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Herbisite Dayanıklılık Geni (CP4-EPSP Sentez) Içeren Transgenik Patates 
Hatlarının Geliştirilmesi

Production of Transgenic Potato Lines Expressing Herbicidal Gene (CP4-EPSP 
Synthase)

ÖZ

Amaç: Yabancı otlar diğer bitkilerde olduğu gibi patates bitkisinde de önemli kayıplara yol açmak-
tadır. Bu çalışmada herbisite dayanıklılık karakterinin Agrobacterium aracılığıyla iki farklı patatese 
aktarılması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot: Bu amaçla, genetik aktarımı için “Lady Olympia” ve “Desiree” patates (Solanum 
tuberasum L.) çeşitlerinin yaprak ve boğumarası doku parçaları eksplant olarak kullanılmıştır. Gen 
aktarımı yapmak için pCAMHE-EPSPS plazmidini içeren Agrobacterium tumefaciens bakterisinin 
LBA4404 izolatları kullanılmıştır. Gen aktarım amacıyla kullanılan pCAMHE-EPSPS plazmidinde 35S 
promotoru kontrolü altında CP4-EPSPS geni bulunmaktadır. Çalışmada, T-DNA bölgesinde bulunan 
gusA geninin varlığı aday transgenik bitkilerin erken dönemde tespit edilmesini kolaylaştırmıştır.
 
Bulgular: In vitro besi ortamında transgenik hücrelerin seçimi için 1.5 mM’lik Glifosat N-(fosfono-
metil) glisin en uygun konsantrasyon olarak bulunmuştur. Lady Olympia ve Desiree çeşitlerinde 
transformasyon etkinliği sırasıyla % 0,7 ve % 0,3 olarak hesaplanmıştır. Aday transgenik bitkilerde 
yapılan GUS histokimyasal analizi, PCR deneyleri, kantitatif gerçek zamanlı PCR ve yatay akışlı öl-
çüm çubuğu analizleri sonucunda CP4-EPSPS geninin transgenik patates hatlarında işlevsel olarak 
yer aldığı tespit edilmiştir. 

Sonuç: Yapılan glifosat herbisit uygulaması sonucunda da CP4-EPSPS geninin patatese karşı et-
kinliğini ortaya koymuştur. Geliştirilmiş transgenik patates hatları ıslah programında gen kaynağı 
olarak kullanılabilirler.

ABSTRACT

Objective: Weeds incur significant losses to crop plants including potatoes. The present research 
work was conducted to introduce herbicide reistance trait in two potato cultivars Lady Olympia 
and Desiree via Agrobacterium mediated genetic transformation. 

Material and Methods: For this purpose, Agrobacterium strain LBA4404 harboring pCAM-
HE-EPSPS binary vector was used to infect leaf and internodal explants of both cultivars. The plas-
mid contained CP4-EPSPS gene under the control of 35S promoter. The presence of gusA gene 
with in T-DNA region facilitated earlier screening of primary transformants.

Results: A concentration of 1,5 mM of Glyphosate N-(phosphonomethyl) glycine was found sui-
table for the selection of transformed cells in in vitro culture media. Overall transformation efficiacy 
was calculated as 0,7 and 0,3% in “Lady Olympia’’ and “Desiree’’ respectively. The primary transfor-
mants were screened for gene integration and expression using standard molecular techniques i.e. 
PCR, Real time, and Lateral flow dipstick assay. The efficacy of transgenic plants against roundup 
ready was evaluated by glyphosate application assays using recommended dose. 

Conclusion: The transgenic plants showed enhanced tolerance against glyphosate applications. 
The developed transgenic lines can be used as a germplasm in potato breeding programme.
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GİRİŞ
Patates (Solanum tuberosum L.) anavatanı Güney Amerika 

olan tek yıllık bir kültür bitkisidir. Dünyanın yaklaşık hemen 
her yerinde yetiştirilen patates ülkemiz tarım ve ekonomi 
açısından da önemli yere sahiptir. Yumrularında; nişasta 
halinde karbonhidrat, protein, vitaminler ve Fe gibi önemli 
besin maddelerini içeren patates, bu yönüyle insanlar 
tarafından doğrudan yemeklik olarak tüketildiği gibi, yüksek 
oranda nişasta içeren cips, konserve, alkol, nişasta, pudra, 
çocuk maması vb. yapımında hammadde olarak ve bir kısmı 
da  havyan yemi olarak kullanılmaktadır  (Arıoğlu, 2002). 2017 
yılında 4 800 000 ton üretimi yapılan patates 2016 yılında 4 
750 000 ton yapılan üretim ile göre bir önceki yıla göre % 1.1 
oranında artış göstermiştir. Niğde ilimizde 2016 yılında 237 
851 da alanda 892 8297 ton üretilen patatesin  Niğde için 
ortalama verimi 3.751 kg tespit edilerek Türkiye’deki patates 
üretiminin %19 unu gerçekleştirmiştir (TÜİK, 2017). 

