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0oz
Amag: Yabanci otlar diger bitkilerde oldugu gibi patates bitkisinde de 6nemli kayiplara yol agmak-

tadir. Bu calismada herbisite dayaniklilik karakterinin Agrobacterium araciligiyla iki farkli patatese
aktarilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Bu amacla, genetik aktarimi icin “Lady Olympia” ve “Desiree” patates (Solanum
tuberasum L.) cesitlerinin yaprak ve bogumarasi doku parcalari eksplant olarak kullanilmistir. Gen
aktarimi yapmak icin pCAMHE-EPSPS plazmidini iceren Agrobacterium tumefaciens bakterisinin
LBA4404 izolatlari kullaniimistir. Gen aktarim amaciyla kullanilan pCAMHE-EPSPS plazmidinde 35S
promotoru kontrolii altinda CP4-EPSPS geni bulunmaktadir. Calismada, T-DNA bolgesinde bulunan
gusA geninin varligi aday transgenik bitkilerin erken dénemde tespit edilmesini kolaylastirmistir.

Bulgular: In vitro besi ortaminda transgenik hiicrelerin secimi icin 1.5 mM'lik Glifosat N-(fosfono-
metil) glisin en uygun konsantrasyon olarak bulunmustur. Lady Olympia ve Desiree gesitlerinde
transformasyon etkinligi sirastyla % 0,7 ve % 0,3 olarak hesaplanmistir. Aday transgenik bitkilerde
yapilan GUS histokimyasal analizi, PCR deneyleri, kantitatif gercek zamanh PCR ve yatay akish o6l-
¢lim ¢ubugu analizleri sonucunda CP4-EPSPS geninin transgenik patates hatlarinda islevsel olarak
yer aldigi tespit edilmistir.

Sonug: Yapilan glifosat herbisit uygulamasi sonucunda da CP4-EPSPS geninin patatese karsi et-
kinligini ortaya koymustur. Gelistirilmis transgenik patates hatlari 1slah programinda gen kaynagi
olarak kullanilabilirler.

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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GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.) anavatani Gliney Amerika
olan tek yillik bir kiltlr bitkisidir. Diinyanin yaklasik hemen
her yerinde yetistirilen patates llkemiz tarrm ve ekonomi
acisindan da onemli yere sahiptir. Yumrularinda; nisasta
halinde karbonhidrat, protein, vitaminler ve Fe gibi 6nemli
besin maddelerini iceren patates, bu yonilyle insanlar
tarafindan dogrudan yemeklik olarak tiiketildigi gibi, ylksek
oranda nisasta iceren cips, konserve, alkol, nisasta, pudra,
¢ocuk mamasi vb. yapiminda hammadde olarak ve bir kismi
da havyan yemi olarak kullanilmaktadir (Arioglu, 2002). 2017
yilinda 4 800 000 ton Uretimi yapilan patates 2016 yilinda 4
750 000 ton yapilan Uretim ile gore bir 6nceki yila gore % 1.1
oraninda artis gostermistir. Nigde ilimizde 2016 yilinda 237
851 da alanda 892 8297 ton (retilen patatesin Nigde icin
ortalama verimi 3.751 kg tespit edilerek Turkiye'deki patates
tiretiminin %19 unu gerceklestirmistir (TUIK, 2017).

Patates tariminda ylksek verimler elde edebilmek icin
hastalik, zararli ve yabanci otlarla miicadele buyik 6nem
tasimaktadir (Bilgili ve Kadioglu, 2003). Kiltir bitkileri ile
su,istk, CO2,mineral maddeler bakimindan rekabete girip
zarara yol acarlar. (Glincan, 2006; Ozer vd., 2001; Tepe, 1997).
Kultur bitkilerinin yabanci otlarin etki ettigi rekabetten
etkilenmesi ekimden yaklasik 1-1.5 ay icerisinde olmaktadir.
Yabanci otlarla miicadele yapilmayan patates tarlalarinda triin
kaybi %43 oraninda tespit edilmistir (Banaras,1993). Yabanci
otlar patates bitkisinde o6zellikle hasadi zorlastirnp yumru
blyuklugu ile ve agirhginin azalmasina neden olarak, birim
alandan alinan verim miktarini 6nemli 6l¢lide azaltir (Zengin
ve Gilincan, 1993). Nigde merkezinde yapilan bir calismaya
gore patates bitkisinde bulunan yabanci otlar genellikle melez
horozibigi (Amaranthus hybridus L.), sirken (Chenopodium
album L), kirmizi kokla tilkikuyrugu (Amaranthus retroflexus
L.), siyah itizimu (Solanum nigrum L.), kus ¢cobandegnegi
(Polygonum aviculare L.) tarla sarmasigi (C. arvensis L.), dag
minesi (Myosotis arvensis L.)'dir (Ustiiner ve Giincan, 2003).

