisine aktarilan CrylAc/CrylAb genlerinin Coleoptera takimina ait Micraspis
discolor iizerinde etki gosterdigi belirlenmistir (Zhou 2016).
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Sekil 4. 17. Patates bocegi larvalarinin farkli instarlara gore 6liim oranlari
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Cizelge 4.2. Patates bocegi yaprak biyoanalizi tiim donem larva ve Ergin iizerindeki 6liim oranlar1

Birinci D6nem Patates Ugiincii D6nem Patates

Ikinci D6nem Patates Bocegi

Bitkiler Bocegi Bocegi
24 Saat 48Saat 72Saat 24 Saat 48 Saat 72Saat | 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 0.00b 0.00b 0.00b 0.00c 0.00c 0.00c 0.00b 0.00b 0.00b
1-35S 100.00a 100.00a 100.00a 40.00ab 40.00ab 50.00b 40.00a 65.00a 65.00a
2-35S 100.00a 100.00a 100.00a 20.00bc 60.00a 80.00ab 0.00b 20.00b 20.00b
3-35S 100.00a 100.00a 100.00a 60.00a 60.00a 100.0a 0.00b 20.00b 20.00b
1-APRO1 100.00a 100.00a 100.00a 10.00bc 10.00bc 50.00b 0.00b 10.00b 10.00b
2-APRO1 100.00a 100.00a 100.00a 0.00c 20.00bc 50.00b 0.00b 10.00b 10.00b
3-APRO1 100.00a 100.00a 100.00a 20.00ab | 30.00abc 60.00b 0.00b 10.00b 10.00b
Dordiincii Donem Patates . e
Bitkiler Bocegi Ergin Patates bocegi
24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
1-35S 20.00a 20.00a 20.00a 0.00b 0.00b 0.00b
2-35S 10.00ab 10.00ab 10.00ab 0.00b 0.00b 0.00b
3-35S 10.00ab 10.00ab 10.00ab 0.00b 0.00b 0.00b
1-APRO1 10.00ab 10.00ab 10.00ab 0.00b 0.00b 0.00b
2-APRO1 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
3-APRO1 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
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4.5.2. crylAc transgenik patates bitkilerinin Lepidoptera takimi Patates Giivesi
iizerine etkileri

Ty nesil transgenik bitkileri iizerinde patates giivesi kullanilarak yaprak biyoanaliz
denemesi yapilmistir. Denemede her transgenik patates iizerinde iki adet tiglincli donem
patates giivesi larvalart kullanilmistir. Yapilan biyoanaliz sonucu patates giivesi
larvalar lizerinde %75 oraninda 6liim meydana gelirken, kontrol bitkiler tizerinde higbir
olim meydana gelmemistir (Sekil 4.18 ve Cizelge 4.3). Daha once yapilan bir
caligmada, B. thuringiensis bakterisinden izole edilen Cry & endotoksin geni tiitiin
bitkisine A. tumefaciens araciligiyla aktarilmig ve bu transgenik tiitiin bitkileriyle
beslenen Lepidoptera takimina bagli olan M. sexta larvalarinin 4 giin igerisinde %100
oraninda 61digi rapor edilmistir (Barton vd. 1987). Lepidoptera takimi i¢in yapilan
baska bir ¢aligmada, crylAc geninin patates bitkisine aktarilmasi sonucunda patates
giivesine kars1 % 83,7- %100 oranda etki gosterdigi belirlenmistir (Valderrama 2017).
Valderrama (2017)’nin patates giivesinin 6lim orani degerleri ile bu ¢alismadan elde
edilen sonug bir birine yakin olmustur. Tiitiin bitkisine crylAc geninin aktarildigi baska
bir c¢alismada, transgenik tiitiin bitkileri ile beslenen Lepidopteralarda %80-100

oraninda 6liim gozlenmistir Christov vd. (1999).