Patates tarımında yüksek verimler elde edebilmek için 
hastalık, zararlı ve yabancı otlarla mücadele büyük önem 
taşımaktadır (Bilgili ve Kadıoğlu, 2003). Kültür bitkileri ile 
su,ışık, CO2,mineral maddeler bakımından rekabete girip 
zarara yol açarlar. (Güncan, 2006; Özer vd., 2001; Tepe, 1997). 
Kültür bitkilerinin yabancı otların etki ettiği rekabetten 
etkilenmesi ekimden yaklaşık 1-1.5 ay içerisinde olmaktadır. 
Yabancı otlarla mücadele yapılmayan patates tarlalarında ürün 
kaybı %43 oranında tespit edilmiştir (Banaras,1993). Yabancı 
otlar patates bitkisinde özellikle hasadı zorlaştırıp yumru 
büyüklüğü ile ve ağırlığının azalmasına neden olarak, birim 
alandan alınan verim miktarını önemli ölçüde azaltır (Zengin 
ve Güncan, 1993). Niğde merkezinde yapılan bir çalışmaya 
göre patates bitkisinde bulunan yabancı otlar genellikle melez 
horozibiği (Amaranthus hybridus L.), sirken (Chenopodium 
album L), kırmızı köklü tilkikuyruğu (Amaranthus retroflexus 
L.), siyah itüzümü (Solanum nigrum L.), kuş çobandeğneği 
(Polygonum aviculare L.) tarla sarmaşığı (C. arvensis L.), dağ 
minesi (Myosotis arvensis L.)’dir (Üstüner ve Güncan, 2003).

Yabancı ot mücadelesinde başlıca kullanılan yöntemler 
kültürel, fiziksel, biyojik ve kimyasal mücadelelerdir. Kimyasal 
mücadele yöntemi olarak kullanılan herbisitler diğer mücadele 
yöntemlerine göre daha kolay uygulanıp, mücadelesi zor olan 
yabancı otlara daha kolay etki gösterirler (Zoschke, 1994; 
Serim ve Özdemir, 2012; Bakhsh vd, 2015). 1970’li yıllardan 
itibaren herbisitlerin oldukça fazla kullanımı sonucunda üretim 
maliyetlerinde dengesiz artışlar, bilinçsiz ve yanlış kullanımı ile 
çevre kirliliği ve dayanıklılık problemleri gibi sorunlar ortaya 
çıkmıştır (Reed vd.,1989; Cotterman ve Saari, 1992; Doğan vd., 
2004).

Herbisitlere karşı dayanıklılık problemleri herbisitlerin 
kontrolsüz bir şekilde ve sürekli olarak uygulanması sonucunda 
meydana gelmektedir (Avcı, 2009). Genetik mühendisliği ve 
bu yönde yapılan çalışmalar sonucunda bitkilerin herbisitlere 
dayanıklılık kazandırmak konusunda 3 farklı strateji izlenim 
göstermektedir. Bunlar, herbisitin etkili olduğu enzimi bitkinin 
fazla üretmesi, herbisitin etkili olduğu enzimin yerine aynı 
görevi yapacak olan başka bir enzimin bitki bünyesine sentezi 
ve bitki gerekli olan kendi metabolizma faaliyetlerini arttırıp 
bünyesi içerinde bulunan herbisiti detoksifikasyon yapması 
sonucunda gerçekleştirmesidir. Bu stratejiler sonucunda 

herbisitlere dayanıklı transgenik bitkiler geliştirilmiştir (Moss 
ve Nayler, 2002). 

Bitkilerde gen transfer çalışmaları 1982-1983 yıllarında 
başlamış ve böylece genlerin etki ve mekanizmaları 
incelenmiştir (Arı, 2001). Bitkilerde günümüzde gen 
transformasyon çalışmalarında en yaygın olarak kullanılan 
bakteri Agrobacterium tumefaciens olup daha kolay ve 
ekonomik olması bu yöntemde başarısı şansını arttırmıştır 
(Özcan ve Özgen, 1996). 

Bugüne kadar herbisitlere dayanıklı bitkilerin geliştirilip 
elde edilmesinde en çok kullanılan yöntem, Agrobacterium 
tumefaciens’ten aktarılan EPSPS enziminin üretiminden 
sorumlu, total seçici olmayan bir herbisit olan glifosat  
herbisitinin bitkide EPSPS (5-enolpiruvilşikimat-3-fosfatsentez) 
enzim sentezini etkileyerek ve böylece  bitkinin amino asit 
sentezin engellemesine engel olan bir gen aktarmakla 
mümkün olmaktadır (Padgette et al. 1995). Fenilalanin, tirosin 
ve triptofan gibi aromatik aminoasitlerinin üretiminden 
sorumlu olan EPSPS biyokimyasal zorunlu olan bir enzim olup; 
bunun durdurulması bitkide protein sentezinin engellenip, 
büyüme ve gelişmenin yavaşlayıp ölümüne neden olmaktadır. 
Agrobacterium tumefaciens CP4 ırkından izole edilmiş olan 
EPSPS geni CP4-EPSPS olarak isimlendirilmiştir. Şikimat-3-
fosfat ve fosfoenolpiruvat (PEP) arasındaki reaksiyonu katalize 
eden EPSPS enzimi glifosatın bitkideki tek hedef enzimidir 
(Duke ve Powles, 2008).

MATERYAL ve YÖNTEM

Materyal
Transformasyon çalışmasında bitki materyali olarak Lady 

Olympia ve Desiree adlı iki patates çeşidi kullanılmıştır Çalışma 
için yaprak ve boğumaraları eksplant olarak kullanılmıştır. 
Gen aktarım vektörü olarak, CP4 enopiruvilşikimat-3-fosfat 
sentaz geninin mutant versiyonunu içeren pCAMHE-EPSPS 
bitki ifade vektörü kullanılmıştır. pCAMHE-EPSPS bitki ifade 
vektörü GUS-INT genini de içermektedir. pCAMHE-EPSPS 
bitki ifade vektöründeki T-DNA bölgesi 35S promotör ve nos 
terminatör tarafından yönetilmektedir (Şekil-1). Gen aktarımı 
için Agrobacterium tumEfaciens’in LBA4404 suju kullanılmıştır. 