Yabanci ot miicadelesinde bagslica kullanilan ydntemler
kiltarel, fiziksel, biyojik ve kimyasal micadelelerdir. Kimyasal
micadele yontemi olarak kullanilan herbisitler diger miicadele
yontemlerine gore daha kolay uygulanip, miicadelesi zor olan
yabanci otlara daha kolay etki gosterirler (Zoschke, 1994;
Serim ve Ozdemir, 2012; Bakhsh vd, 2015). 1970’li yillardan
itibaren herbisitlerin oldukca fazla kullanimi sonucunda retim
maliyetlerinde dengesiz artislar, bilingsiz ve yanlis kullanimi ile
cevre kirliligi ve dayaniklilik problemleri gibi sorunlar ortaya
¢ikmistir (Reed vd.,1989; Cotterman ve Saari, 1992; Dogan vd.,
2004).

Herbisitlere karsi dayaniklilik problemleri herbisitlerin
kontrolsiiz bir sekilde ve siirekli olarak uygulanmasi sonucunda
meydana gelmektedir (Avci, 2009). Genetik mihendisligi ve
bu yonde yapilan ¢alismalar sonucunda bitkilerin herbisitlere
dayanikhhk kazandirmak konusunda 3 farkli strateji izlenim
gostermektedir. Bunlar, herbisitin etkili oldugu enzimi bitkinin
fazla uretmesi, herbisitin etkili oldugu enzimin yerine ayni
gorevi yapacak olan baska bir enzimin bitki blinyesine sentezi
ve bitki gerekli olan kendi metabolizma faaliyetlerini arttirip
blnyesi icerinde bulunan herbisiti detoksifikasyon yapmasi
sonucunda gerceklestirmesidir. Bu stratejiler sonucunda

herbisitlere dayanikli transgenik bitkiler gelistirilmistir (Moss
ve Nayler, 2002).

Bitkilerde gen transfer calismalari 1982-1983 yillarinda
baslamis ve bodylece genlerin etki ve mekanizmalan
incelenmistir  (Arn, 2001). Bitkilerde glinimizde gen
transformasyon calismalarinda en yaygin olarak kullanilan
bakteri Agrobacterium tumefaciens olup daha kolay ve
ekonomik olmasi bu yéntemde basarisi sansini arttirmistir
(Ozcan ve Ozgen, 1996).

Bugiine kadar herbisitlere dayanikli bitkilerin gelistirilip
elde edilmesinde en ¢ok kullanilan yontem, Agrobacterium
tumefaciens'ten aktarilan EPSPS enziminin Uretiminden
sorumlu, total secici olmayan bir herbisit olan glifosat
herbisitinin bitkide EPSPS (5-enolpiruvilsikimat-3-fosfatsentez)
enzim sentezini etkileyerek ve bdylece bitkinin amino asit
sentezin engellemesine engel olan bir gen aktarmakla
mimkin olmaktadir (Padgette et al. 1995). Fenilalanin, tirosin
ve triptofan gibi aromatik aminoasitlerinin Uretiminden
sorumlu olan EPSPS biyokimyasal zorunlu olan bir enzim olup;
bunun durdurulmasi bitkide protein sentezinin engellenip,
blylime ve gelismenin yavaslayip 6liimiine neden olmaktadir.
Agrobacterium tumefaciens CP4 irkindan izole edilmis olan
EPSPS geni CP4-EPSPS olarak isimlendirilmistir. Sikimat-3-
fosfat ve fosfoenolpiruvat (PEP) arasindaki reaksiyonu katalize
eden EPSPS enzimi glifosatin bitkideki tek hedef enzimidir
(Duke ve Powles, 2008).

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Transformasyon calismasinda bitki materyali olarak Lady
Olympia ve Desiree adli iki patates ¢cesidi kullaniimistir Calisma
icin yaprak ve bogumaralari eksplant olarak kullanilmistir.
Gen aktarim vektorl olarak, CP4 enopiruvilsikimat-3-fosfat
sentaz geninin mutant versiyonunu iceren pCAMHE-EPSPS
bitki ifade vektort kullanilmistir. pCAMHE-EPSPS bitki ifade
vektori GUS-INT genini de icermektedir. pCAMHE-EPSPS
bitki ifade vektoriindeki T-DNA bélgesi 35S promotdr ve nos
terminator tarafindan yonetilmektedir (Sekil-1). Gen aktarimi
icin Agrobacterium tumEfaciens’in LBA4404 suju kullanilmistir.