Usiincil Donem Patates Gitvesi PTM larvalan
P -1 ..
: 2 'Y' o5.1% \

Sekil 4. 18. Patates giivesi tiglincli donem larvalari iizerinde yapilan yaprak biyoanalizi
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Cizelge 4.3. Patates giivesi li¢lincli donem larvalarinin 6liim oranlari

Ugilincii D6nem Patates Giivesi

Bitkiler

24 Saat | 48 Saat 72 Saat

Kontrol 0.00b 0.00b 0.00b
1-35S 0.00b 50.00b 100.00a
2-35S 0.00b 50.00b 100.00a
3-35S 0.00b 100.00a 100.00a

1-APRO1 0.00b 0.00b 50.00b

2-APRO1 0.00b 0.00b 50.00b

3-APRO1 0.00b 0.00b 50.00b
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BOLUM V

SONUCLAR

Patates, beslenme ve Tiirkiye ekonomisi i¢in stratejik bir role sahip bir gida
hammadesidir. Bunun yaninda, patates tariminda ¢esitli sorunlar bulunmakta ve
bunlardan birisi de patates iiretiminde 6nemli kayiplara neden olan bocek zararlilar1 ve
yabanci otlardir. Patates bitkisi hayat dongiisiiniin her asamasinda ve depolarda gesitli
bocek tiirlerinin saldirisina ugramakta ve zarar gérmektedir. Bu boceklere karsi ilag
kullanilmasima ragmen tarimi yapilan patateste yliksek kayiplar oldugu tahmin
edilmektedir. Yabanci otlarla kimyasal miicadelede uygulanan bazi herbisitler patatesin
bliylime gelismesi geriletmekte ve hatta patates bitkilerinin 6liimiine dahi neden

olabilmektedir.

Bu tez calismasinda Marabel patates ¢esidi kullanarak zararli boceklere ve herbisitlere
kars1 dayanikli yeni patates hatlarmin gelistirilmesi hedeflenmistir. Tez kapsaminda
yapilan ¢alismalar sonucunda:

e Kullanilan eksplant sayisina gore gen aktarim etkinligi % 0,6 olarak
gercekleserek, crylAc ve bar genlerini barindiran toplam 6 adet transgenik bitki
elde edilmistir. Bunlarin 3 tanesi 35S promotoru tasiyan ve diger 3 tanesi ise
A0PR1 poromoturunu barindiran transgenik bitkilerdir.

e Transgenik Ty nesil bitkilerde crylAc geninin mRNA ve protein seviyelerinde
ifade edildigi sirasiyla qRT-PCR analizi ve ELISA ile dogrulanmistir. Kontrol
ve Ty nesil transgenik bitkilere Glufosinat-amaonyum etken maddeli ticari bir
herbisit uygulanmis ve sonug itibatiyle transgenik bitkiler kullanilan herbisite
dayaniklilik gosterirken, transgenik olmayan kontrol bitkileri 3-5 giin iginde
Olmiistiir.

e Ty nesil transgenik bitkilerin yumrularindan biiyiitillen T; nesil transgenik
patates bitkilerinde crylAc ve bar genlerinin varhig PCR analizi ile
dogrulanmigtir. Ayrica, T; transgenik bitkilerin crylAc proteinini sentezledigi
ELISA ile ispatlanmistir.

e T; nesil transgenik bitkiler ile beslenen farkli donemdeki patates bdcegi
larvalarinin 72 saat icinde 6ldiigii gozlenmistir. Patates bocegi 6liim oranlari

larvanin gelisim donemine gore farklilik gostermistir. Bu transgenik bitki ile
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beslenen ergin patates boceklerinin 72 saat icerisinde Olmedigi, fakat
hareketlerinin yavasladigi veya uzun siire hareketsiz kaldig1 belirlenmistir.

T1 nesil transgenik bitkiler ile beslenen {igiincii donem patates giivesi
larvalariin %75°1 72 saat i¢inde 61diigl gézlenmistir

crylAc genini tasiyan transgenik patates hatlarinin hem Lepidoptera ve hem de
Coleoptera takimina etki gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, crylAc
genini tastyan transgenik bitkilerin Coleoptera takimina ait patates bocegine olan
etkisinin, Lepidoptera takimana bagli patates giivesine etkisinden daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Boceklere ve herbisitlere direngli olarak gelistirilen bu transgenik patates hatlari
ile gelecekte patates 1slah programinda yeni ¢alismalar yliriitiilecektir. Burada
gelistirilen transgenik hatlarin zararli boceklerle miicadelede tarimsal iiretim
girdilerini 6nemli diizeyde azaltma ve yabanci otlarla miicadeleyi kolaylastirma
potansiyeli bulunmaktadir. Sonug olarak, verimin artmasi ve ekonomik gelirin

yiikselmesi seklinde patates iireticilerine avantajlar saglayabilecektir.
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