Yöntem
Patates çeşitleri genetik transformasyonu çalışması için 

optimum glifosat dozu belirlenmesi için Lady Olympia ve 
Desiree çeşitleri kullanılmıştır. Bu çeşitlerin yaprak ve boğum 
arası eksplantları, farklı konsantrasyonlarda (0 mM, 0,5 
mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat 
içeren MS besi ortamında 2 hafta süreyle standart büyütme 
koşullarında kültüre alınmıştır. Glifosat konsantrasyonu 1 mM 
üzerinde olan MS besi ortamında ekplantlarda kararma ve 
nekrosiz gözlenirken; glifosat konsantrasyonu 1,5 mM olan 
MS besi ortamında 2 hafta büyüme sonrasında ekplantlarda 
kısmi ölümlerin meydana geldiği gözlemlenmiştir.Daha 
sonra yapılan uygulamalar sonrası patates çeşitlerinin 
transformasyonu için en uygun glifosat konsantrasyonunun 
1,5 mM olduğu bulunmuştur.

Sümer ve ark.
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Çalışmada kullanılan pCAMHE-EPSPS  plazmid vektörlerini 
içeren A. tumefaciens LBA4404 hattı, 50 mg/l rifampisin 
ve 50 mg/l kanamisin içreren 10 ml LB sıvı besin ortamı 
içerisinde 28°C’de, 200 rpm’de çalkalanarak bir gece boyunca 
büyütülmüştür. Bitkilerden uygun büyüklükteki yapraklar ve 
boğumarası steril kabin içerisinde kesilmiş ve üzerine 2 ml 
CP4-EPSPS genini içeren  A. tumefaciens LBA4404 hattına ait 
sıvı bakteri süspansiyon eklenerek 45 dk süreyle ara ara hafif 
çalkalanarak inokülasyon yapılıp bekletilmiştir. Bekletilip 
inoküle edilen eksplantlar daha sonra katı MS besi ortamı (% 
3 sakkaroz ve ve % 0,8’lik agar ile katılaştırılan MS mineral tuz) 
içeren ko-kültivasyon ortamına aktarılarak 3 gün boyunca 25 
°C ± 2 °C arasında sıcaklık, 16 saatlik ışık kapasiteli ve 8 saat 
karanlık bir fotoperiyot ve 47 μmol/m2/s ışık yoğunluğuna 
sahip olan büyütme kabininde ko-kültivasyon ortamında 
tutulmuştur. 3 gün sonra eksplantların steril kabin içerisinde 
steril saf su ve 1000 mg/l  sulcid antibiyotiği kullanılarak 15 
dk yıkama işlemi yapılmış ve steril kağıt üzerinde kuruması 
sağlanmıştır. Bu yıkama işlemi ise ko-kültivasyonda tutulan ve  
eksplantlarda bulunan bakterilerin ortamdan uzaklaştırmak 
için yapılmıştır. Daha sornra eksplantlar rejene seleksiyon 
ortamına [2 mg/l BAP, 0.2 mg/l NAA, 2 mg/l trans zeatin ve 0,1 
mg/l GA3, 1.5 mM PMG] 3 tekerürlü olacak şekilde aktarılmıştır. 
Büyütme kabininde tutulmuştur. 

Transformasyon çalışmasında pCAMHE-EPSPS plazmidinin 
T-DNA bölgesi GUS içermektedir. Aday transgenik bitkilerden 
yaprak diskleri alınıp GUS seleksiyonu kullanılarak analiz 
yapılmıştır. Ve böylece aday transgenik bitkilerin kontrol 
tespiti nispeten kolay olmaktadır. GUS analizi Jefferson (1987)’ 
in tarif ettiği şekilde yapılmıştır. Analiz için bitki dokuları 
X-GLUC (100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, % 0.1 
Triton X-100 ve 1 mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide) 
içeren solüsyonda yaprak diskleri solüsyon içine batırılıp 
daldırılarak tüplere yerleştirilip, 37°C’de  12 saat inkübe edilmiş 
ve meydana gelen mavi renk değişimi gözlemlenmiş olup 
çözeltinin ortamdan uzaklaştırılması için tüplere %70 lik etanol 
eklenmiştir. Daha sonra mikroskopta gözlenen eksplantların 
görüntüsü alınmıştır.

Gelişen transgenik aday sürgünleri daha sonra 2 mg/l BAP, 
0.2 mg/l NAA, 2 mg/l trans zeatin ve 0,1 mg/l GA3 ve 1000 
mg/l sulcid içeren  MS besin ortamında magenta kutularına 
aktarılarak 25 °C ± 2 °C arasında sıcaklık, 16 saatlik ışık kapasiteli  
ve 8 saat karanlık bir fotoperiyot ve 47 μmol/m2/s ışık 
yoğunluğuna sahip olan büyütme kabininde köklendirilmiştir.

Transformasyon sonucu köklenen bitkiler yaklaşık 10-15 
cm boya geldiğinde köklerin zedelenmemesi için büyüme 

ortamlarından dikkatlice çıkarılmıştır. Çeşme suyu ile iyice 
yıkanıp temizlendikten sonra 1:1:1 oranında torf ve perlitle 
hazırlanan karışıma aktarılmıştır. Toprağa aktarılan bitkiler 
zamanla sık sık kontrol edilmiş ve sera şartlarına adaptasyonları 
sağlanmıştır.