Yontem

Patates cesitleri genetik transformasyonu calismasi icin
optimum glifosat dozu belirlenmesi icin Lady Olympia ve
Desiree cesitleri kullanilmistir. Bu cesitlerin yaprak ve bogum
arasi eksplantlan, farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 0,5
mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat
iceren MS besi ortaminda 2 hafta sireyle standart biyitme
kosullarinda kdilttire alinmistir. Glifosat konsantrasyonu 1 mM
Uzerinde olan MS besi ortaminda ekplantlarda kararma ve
nekrosiz gozlenirken; glifosat konsantrasyonu 1,5 mM olan
MS besi ortaminda 2 hafta bliyiime sonrasinda ekplantlarda
kismi olimlerin meydana geldigi go6zlemlenmistir.Daha
sonra vyapilan uygulamalar sonrasi patates cesitlerinin
transformasyonu icin en uygun glifosat konsantrasyonunun
1,5 mM oldugu bulunmustur.
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Sekil 1. pPCAMHE-EPSPS vektoriiniin T-DNA bélgesinin sematik gosterimi
Figure 1.Schematic representation of T-DNA region of pCAMHE-EPSPS vector

Cahsmada kullanilan pCAMHE-EPSPS plazmid vektorlerini
iceren A. tumefaciens LBA4404 hatti, 50 mg/l rifampisin
ve 50 mg/l kanamisin icreren 10 ml LB sivi besin ortami
icerisinde 28°C'de, 200 rpm’'de calkalanarak bir gece boyunca
blyutilmustir. Bitkilerden uygun buyuklikteki yapraklar ve
bogumarasi steril kabin icerisinde kesilmis ve lzerine 2 ml
CP4-EPSPS genini iceren A. tumefaciens LBA4404 hattina ait
sivi bakteri stispansiyon eklenerek 45 dk siireyle ara ara hafif
calkalanarak inokulasyon vyapilip bekletilmistir. Bekletilip
inokiile edilen eksplantlar daha sonra kati MS besi ortami (%
3 sakkaroz ve ve % 0,8'lik agar ile katilastirilan MS mineral tuz)
iceren ko-kiltivasyon ortamina aktarilarak 3 giin boyunca 25
°C £ 2 °C arasinda sicaklk, 16 saatlik 151k kapasiteli ve 8 saat
karanhk bir fotoperiyot ve 47 umol/m2/s 151k yogunluguna
sahip olan buyitme kabininde ko-kiltivasyon ortaminda
tutulmustur. 3 glin sonra eksplantlarin steril kabin icerisinde
steril saf su ve 1000 mg/l sulcid antibiyotigi kullanilarak 15
dk yikama islemi yapilmis ve steril kagit tizerinde kurumasi
saglanmistir. Bu yikama islemi ise ko-kiltivasyonda tutulan ve
eksplantlarda bulunan bakterilerin ortamdan uzaklastirmak
icin yapilmistir. Daha sornra eksplantlar rejene seleksiyon
ortamina [2 mg/I BAP, 0.2 mg/I NAA, 2 mg/I trans zeatin ve 0,1
mg/l GA3, 1.5 mM PMG] 3 tekerirlii olacak sekilde aktarilmistir.
Buyutme kabininde tutulmustur.

Transformasyon calismasinda pCAMHE-EPSPS plazmidinin
T-DNA bolgesi GUS icermektedir. Aday transgenik bitkilerden
yaprak diskleri alinip GUS seleksiyonu kullanilarak analiz
yapiimistir. Ve boylece aday transgenik bitkilerin kontrol
tespiti nispeten kolay olmaktadir. GUS analizi Jefferson (1987)’
in tarif ettigi sekilde yapilmistir. Analiz icin bitki dokular
X-GLUC (100 mM sodyum fosfat (pH=7.0), 10 mM EDTA, % 0.1
Triton X-100 ve T mM 5 bromo-4 chloro 3 indolyl glucoronide)
iceren sollisyonda yaprak diskleri sollisyon icine batirnlp
daldirilarak tiplere yerlestirilip, 37°C'de 12 saat inkiibe edilmis
ve meydana gelen mavi renk degisimi gozlemlenmis olup
¢ozeltinin ortamdan uzaklastiriimasi icin tiiplere %70 lik etanol
eklenmistir. Daha sonra mikroskopta gozlenen eksplantlarin
goriintlsi alinmistir.

Gelisen transgenik aday stirgiinleri 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/| sulcid iceren MS besin ortaminda magenta kutularina
aktarilarak 25 °C + 2 °C arasinda sicaklik, 16 saatlik 1sik kapasiteli
ve 8 saat karanlik bir fotoperiyot ve 47 pmol/m2/s i1sik
yogunluguna sahip olan biyutme kabininde kdklendirilmistir.

Transformasyon sonucu koklenen bitkiler yaklasik 10-15
cm boya geldiginde koklerin zedelenmemesi icin blylime

ortamlarindan dikkatlice cikarilmistir. Cesme suyu ile iyice
yikanip temizlendikten sonra 1:1:1 oraninda torf ve perlitle
hazirlanan karisima aktarilmistir. Topraga aktarilan bitkiler
zamanla sik sik kontrol edilmis ve sera sartlarina adaptasyonlari
saglanmistir.