Aday transgenik bitkilerin belirlenmesi için genomik DNA 
izolasyonu yapılmıştır. DNA izolasyonu için DNeasy Plant 
Mini Kit (Qaigen, Cat No. 69106) ticari kiti kullanılmıştır. DNA 
miktarları spektrofometre (BioSpec-SHIMADZU) yöntemi ile 
ölçülmüş ve örnekler -20°C’de saklanmıştır.

Patates bitkisinden izole edilen DNA örnekleri CP4-EPSPS 
genlerinin varlığı kanıtlanması için PCR analizleri ile test edilip 
belirlenmiştir. Kullanılacak olan primerler hazırlanmış ve 
reaksiyon karışımı için  gen spesifik primerler kullanılmıştır. 
Reaksiyon karışımı, 1X PCR Buffer (50 mM KCl, 1.5mM MgCl2 ve 
10mM Tris-HCl)- (7.5 μl mix Mm Buffer μl), 0.5 μl ileri primer (50 
pmol/ul), 0.5 μl geri primer (50 pmol/ul), 1 μl genomik DNA (50 
ng/ul) ve 10.5 μl ddH2O ile 1 U Taq DNA polimeraz kullanılarak 
20 μl toplam hacimde olacak şekilde hazırlanmış ve 0.2 ml’lik 
santrifüj tüplerine aktarılmıştır. PCR ve qRT-PCR çalışmalarında 
patates bitkisinin Desiree ve Lady Olympia hatlarına ait aday 
transgenik bitkilerin teyit edilmesi için CP4-EPSPS, GUS ve 
ChvA geninin primer baz dizileri, bağlanma sıcaklıkları ve ürün 
boyutu belirlemiştir (Tablo-1). 

Şekil 1. pCAMHE-EPSPS vektörünün T-DNA bölgesinin şematik gösterimi
Figure 1.Schematic representation of T-DNA region of pCAMHE-EPSPS vector

Tablo 1. PCR ve qRT-PCR çalışmalarında patates bitkisinin Desiree ve Lady Ol-
ympia hatlarına ait aday transgenik bitkilerin teyit edilmesi için CP4-EPSPS, 
GUS ve ChvA geninin primer baz dizileri, bağlanma sıcaklıkları ve ürün boyutu

Table 1. The sequence, product size and annealing temperature of primers used 
for CP4-EPSPS, GUS and ChvA genes in putative transgenic plants of Desiree and 
Lady Olympia in PCR and qRT-PCR assays

Herbisite Dayaniklılık Geni (CP4-EPSP Sentez) Içeren Transgenik Patates Hatlarının Geliştirilmesi
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Tespit edilen PCR sonuçları, jel elektroforez yöntemi ile teyit 
edilmiştir. Gerçek zamanlı kantitatif PCR (qRT–PCR) çalışması 
için (AMRESCO RiboZol™ RNA Extraction Reagent) kitine 
göre RNA izolasyonu yapılmıştır. Elde edilen RNA’ dan cDNA 
oluşturulmuş ve cDNA sentezi, Fermentas cDNA synthesis kiti 
kullanılarak yapılmıştır. Toplam miRNA’lardan cDNA sentezi 
için reaksiyon karışımı hazırlanmıştır. Karışım için ilk olarak 1 μg 
toplam RNA (DNaz uygulanmış), 1 μl oligo dT primer (1000 μM) 
ve 12 μl’ye tamamlayacak hacimde DEPC suyu uygulanmıştır. 
Daha sonra bu karışım, 70 ºC’de 5 dk inkübe edilmiş ve 1-2 
dk  buz üzerine alınarak soğutulmuştur. Soğutulan karışım 
üzerine 4μl 5× reaksiyon buffer, 1μl ribonukleaz inhibitör (20U/
μl) ve 2μl dNTP karışımı (10mM) eklenmiştir. Ve arkasından 
37ºC’de 5 dk inkübe edilmiştir. Karışıma 1μl H minus M-MuLV 
ters transkriptaz (200U/μl) eklenmiş ve karışım 42 ºC’de 
60 dk inkubasyon yapılarak böylece  cDNA sentez işlemi 
gerçekleşmiştir. Reaksiyonun son aşamasında ise karışım 
70ºC’de 10 dk bekletilmiş ve cDNA örnekleri gerçek zamanlı 
kantitatif PCR analizi için 1:10 seviyesinde seyreltilmiştir. 
Aday transgenik bitkilerde CP4-EPSPS geninin ifade düzeyini 
belirlemek gerçek-zamanlı kantitatif PCR (qRT-PCR) analizi 
yapılmıştır. Aday transgenik bitkiler için qRT-PCR çalışması 
2 teknik tekrarlamalı olarak yürütülmüş ve analizden sonra 
sadece tek bir PCR ürünü oluşup oluşmadığını kontrol etmek 
için erime eğrisi analizi yapılmıştır. Sıcaklık döngüsü 95°C’de 15 
dk inkübasyon, ardından 40 döngü olacak şekilde, 95 °C’de 10 
sn, 55 °C’de 15 sn, 72 °C’de 20 sn inkübasyon yapılmıştır. Erime 
eğrisi analizi için PCR örnekleri 70 °C’den 99 °C’ye kadar 1 °C/
dk olacak şekilde inkübe edilmiştir. qRT-PCR analizi çalışmaları 
Rotor-Gene Q cihazı (Qiagen) kullanılarak yapılmıştır. Cihazın 
kendi otomatik yazılımı sayesinde her bir örneğin Ct değeri 
ile birlikte bunlara ait standart sapma ve standart hata 
değerleri belirlenmiştir. Her bir aday transgenik bitkideki CP4-
EPSPS geninin kontrol bitkideki (transgenik olmayan) CP4-
EPSPS genine göre oransal ifade düzeyi 2-ΔΔCt hesaplama 
yöntemine göre belirlenmiştir.