Aday transgenik bitkilerin belirlenmesi icin genomik DNA
izolasyonu yapilmisti. DNA izolasyonu icin DNeasy Plant
Mini Kit (Qaigen, Cat No. 69106) ticari kiti kullanilmistir. DNA
miktarlari spektrofometre (BioSpec-SHIMADZU) ydntemi ile
Olctlms ve 6rnekler -20°C'de saklanmistir.

Patates bitkisinden izole edilen DNA 6rnekleri CP4-EPSPS
genlerinin varligi kanitlanmasi icin PCR analizleri ile test edilip
belirlenmistir. Kullanilacak olan primerler hazirlanmis ve
reaksiyon karisimi icin gen spesifik primerler kullanilmistir.
Reaksiyon karisimi, 1X PCR Buffer (50 mM KCl, 1.5mM MgCI2 ve
10mM Tris-HCI)- (7.5 pl mix Mm Buffer pl), 0.5 ulileri primer (50
pmol/ul), 0.5 pl geri primer (50 pmol/ul), 1 ul genomik DNA (50
ng/ul) ve 10.5 pl ddH20 ile 1 U Taq DNA polimeraz kullanilarak
20 ul toplam hacimde olacak sekilde hazirlanmis ve 0.2 ml'lik
santriflj tlplerine aktariimistir. PCR ve qRT-PCR calismalarinda
patates bitkisinin Desiree ve Lady Olympia hatlarina ait aday
transgenik bitkilerin teyit edilmesi icin CP4-EPSPS, GUS ve
ChvA geninin primer baz dizileri, baglanma sicakliklari ve triin
boyutu belirlemistir (Tablo-1).

Tablo 1. PCR ve qRT-PCR calismalarinda patates bitkisinin Desiree ve Lady Ol-

ympia hatlarina ait aday transgenik bitkilerin teyit edilmesi icin CP4-EPSPS,
GUS ve ChvA geninin primer baz dizileri, baglanma sicakliklari ve tirlin 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

Primer Primer dizisi Baglanma Uriin
adl sicaklign boyutu
(bp)
IF ileri 5’- TCTCGCTAGCGGTGAAACTC -3’
55°C 430
IF Geri 5’- TTGAGCGGAAGCCATAGGT -3’
GUS-F 5’- CCCTTACGCTGAAGAGATGC-3’
GUS-R 5’- GAGCGTCGCAGAACATTACA-3’ 54°C 362
ChvA-F 5’- CGAAACGCTGTTCGGCCTGTGG-3’
ChvA-R 5°- GTTCAGCAGGCCGGCATCCTGG-3’ 65°C 890
EPSPS-F |5’- CTTCCGCTCAGGTGAAGTCC-3’
RT-PCR)
55°C 120
EPSPS-F |5’- GTTAGCACCGAAACCCTGGA-3’
RT-PCR
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Tespit edilen PCR sonuglari, jel elektroforez yontemiile teyit
edilmistir. Gercek zamanl kantitatif PCR (QRT-PCR) calismasi
icin (AMRESCO RiboZol™ RNA Extraction Reagent) kitine
gore RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA" dan cDNA
olusturulmus ve cDNA sentezi, Fermentas cDNA synthesis kiti
kullanilarak yapilmistir. Toplam miRNA'lardan cDNA sentezi
icin reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Karisim igin ilk olarak 1 pg
toplam RNA (DNaz uygulanmis), 1 ul oligo dT primer (1000 uM)
ve 12 pl'ye tamamlayacak hacimde DEPC suyu uygulanmistir.
Daha sonra bu karisim, 70 °C'de 5 dk inkiibe edilmis ve 1-2
dk buz lzerine alinarak sogutulmustur. Sogutulan karisim
Uzerine 4pl 5x reaksiyon buffer, 1ul ribonukleaz inhibitor (20U/
pl) ve 2ul ANTP karisimi (10mM) eklenmistir. Ve arkasindan
37°C'de 5 dk inklbe edilmistir. Karisima 1ul H minus M-MulLV
ters transkriptaz (200U/ul) eklenmis ve karisim 42 oC'de
60 dk inkubasyon yapilarak bdylece cDNA sentez islemi
gerceklesmistir. Reaksiyonun son asamasinda ise karisim
70°C'de 10 dk bekletilmis ve cDNA &rnekleri gercek zamanli
kantitatif PCR analizi icin 1:10 seviyesinde seyreltilmistir.
Aday transgenik bitkilerde CP4-EPSPS geninin ifade dizeyini
belirlemek gercek-zamanl kantitatif PCR (qRT-PCR) analizi
yapilmistir. Aday transgenik bitkiler icin gRT-PCR calismasi
2 teknik tekrarlamali olarak yirutlilmis ve analizden sonra
sadece tek bir PCR Urlini olusup olusmadigini kontrol etmek
icin erime egrisi analizi yapilmistir. Sicaklik dongusii 95°C'de 15
dk inklibasyon, ardindan 40 doéngui olacak sekilde, 95 °C'de 10
sn, 55 °C'de 15 sn, 72 °C'de 20 sn inkibasyon yapilmistir. Erime
egrisi analizi icin PCR 6rnekleri 70 °C'den 99 °C'ye kadar 1 °C/
dk olacak sekilde inkiibe edilmistir. qRT-PCR analizi calismalari
Rotor-Gene Q cihazi (Qiagen) kullanilarak yapilmistir. Cihazin
kendi otomatik yazilimi sayesinde her bir 6rnegin Ct degeri
ile birlikte bunlara ait standart sapma ve standart hata
degerleri belirlenmistir. Her bir aday transgenik bitkideki CP4-
EPSPS geninin kontrol bitkideki (transgenik olmayan) CP4-
EPSPS genine gore oransal ifade diizeyi 2-AACt hesaplama
yontemine gore belirlenmistir.