Yatay akışlı ölçüm çubuğu analizi ise, aday transgenik 
patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde  protein seviyesi 
oranının belirlenmesi için yaprak disklerinden örnekler alınmış 
QuickStix™ Kit for Roundup Ready Plant Tissue (Envirologix 
AS010 LS) kiti kullanılarak protein analizi yapılmıştır. 

Serada büyütülen aday transgenik bitkilerden CP4-EPSPS 
geninin glifosata dayanıklılığını belirlemek için bitkileri her 
birine glifosat herbisiti uygulanmıştır. Glifosat uygulaması 
için glifosat etken maddesi içeren (441 g/l) ticari Roundup 
STAR (Monsanto) yabancı ot ilacı oan herbisit kullanılmıştır. 
Kullanılan herbisitin konsantrasyonu firmanın etikette 
belirttiği gibi uygulanmıştır.

Bu çalışma 2016 ve 2017 yılları içerisinde Niğde 
Ömerhalisdemir Universitesi Ayhan Şahenk Tarım Bilimleri ve 
Teknolojileri Fakültesi Tarımsal Genetik Mühendisliği Bölümü 
çalışma sahalarında ,genetik transformasyon ve doku kültürü 
laboratuvarlarında yapılmıştır.

ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA
Çalışmada bakteri materyali olan -80°C’ de bekletilen A. 

tumefaciens LBA4404 hatları gliserol stoklardan alınmış ve 
çoğaltılarak LB besin ortamına eklenmiştir. Besin ortamında 

koloni oluşumu gözlemlenmiş ve oluşan kolonilerden koloni 
PCR yapılmıştır. Kalıp DNA olarak bir miktar koloni, 0,5 μM IF ileri 
primer, 0,5 μM IF geri primer, 100 μM dNTP, 1× PCR tamponu 
(50 mM KCl, 1.5mM MgCl2 ve 10mM Tris-HCl) ve 1 U Taq DNA 
polimeraz içeren toplam 20 μl hacimli karışım hazırlanmıştır. 
Karışım 94 °C’de 4 dk ön ısıtmaya maruz bırakıldıktan sonra, 35 
döngü olacak şekilde 94 °C’de 40 sn, 55 °C’de 40 sn ve 72 °C’de 
1 dk inkübe edilmiştir. Çoğaltılan PCR ürünü %1 agaroz jelde 
koşturulmuş ve UV-ışığı altında görüntülenmiştir. Daha sonra 
pozitif olarak belirlenen koloniler seçilerek 50 μg/ml Kanamisin 
ve 50 μg/ml Rifampisin içeren sıvı LB besi ortamına inoküle 
edilmiş ve 28 °C’de, 200 rpm devirde shakerda çalkalanarak  
bir gece boyunca büyütülmüştür. Büyütülen bu bakteriler gen 
aktarımında kullanılmıştır. 

Patates çeşitleri genetik transformasyonu çalışması 
için optimum glifosat dozu belirlenmiştir. Lady Olympia 
ve Desiree çeşitlerin yaprak ve boğum arası eksplantları, 
farklı konsantrasyonlarda (0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 
mM, 2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat içeren MS besi 
ortamında 2 hafta süreyle standart büyütme koşullarında 
kültüre alınmıştır. Glifosat konsantrasyonu 1 mM üzerinde 
olan MS besi ortamında ekplantlarda kararma ve nekrosiz 
gözlenmiştir. Yapılan uygulamalar sonrası patates çeşitlerinin 
transformasyonu için en uygun glifosat konsantrasyonunun 
1,5 mM olduğu bulunmuştur (Şekil-2).

Şekil 2.  Lady Olympia ve Desiree çeşitlerinde yaprak ve boğumarası 
eksplantları   kullanılarak farklı konsantrasyonlarda Glifosat N-(fosfo-
nometil) glisin ile optimize edilmesi

Figure 2. The optimization of concentration of N-phosphonomethyl 
glycine ( active gradient of Glyphosate) as plant seletable marker using 
leaf and internodal explants of Lady Olympia and Desiree cultivars

Transformasyon çalışmasında kullanılan Desiree ve Lady 
Olympia çeşitlerinden yaprak diskleri ve bitki boğumaraları 
alınarak transformasyon işlemi yapılmıştır. Transformasyon 
çalışmasının ardından bitkiler büyütme kabinlerinde bekletilmiş 
böylece aktarılan genin bitki hücrelerinin k romozomlara 
bağlanmasıyla kallus oluşturduğu gözlemlenmiştir. Kallus 
oluşturan eksplantlardan 20-30 gün sonra sürgün oluşumu 
tespit edilip büyüyen transgenik adayı sürgünlerin sayımı 
yapılmıştır. Kallus oluşturmayan bitki hücrelerinde ise 1 
hafta sonra kararma gözlemlenmiş ve karamanın devamı 
gerekçesiyle kallus oluşturamadığı tespit edilmiştir (Şekil-3).  
Kallus oluşturup sürgünlenen transgenik adayı bitkiler BAP (2 
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Şekil 3. Patates çeşitlerinde bazı genetik transfomasn aşamaları. Her 
iki ekplantın  Agrobacterium ile inokulasyonu (a), seçici jenerasyon 
ortamında her iki eksplanttan kallus oluşumları (b) (c) (d) (e), aday 
transgenik sürgün oluşturan kallus (f )

Figure 3. The different steps of Agrobacterium mediated potato trans-
formation. Inoculation with Agrobacterium suspension (a), Callus indu-
ction from both explants (b, c, d, e), regeneration of putative transgenic 
shoots from resistant callus (f )

Şekil 4. Yaprak ve boğumaralarından oluşan kesilmiş eksplantların 
histokimyasal GUS analizi. Mavi renkli olan bitki kesitleri aday trans-
genik bitkiyi ifade ederken; mavi renkli olmayanlar kesintler ise trans-
genik adayı olmayan bitkileri göstermektedir.

Figure 4. The GUS histochemical analysis of leaf and internodal exp-
lants along with non transgenic controls. 

Tablo 2. Desiree ve Lady Olympia çeşitlerinin kullanılan yaprak 
eksplantlarının kallus ve sürgün verileri

Table 2.The callus induction (%)and and shoot regeneration response of 
Desiree and Lady Olympia using lead discs as explant

Tablo 3. Desiree ve Lady Olympia çeşitlerinin kullanılan boğumarası 
eksplantlarının kallus ve sürgün verileri

Table 3.The callus induction (%) and and shoot regeneration response 
of Desiree and Lady Olympia using internodes as explant

mg/l), NAA (0.2 mg/l), GA3 (0.1 mg/l), Trans-zeatin (2 mg/l) ve 
1.5 mM içeren MS ortamlarında büyütülüp köklendirilmiştir. 
10-15 cm boyunda köklenen sürgünler toprağa aktarılarak 
sera ortamında büyütülerek gelişmeleri takip edilmiştir. 
Transformasyon çalışmasında patates çeşitlerinden kesilen 
hem yaprak hem de boğumarası eksplantları, eksplant başına 
sürgün sayısı bakımından iyi sonuçlar ortaya koymuşlardır 
(Tablo-2, Tablo-3). Transformasyon etkinliğinin diğer kayıpları 
olarak serada transgenik bitkiler iyi büyürken herhangi bir 
olumsuz değişim gözlemlenmemiştir. Fakat, kanamisin 
kullanımının transgenik patates bitkilerinin rejenerasyonu 
için iyi bir seçim sistemi oluşturduğuna karar verilmiş olsa 
da (Sohail vd., 2012; Bakhsh vd. 2014), çalışmada gen kaçış 
olduğu fark edilmiştir. Yine benzer şekilde Horsch vd., (1985); 
McCormick vd. (1986) yaptıkları bir çalışmada kanamisinden 
kaynaklanan bir gen kaçışı olduğunu tespit etmişlerdir. 
Zhang vd., (2001) yaptıkları bir çalışmada ise eksplantların 
embriyojenik olmayan kallus, embriyojenik kallus ve somatik 
embriyoların kanamisine karşı duyarlılıkları farklı olarak 
gözlemlemişlerdir. T-DNA’ nın istikrarsızlığı, genetik alanında 
yapılan yeni düzenlemeler de kaçışların muhtemel nedenleri 
olabilir (McHugen ve Jordan, 1989).

pCAMHE-EPSPS plazmidinin T-DNA bölgesinde GUS 
geninin bulunması nedeniyle,transgenik bitkilerin erken 
dönemde belirlenmesi daha kolay olmaktadır. Böylece bu 
çalışmada transgeniklerin taranması için histokimyasal GUS 
analizi uygulanmıştır. GUS geninin aktarıldığının göstergesi 
ise transgenik bitki dokularının mavi renge boyanmasıdır. 
İşlevsel olan uidA geni, GUS substratı olan X-Gluc ile muamele 
edildiğinde mavi renk oluşturmaktadır (Basu vd., 2004). Mavi 
renkli olan bitki kesitleri aday transgenik bitkiyi ifade ederken; 
mavi renkli olmayanlar kesintler ise transgenik adayı olmayan 
bitkileri göstermektedir (Şekil-4).

Herbisite Dayaniklılık Geni (CP4-EPSP Sentez) Içeren Transgenik Patates Hatlarının Geliştirilmesi
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Agrobacterium’un konak bitkiyi enfekte edebilmesi ChvA 
genleri ile birlikte Vir genlerinin aktive edilmesine bağlıdır. 
ChvA, bakterinin konak hücreye tutunmasından sorumlu 
olan bir gendir (Nester, 2015). Bu nedenle, transgenik 
bitkilerde Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadığı 
ChvA ve Vir genlerine özgü primerler kullanılarak PCR analizi 
ile doğrulanmıştır. Elde edilen jel ile transgenik bitkilerde 
Agrobacterium kontaminesi görülmemiştir (Şekil-7).