Yatay akish Olcim cubudgu analizi ise, aday transgenik
patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde protein seviyesi
oraninin belirlenmesi icin yaprak disklerinden érnekler alinmis
QuickStix™ Kit for Roundup Ready Plant Tissue (Envirologix
ASO010 LS) kiti kullanilarak protein analizi yapilmistir.

Serada buydutilen aday transgenik bitkilerden CP4-EPSPS
geninin glifosata dayanikhhgini belirlemek igin bitkileri her
birine glifosat herbisiti uygulanmistir. Glifosat uygulamasi
icin glifosat etken maddesi iceren (441 g/l) ticari Roundup
STAR (Monsanto) yabanci ot ilaci oan herbisit kullaniimistir.
Kullanilan  herbisitin  konsantrasyonu firmanin etikette
belirttigi gibi uygulanmistir.

Bu calisma 2016 ve 2017 yillan icerisinde Nigde
Omerhalisdemir Universitesi Ayhan Sahenk Tarim Bilimleri ve
Teknolojileri Fakultesi Tarimsal Genetik Mihendisligi BolUmu
calisma sahalarinda ,genetik transformasyon ve doku kiltari
laboratuvarlarinda yapilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada bakteri materyali olan -80°C’ de bekletilen A.
tumefaciens LBA4404 hatlan gliserol stoklardan alinmis ve
cogdaltilarak LB besin ortamina eklenmistir. Besin ortaminda

koloni olusumu gozlemlenmis ve olusan kolonilerden koloni
PCRyapilmistir. Kalip DNA olarak bir miktar koloni, 0,5 uMIF ileri
primer, 0,5 uM IF geri primer, 100 uM dNTP, 1x PCR tamponu
(50 mM KCl, 1.5mM MgCI2 ve 10mM Tris-HCI) ve 1 U Tag DNA
polimeraz iceren toplam 20 ul hacimli karisim hazirlanmistir.
Karisim 94 °C'de 4 dk 6n 1sitmaya maruz birakildiktan sonra, 35
dongu olacak sekilde 94 °C'de 40 sn, 55 °C'de 40 sn ve 72 °C'de
1 dk inklbe edilmistir. Cogaltilan PCR riini %1 agaroz jelde
kosturulmus ve UV-is1g1 altinda goriintiilenmistir. Daha sonra
pozitif olarak belirlenen koloniler secilerek 50 pg/ml Kanamisin
ve 50 ug/ml Rifampisin iceren sivi LB besi ortamina inokile
edilmis ve 28 °C'de, 200 rpm devirde shakerda calkalanarak
bir gece boyunca biylttlmustir. Biydtilen bu bakteriler gen
aktariminda kullaniimistir.

Patates cesitleri genetik transformasyonu calismasi
icin optimum glifosat dozu belirlenmistir. Lady Olympia
ve Desiree cesitlerin yaprak ve bogum arasi eksplantlari,
farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5
mM, 2,0 mM, 2,5 mM ve 3,0 mM) glifosat iceren MS besi
ortaminda 2 hafta siireyle standart blyltme kosullarinda
kaltare ahinmstir. Glifosat konsantrasyonu 1 mM (zerinde
olan MS besi ortaminda ekplantlarda kararma ve nekrosiz
g6zlenmistir. Yapilan uygulamalar sonrasi patates ¢esitlerinin
transformasyonu icin en uygun glifosat konsantrasyonunun
1,5 mM oldugu bulunmustur (Sekil-2).
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Sekil 2. Lady Olympia ve Desiree cesitlerinde yaprak ve bogumarasi
eksplantlar kullanilarak farkl konsantrasyonlarda Glifosat N-(fosfo-
nometil) glisin ile optimize edilmesi