Daha önce yapılmış olan GUS ve PCR molekül analizlerine 
göre pozitif olarak belirlenen bitkilerden qRT-PCR analizi 
yapılmıştır. Gerçek zamanlı kantitatif PCR (qRT-PCR), 
genlerin hücrelerde ifade edilip edilmediğini belirlemek için 
günümüzde hassas ve standart bir moleküler teknik olarak 
kullanılmaktadır. (Maqbool vd 2010; Rao vd., 2011; Anayol vd., 
2016). Sonuçlara göre CP4-EPSPS geninin transgenik patates 
hatlarında işlevsel var olduğu tespit edilmiştir (Şekil-8). Ancak 

Serada yetiştirilen transgenik aday bitkilere aktarılan CP4-
EPSPS geninin varlığını tespit etmek amacıyla çeşitli moleküler 
analizler yapılmıştır. Aday transgenik bitkilerde yapılan PCR 
analizi sonucunda CP4-EPSPS, GUS genlerinin bitkilerde 
varlığı tespit edilmiştir. Transgenik bitkilerde var olan genler 
çoğaltılmış ve PCR analizi sonucunda negatif kontrolde 
herhangi bir çoğalma olmadığı gözlemlenmiştir (Şekil-5 
ve 6). PCR sonuçlarına dayanarak transformasyon etkinliği 
belirtilmiştir (Tablo-4). PCR analizine göre transformasyon 
verimliliği Lady Olympia patates çeşidinde %28 iken ; 
Desiree çeşidinde ise % 12 olarak belirlenmiştir. Pozitif olarak 
belirlenen eksplanta göre ise tansformasyon etkinliği Lady 
Olympia patates çeşidinde % 0.7 iken ; Desiree çeşidinde ise 
% 0.3 olarak belirlenmiştir. Transformasyon etkinliği, rejenere 
seleksiyon ortamında hayatta kalan toplam bitki sayısı veya 
rejenere olan transformant bitkilerin GUS analiz sonuçlarına 
veya seraya aktarılan toplam bitkilerin içinden PCR pozitif 
olanların sayısına göre hesaplanabilmektedir. Önceki bilimsel 
raporlara dayanarak, farklı bitkilerdeki genetik transformasyon 
etkinliği farklı yöntemlerle hesaplanabilmektedir (Bakhsh vd., 
2012; Sahoo vd., 2011).

Şekil 5. Lady Olympia ve Desiree aday transgeniklerde GUS PCR ana-
lizi (M):1 kb DNA marker,  (L): Lady Olympia hattının aday transgenik 
bitkileri, (D): Desiree hattının aday transgenik bitkileri, (PK): Pozitif 
kontrol, (NK): Negatif kontrol (M): 1 kb plus DNA markörü, Fermentas

Tablo 4. Desiree ve Lady Olympia çeşitlerinin PCR analizine göre 
transformasyon etkinliği 

Table 4. Transformation efficiency in Desiree and Lady Olypmpia by PCR 
assay

Figure 5. PCR analysis to detect GUS gene in putative transgenic plants 
of Lady Olympia and Desiree (M) 1 kb DNA Marker, (L) Lady Olympia 
putative transgenic plants, (D) Desiree putative transgenic plants, (PK): 
Positive control, (NK): Negative control

Şekil 7. Lady Olympia ve Desiree transgenikler bitkilerde ChvA geni 
için PCR sonuçları      (M):1 kb plus DNA markörü,  (NK): Negatif kont-
rol, (P): Pozitif kontrol, Agrobacterium LBA4404 kolonisi, (L): Lady Ol-
ympia, (D): Desiree bitkisi

Figure 7. PCR assays with ChvA gene in transgenic plants of Lady Oly-
mpia and Desiree (M) 1 kb plus DNA marker, (NK) Negative control, (P) 
Positive control, Agrobacterium LBA4404 colony, (L) Lady Olympia, (D), 
Desiree plants

Şekil 6.  Lady Olympia ve Desiree aday transgeniklerde CP4-EPSPS 
PCR analizi (M):1 kb DNA marker,  (L): Lady Olympia hattının aday 
transgenik bitkileri, (D): Desiree hattının aday transgenik bitkileri, 
(PK): Pozitif kontrol,  (NK): Negatif kontrol (M): 1 kb plus DNA markör, 
Fermentas

Figure 6. PCR analysis to detect GCP4-EPSPS gene in putative transgenic 
plants of Lady Olympia and Desiree (M) 1 kb DNA Marker Thermoscien-
tific, (L) Lady Olympia putative transgenic plants, (D) Desiree putative 
transgenic plants, (PK): Positive control, (NK): Negative control
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Şekil 8. qRT-PCR analizi ile CP4-EPSPS geninin transgenik bitkilerde 
kontrol bitkilere oranla kat değişimleri.Verilerin normalizasyonun için 
ef1α geni kullanılmıştır. D: Desiree, LO: Lady Olympia.

Figure 8.  The relative fold expression of CP4-EPSPS transcripts in pri-
mary transformants using qRT-PCR. EF1α gene was used as internal 
control to normalize data. D: Desiree, LO: Lady Olypmpia

Şekil 9. CP4-EPSPS geni bulunduran transgenik bitkilerde yapılan ya-
tay akışlı ölçüm çubuğu analizi. (İşaretli kısımlar pozitif test çizigisini 
göstermektedir)

Figure 9. CP4-EPSPS positive plants subjected to lateral flow dipstick 
assay was performed to detect EPSPS expression in transgenic plants. 