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

Transformasyon calismasinda kullanilan Desiree ve Lady
Olympia cesitlerinden yaprak diskleri ve bitki bogumaralari
alinarak transformasyon islemi yapilmistir. Transformasyon
calismasininardindanbitkilerbiyttmekabinlerindebekletilmis
boylece aktarilan genin bitki hiicrelerinin k romozomlara
baglanmasiyla kallus olusturdugu go6zlemlenmistir. Kallus
olusturan eksplantlardan 20-30 giin sonra slirgiin olusumu
tespit edilip buyuyen transgenik adayi slrglinlerin sayimi
yapiimistir. Kallus olusturmayan bitki hiicrelerinde ise 1
hafta sonra kararma gozlemlenmis ve karamanin devami
gerekgesiyle kallus olusturamadigi tespit edilmistir (Sekil-3).
Kallus olusturup stirglinlenen transgenik aday! bitkiler BAP (2
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mg/l), NAA (0.2 mg/l), GA3 (0.1 mg/l), Trans-zeatin (2 mg/I) ve
1.5 mM iceren MS ortamlarinda biyutilup koklendirilmistir.
10-15 cm boyunda koklenen sirglnler topraga aktarilarak
sera ortaminda buydtllerek gelismeleri takip edilmistir.
Transformasyon calismasinda patates cesitlerinden kesilen
hem yaprak hem de bogumarasi eksplantlari, eksplant basina
stirguin sayisi bakimindan iyi sonuclar ortaya koymuslardir
(Tablo-2, Tablo-3). Transformasyon etkinliginin diger kayiplari
olarak serada transgenik bitkiler iyi biylrken herhangi bir
olumsuz degisim gozlemlenmemistir. Fakat, kanamisin
kullaniminin transgenik patates bitkilerinin rejenerasyonu
icin iyi bir se¢cim sistemi olusturduguna karar verilmis olsa
da (Sohail vd., 2012; Bakhsh vd. 2014), calismada gen kagis
oldugu fark edilmistir. Yine benzer sekilde Horsch vd., (1985);
McCormick vd. (1986) yaptiklari bir caismada kanamisinden
kaynaklanan bir gen kagisi oldugunu tespit etmislerdir.
Zhang vd., (2001) yaptiklan bir calismada ise eksplantlarin
embriyojenik olmayan kallus, embriyojenik kallus ve somatik
embriyolarin  kanamisine karsi duyarliliklari farkli olarak
gozlemlemislerdir. T-DNA’ nin istikrarsizligi, genetik alaninda
yapilan yeni diizenlemeler de kagislarin muhtemel nedenleri
olabilir (McHugen ve Jordan, 1989).

Sekil 3. Patates cesitlerinde bazi genetik transfomasn asamalari. Her
iki ekplantin  Agrobacterium ile inokulasyonu (a), segici jenerasyon
ortaminda her iki eksplanttan kallus olusumlari (b) (c) (d) (e), aday
transgenik stirglin olusturan 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, ¢, d, e), regeneration of putative transgenic
shoots from resistant callus (f)

Tablo 2. Desiree ve Lady Olympia cesitlerinin kullanilan yaprak
eksplantlarinin kallus ve stirgtin verileri

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

RSM BAP 2 mg/l + NAA 0,2 mg/I+ Trans zeatin 2 mg/l + Koklenme
Ortamt GA3 0,1 mg/l+ PMG 1.5 Mm oranlart
Kallus
Eksplant Ortalama
S Olupuemn S /Eksplant S
ayIst irgiin/Eksplant Sayisi
y %) g P y
Lady
400 75 2.00 % 100
Olympia
Desiree 400 70 233 % 100

Tablo 3. Desiree ve Lady Olympia cesitlerinin kullanilan bogumarasi
eksplantlarinin kallus ve stirgtin verileri

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

RSM BAP 2 mg/l + NAA 0,2 mg/I+ Trans zeatin 2 mg/l + Koklenme
Ortami GA3 0,1 mg/l+ PMG 1.5 mM oranlari
Kallus
Eksplant Ortalama Siirgiin/Eksplant
Olusumu
Sayisi Sayisi
(%)
Lady
600 76 1.4 % 100
Olympia
Desiree 600 75 1.5 % 100

pCAMHE-EPSPS plazmidinin T-DNA bdlgesinde GUS
geninin bulunmasi nedeniyletransgenik bitkilerin erken
donemde belirlenmesi daha kolay olmaktadir. Boylece bu
calismada transgeniklerin taranmasi icin histokimyasal GUS
analizi uygulanmistir. GUS geninin aktarildiginin gostergesi
ise transgenik bitki dokularinin mavi renge boyanmasidir.
islevsel olan uidA geni, GUS substrati olan X-Gluc ile muamele
edildiginde mavi renk olusturmaktadir (Basu vd., 2004). Mavi
renkli olan bitki kesitleri aday transgenik bitkiyi ifade ederken;
mavi renkli olmayanlar kesintler ise transgenik adayi olmayan
bitkileri gostermektedir (Sekil-4).

L-515

L1517

Sekil 4. Yaprak ve bogumaralarindan olusan kesilmis eksplantlarin
histokimyasal GUS analizi. Mavi renkli olan bitki kesitleri aday trans-
genik bitkiyi ifade ederken; mavi renkli olmayanlar kesintler ise trans-
genik adayi olmayan bitkileri gostermektedir.

Figure 4. The GUS histochemical analysis of leaf and internodal exp-
lants along with non transgenic controls.
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Serada yetistirilen transgenik aday bitkilere aktarilan CP4-
EPSPS geninin varligini tespit etmek amaciyla cesitli molekdler
analizler yapilmistir. Aday transgenik bitkilerde yapilan PCR
analizi sonucunda CP4-EPSPS, GUS genlerinin bitkilerde
varligi tespit edilmistir. Transgenik bitkilerde var olan genler
cogaltilmis ve PCR analizi sonucunda negatif kontrolde
herhangi bir ¢ogalma olmadigi goézlemlenmistir (Sekil-5
ve 6). PCR sonucglarina dayanarak transformasyon etkinligi
belirtilmistir (Tablo-4). PCR analizine gore transformasyon
verimliligi Lady Olympia patates cesidinde %28 iken ;
Desiree cesidinde ise % 12 olarak belirlenmistir. Pozitif olarak
belirlenen eksplanta gore ise tansformasyon etkinligi Lady
Olympia patates cesidinde % 0.7 iken ; Desiree ¢esidinde ise
% 0.3 olarak belirlenmistir. Transformasyon etkinligi, rejenere
seleksiyon ortaminda hayatta kalan toplam bitki sayisi veya
rejenere olan transformant bitkilerin GUS analiz sonuglarina
veya seraya aktarilan toplam bitkilerin icinden PCR pozitif
olanlarin sayisina gére hesaplanabilmektedir. Onceki bilimsel
raporlara dayanarak, farkl bitkilerdeki genetik transformasyon
etkinligi farkli yontemlerle hesaplanabilmektedir (Bakhsh vd.,
2012; Sahoo vd., 2011).

PK NK L501 L506 L508 L511 L512 L515S L517 D504 D516 D519

——— s — S SR e —

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

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

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

Tablo 4. Desiree ve Lady Olympia cesitlerinin PCR analizine gore
transformasyon etkinligi

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

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

Agrobacterium’un konak bitkiyi enfekte edebilmesi ChvA
genleri ile birlikte Vir genlerinin aktive edilmesine baghdir.
ChvA, bakterinin konak hiicreye tutunmasindan sorumlu
olan bir gendir (Nester, 2015). Bu nedenle, transgenik
bitkilerde Agrobacterium kontaminasyonu olup olmadigi
ChvA ve Vir genlerine 6zgl primerler kullanilarak PCR analizi
ile dogrulanmistir. Elde edilen jel ile transgenik bitkilerde
Agrobacterium kontaminesi gorilmemistir (Sekil-7).

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

890 bp

Sekil 7. Lady Olympia ve Desiree transgenikler bitkilerde ChvA geni
icin PCR sonuglari  (M):1 kb plus DNA markord, (NK): Negatif kont-
rol, (P): Pozitif kontrol, Agrobacterium LBA4404 kolonisi, (L): Lady OI-
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

Daha 6nce yapilmis olan GUS ve PCR molekiil analizlerine
gore pozitif olarak belirlenen bitkilerden gRT-PCR analizi
yapilmistir. Gercek zamanh kantitatif PCR (qRT-PCR),
genlerin hiicrelerde ifade edilip edilmedigini belirlemek icin
glinimuzde hassas ve standart bir molekiiler teknik olarak
kullanilmaktadir. (Magbool vd 2010; Rao vd., 2011; Anayol vd.,
2016). Sonuglara gore CP4-EPSPS geninin transgenik patates
hatlarinda islevsel var oldugu tespit edilmistir (Sekil-8). Ancak

5,00 I I
000 - I '
5 8 v o A
& & n.«\\ oY LY Y
& o o ¢ o o o o
A A" A A N A N

(2
o

A

Lady Olympia

40



Herbisite Dayaniklilik Geni (CP4-EPSP Sentez) Iceren Transgenik Patates Hatlarinin Gelistirilmesi

25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0.00 S -

(Q_\“‘\ (.,(-\T> u.‘,\b (.;‘E\‘
o o p
.‘\‘53 \\C& \\& =
& F F &
N
Desiree

Sekil 8. gRT-PCR analizi ile CP4-EPSPS geninin transgenik bitkilerde
kontrol bitkilere oranla kat degisimleri.Verilerin normalizasyonun icin
ef1a geni kullanilmistir. D: Desiree, LO: Lady Olympia.