Şekil 11. Lady Olympia ve Desiree transgenik yumrulardan yapılan 
CP4-EPSPS PCR analizi (M):1 kb DNA marker, (L): Lady Olympia hat-
tının aday transgenik bitkileri, (D): Desiree hattının aday transgenik 
bitkileri, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol (M): 1 kb plus DNA 
markör, Fermentas

Figure 11. PCR assay to detect CP4-EPSPS gene in transgenic plants of 
Lady Olympia and Desiree obtained from first tuber generation (M) 1 kb 
DNA marker Thermoscientific, (L): Lady Olympia transgenic plants, (D): 
Desiree transgenic plants, (PK): Positive control, (NK): Negative control

Şekil 10. Lady Olympia ve Desiree çeşidinde glifosat uygulamasıy-
la serada bitkilerden görünüm (herbisit uygulaması ile 5 gün sonra 
kontrol ve transgenik bitkilerin tipik belirtileri)

Figure 10. The Glyphosate applications assays on Lady Plympia and 
Desiree transgenic plants in green house conditions (The transgenic as 
well as control plants started showing effect of Glyphosate applications 
after 5th days)

aktarılan gen çeşitli transgenik bitkilerde farklı olarak ifade 
edilebilir. Böylece bitkiye aktarılan genin bitki genomunda 
yerleştiği yere, aktarılan genin nükleotit dizisindeki herhangi 
bir değişikliğe, aktarılan genin kopya sayısıa bağlı olarak gen 
ifade düzeyleri değişiklik gösterebilmektedir (Rao, 2005).

Transgenik patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde protein 
seviyesi oranının belirlenmesi için yatay akışlı ölçüm çubuğu 
analizi yapılmıştır. Yapılan analize göre transgenik bitkilerde 
pozitif test çizgisi görülürken transgenik olmayan negatif olan 

konrol bitkilerde ise bu çizgi görülmemiştir (Şekil-9). Bu analiz 
transgenik bitkilerin sera koşullarında çabuk ve hızlı tespiti 
için kullanılmaktadır. Bununla birlikte, bu analizin saptama 
hassasiyeti, ELISA tabanlı analizler kadar etkili değildir 
(Posthuma-Trumpie vd, 2009).

Serada büyütülen aday transgenik bitkilerden CP4-
EPSPS geninin glifosata dayanıklılığını belirlemek için 
bitkileri herbirine glifosat herbisiti uygulanmıştır.. Herbisit 
uygulandıktan 5 gün sonra sonra transgenik bitkilerde kloroz 
ve yaprak zayıflanmaları görülmüş olsa bile glifosata karşı 
dayanıklı olduğu , negatif konrol ile transgenik olmayan 

bitkilerin öldüğü görülmüş, transgenik bitkilerde ise 
yaprakların yeşil kaldığı gözlemlenmiştir (Şekil-10).

Yapılan moleküler analizlerle olumlu sonuç edilen pozitif 
T0 patetes çeşitleri serada iyi bir şekilde büyütülmüş ve  çıkış 
gücü yüksek olduğu tespit edilmiştir. Daha sonra  trangenik 
T0 patetes çeşitlerinde  yumru hasadı yapılmıştır. PCR analizi 
için serada hasat edilen yumrulardan DNeasy Plant Mini Kit 
(Qaigen, Cat No. 69106) ticari kiti kullanılarak DNA izolasyonu 
yapılmıştır. Hasat edilen yumrulardan CP4-EPSPS geninin 
genoma yerleşip yerleşmediği PCR analizi ile belirlenmiştir 
(Şekil-11).

Herbisite Dayaniklılık Geni (CP4-EPSP Sentez) Içeren Transgenik Patates Hatlarının Geliştirilmesi
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SONUÇ
Genellikle yabancı otlar patates bitkisinde büyüme 

ve gelişme zamanında zarar oluşturmaktadır. (Bhan vd., 
1970). Herbisitlerin etki mekanizmaları zarara neden olan 
yabancı otların gösterdiği tepkiye ve ekolojik faktörlere göre 
değişebilmektedir (Medd vd., 2001). Yabancı otların seçici 
herbisitlere karşı dirençlerinin artması, özellikle gelişmekte olan 
ülkelerde tarımsal işletme alanlarının genişlemesi, buna karşın 
tarım işçilerinin sayısının azalmasına bağlı olarak glifosata 
dirençli bitkilerin üretilmesi, yabancı ot mücadelesinin daha 
kolay, daha başarılı ve daha ucuza yapılabilmesini sağlamıştır.

Yapılan çalışmanın amacı tarımsal girdileri azaltmak ve 
daha iyi bir yabancı ot mücadelesi yapılaması gereği ile 
genetik transformasyon çalışması kullanılarak CP4-EPSPS 
genine sahip, glifosat tipi herbisitlere dayanıklı patates 
hatalarının geliştirilmesidir. Çalışma kapsamında yaprak ve 
boğum arası eksplantlar kullanılarak, Lady Olympia ve Desiree 
patates çeşitlerine Agrobacterium tumefaciens yöntemi ile 
gen aktarımı yapılmıştır. Böylece glifosat herbisitine dirençli 
yeni transgenik patates hatları geliştirilmiştir.

 Çalışmada herbisitlere dayanıklı olarak gelişirilen 
transgenik patates çeşitleri tarımsal ıslah programlarında 
başka yeni çalışmalar olarak yürütülüp  mükemmel bir gen 
kaynağı olarak kullanılabilirler. Herbisite dayanıklı kültür 
bitkilerinin tarımının yapılmasıyla, total herbisitler kullanılarak 
tek bir seferde, hızlı ve kolay bir biçimde yabancı ot mücadelesi 
yapılabilmektedir. Böylece, tarımsal uygulamalarda daha az 
herbisit uygulaması yapılmakta ve traktör kullanımı azaltılarak 
yakıt tüketimi düşürülmektedir. Böylece bu teknoloji 
kullanılarak yabancı ot mücadelesi ile verim arttırılarak kaliteli 
üretim sağlanabilmektedir. Sonuç itibariyle verimin artması 
ve ekonomik gelirin artmasıyla tarım üreticilerine avantajlar 
sağlayacaktır.
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