Figure 8. The relative fold expression of CP4-EPSPS transcripts in pri-
mary transformants using qRT-PCR. EF1a gene was used as internal
control to normalize data. D: Desiree, LO: Lady Olypmpia

aktarilan gen cesitli transgenik bitkilerde farkli olarak ifade
edilebilir. Boylece bitkiye aktarilan genin bitki genomunda
yerlestigi yere, aktarilan genin nikleotit dizisindeki herhangi
bir degisiklige, aktarilan genin kopya sayisia bagl olarak gen
ifade diizeyleri degisiklik gosterebilmektedir (Rao, 2005).
Transgenik patates bitkilerinde CP4-EPSPS geninde protein
seviyesi oraninin belirlenmesi icin yatay akish 6lcim ¢ubugu
analizi yapilmistir. Yapilan analize gore transgenik bitkilerde
pozitif test cizgisi gorilirken transgenik olmayan negatif olan

L5115 D516 K D510
5 33
m B
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Sekil 9. CP4-EPSPS geni bulunduran transgenik bitkilerde yapilan ya-
tay akish dl¢iim cubugu analizi. (isaretli kisimlar pozitif test ¢izigisini
gOstermektedir)

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

konrol bitkilerde ise bu ¢izgi goriilmemistir (Sekil-9). Bu analiz
transgenik bitkilerin sera kosullarinda cabuk ve hizli tespiti
icin kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu analizin saptama
hassasiyeti, ELISA tabanli analizler kadar etkili degildir
(Posthuma-Trumpie vd, 2009).

Serada buyutulen aday transgenik bitkilerden CP4-
EPSPS geninin glifosata dayanikhhgini  belirlemek icin
bitkileri herbirine glifosat herbisiti uygulanmistir.. Herbisit
uygulandiktan 5 glin sonra sonra transgenik bitkilerde kloroz
ve yaprak zayiflanmalari gorilmis olsa bile glifosata karsi
dayanikh oldugu , negatif konrol ile transgenik olmayan

|

il

|

Lo

T kontrol

e

Sekil 10. Lady Olympia ve Desiree cesidinde glifosat uygulamasiy-
la serada bitkilerden goriiniim (herbisit uygulamasi ile 5 giin 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)

bitkilerin oldigu  gorulmis, transgenik bitkilerde ise
yapraklarin yesil kaldigi gozlemlenmistir (Sekil-10).

Yapilan molekiler analizlerle olumlu sonug edilen pozitif
TO patetes cesitleri serada iyi bir sekilde blyutilmus ve cikis
glict yiiksek oldugu tespit edilmistir. Daha sonra trangenik
TO patetes cesitlerinde yumru hasadi yapilmistir. PCR analizi
icin serada hasat edilen yumrulardan DNeasy Plant Mini Kit
(Qaigen, Cat No. 69106) ticari kiti kullanilarak DNA izolasyonu
yapiimistir. Hasat edilen yumrulardan CP4-EPSPS geninin
genoma Yyerlesip yerlesmedigi PCR analizi ile belirlenmistir
(Sekil-11).

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

Sekil 11. Lady Olympia ve Desiree transgenik yumrulardan yapilan
CP4-EPSPS PCR analizi (M):1 kb DNA marker, (L): Lady Olympia hat-
tinin aday transgenik bitkileri, (D): Desiree hattinin aday transgenik
bitkileri, (PK): Pozitif kontrol, (NK): Negatif kontrol (M): 1 kb plus DNA
markor, 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
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SONUC

Genellikle yabanci otlar patates bitkisinde blylime
ve gelisme zamaninda zarar olusturmaktadir. (Bhan vd.,
1970). Herbisitlerin etki mekanizmalari zarara neden olan
yabanci otlarin gosterdigi tepkiye ve ekolojik faktorlere gore
degisebilmektedir (Medd vd., 2001). Yabanci otlarin secici
herbisitlerekarsidirenclerininartmasi, 6zellikle gelismekte olan
Ulkelerde tarimsal isletme alanlarinin genislemesi, buna karsin
tarim iscilerinin sayisinin azalmasina bagh olarak glifosata
direncli bitkilerin Gretilmesi, yabanci ot miicadelesinin daha
kolay, daha basarili ve daha ucuza yapilabilmesini saglamistir.

Yapilan calismanin amaci tarimsal girdileri azaltmak ve
daha iyi bir yabanci ot micadelesi yapilamasi geregi ile
genetik transformasyon calismasi kullanilarak CP4-EPSPS
genine sahip, glifosat tipi herbisitlere dayanikli patates
hatalarinin gelistirilmesidir. Calisma kapsaminda yaprak ve
bogum arasi eksplantlar kullanilarak, Lady Olympia ve Desiree
patates cesitlerine Agrobacterium tumefaciens yontemi ile
gen aktarimi yapilmistir. Boylece glifosat herbisitine direncli
yeni transgenik patates hatlari gelistirilmistir.
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