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OZET: PCAMBIA1301 plazmidini igeren Agrobacterium tumefaciens’in
EHAL101 izolatl, iki patates gesidinin genetik transformasyonunda kullaniimistir. Hpt
ve Cry 1A(c) genlerini tagsiyan pCAMBIA1301 plazmidi higromisin B antibiyotigine
ve bazi boéceklere kargi dayanikhlik saglamaktadir. Genetik transformasyon
calismasi “Marfona” ve “Granola” patates (Solanum tuberasum L.) gesitlerinin
yaprak ve internodium doku pargalarinda yapimistir. Cry 1A(c) genini igeren
transgenik sirgtinler 10 mg/l higromisin B igceren ortamda selekte edilmistir.
Higromisin B antibiyotigine dayanikli olarak secilen toplam 55 adet patates
bitkisinden 35 adedinin Hpt genini icerdigi PCR analizi ile cogaltilan spesifik 700 bp
DNA fragmenti ile saptanmistir. “Marfona” patates gesidine ait 5 adet transgenik
yumrularda Hpt genin varligida PCR analizi ile gdsterilmistir. Hpt geni iceren
transgenik “Marfona” ve “Granola” patates cesitleri Patates bdcedi ile biyolojik
olarak testlenmigtir. Yapilan Biyolojik testlemede transgenik “Marfona” ve “Granola”
bitkileri Gzerinde beslenen Patates bdcegi larvalarinda % 80-85 oraninda 6lim
meydana geldidi gézlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik Test, Cry IA(c), Genetik Transformasyon, Patates
Bdcegdi, PCR

ABSTRACT : EHA101 isolates of Agrobacterium tumefaciens harbouring
pCAMBIA1301 plasmid was used for the genetic transformation of two potato
varieties. The plasmid, pCAMBIA 1301 carrying Hpt gene provides resistance to
antibiotic of hygromycin B, and Cry 1A(c) gene provides resistance to some
insects. Genetic transformation was conducted on leaf and internodium explants of
Marfona and Granola Potato (Solanum tuberasum L.) varieties. The transgenic
patato plants contaning Cry 1A(c) gene were selected in medium with 10 mg/l
hygromycin B. Thirty-five plants out of fifty-five plants resistant to hygromycin B
antibiotic, were determined by specific 700 bp DNA fragment reproduced with PCR
analysis to have Hpt gene. In the five transgenic microtubers of Marfona variety
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was also determined to have Hpt gene. Transgenic Marfona and Granola potato
varieties having Hpt gene were biologically tested with potato beetles.Testing
showed that % 80-85 of larvas of potato beetles lived on transgenic Marfona and
Granola varieties died.

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

Giris
Patates ucuzlugu, birim alandan fazla verim saglanmasi, besin dederinin
yuksek olmasi, farkh sekillerde kullaniimasi ve her gesit iklimde yetistiriciliginin
yapilmasindan dolayi, bugln tlkemizin de hemen her bélgesinde yetistiriimektedir.
Patateste Urln kayiplarina neden olan zararllar arasinda en énemlilerden birisi de
Patates Bécegi (Leptinotarsa decemlineata Say.)'dir (Anonim 2009). Bu bdcegin
ergin ve larvalar bitkinin yapraklarini genellikle distan ice dogru veya, yaprakta bir
delik acarak, bu deligi genisleterek yemek suretiyle, ileri agamalarda ise ¢gigeklerle
de beslenerek patates de zarar olusturmaktadir. Yapilan arastirmalarda bu
zararhnin patateste % 70-80’lere varan urin kayiplarina neden oldugu
belirlenmistir (Oerke ve ark. 1994). Patates bdceginin beslenerek dogrudan yaptigi
zararin yani sira patateste Kahverengi Curiiklik, i§ Yumru Viroidi ve Patates
Halkali CuUrikligld Hastaliklarrnin  yayllmasinda tasiyici olarak da zarar
yapmaktadir. Bu zararliya kars! insektisitler yogun olarak kullaniimaktadir. Yaygin
olarak kullanilan bu kimyasallar sonucunda Patates Bdcegi'nde ilaglara karsi
dayaniklihk gelismesi gibi problemler ile karsilasiimaktadir. Ayrica kullanilan bu
insektisitler sadece Uretim maliyetini arttirmakla kalmayip, insan, ¢evre ve dogal
dismanlar Gzerinde de oldukca fazla olumsuz etkiler yapmaktadir (Anonim 2009).
Karsilagilan bu sorunlardan dolayr kimyasal micadeleye alternatif,
zararhlara tolerant veya dayanikli bitkilerin gelistiriimesi 6nem kazanmistir. Verimli,
hastalik ve zararlilara dayanikli bitkilerin gelistiriimesinde genel olarak klasik 1slah
yontemlerinden yararlaniimaktadir. Klasik bitki 1slahi yontemleri ile bitkilerin
tarimsal o6zelliklerini iyilestirmede g¢esitli sorunlarla karsilasiimaktadir. Bunlarin
basinda, aktariimasi istenilen genle birlikte istenmeyen genlerin de gec¢mesi,
uyusmazlik nedeniyle turler arasinda gen degdisiminin sinirli kalmasi, uzun zaman
ve emeg@e ihtiyac gostermektedir. Patates bitkisinin anfidiploid bir bitki olusu,
sterilite ve Patates Bocegine dayanikl patates cesitlerinin olmayigi gibi nedenlerle
s6z konusu zararliya kargi melezleme gibi klasik 1slah yéntemleri ile, bu zararliya
dayanikli gesitlerin gelistiriimesi mimkin olamamaktadir (Beaujean ve ark. 1998).
Bu sorunlara ¢6zim bulmada ginimuizde somatik hibridizasyon, mutasyonlar
olusturma ve genetik transformasyon tekniklerinden yararlaniimaktadir. 1980’li
ylllarda 6zellikle béceklere karsi insektisidal etkiye sahip Bacillus thuringiensis’in
Cry toksin genlerinin klonlanarak bitkilere aktarimi bu konudaki calismalara hiz
kazandirmistir. B. thuringiensis Cry &-endotoksin protoksin halinde 130 kDa
blyudkligundedir. Bu toksin bocek tarafindan alindiginda orta bagirsak bolgesinde
¢cozulmekte ve proteolitik aktive sonucunda 60 kDa buyukligindeki aktif formlarina
donusmektedir (Grochulski 1995). Toksinin etki mekanizmasi; aktif haldeki
toksinlerin bagirsak epitel hiicrelerinde bulunan reseptdr boélgelerine baglanmasini
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takiben hicre zari Uzerinde delikler olusturmasi sonucu, bu hUcrelerin
parcalanmasina neden olmaktadir (Knowles ve Dow 1993). Cry 3-endotoksinlerden
Cry IA(c) ve Cry IA(b) 6zellikle Lepidoptera, Cry Il hem Lepidoptera hem de
Diptera, Cry Ill Coleoptera ve Cry IV Diptera takimi bdcek tiirlerine etki etmektedir.
Patates Bocegi (L. decemlineata Say.) Coleoptera takimina ait bécek tirlerinden
olup, ergin béceklerin yani sira doért larva dénemleri de patates yapraklarinda ciddi
zarar olusturmaktadir. Lepidoptera takimi bdcek tlrlerinde dlduricu etkisi olan Cry
IA(c) geninin patates bdcegi larvalarinda da etkisi arastirilmak amaciyla bu ¢alisma
gerceklestiriimistir.

Materyal ve metod

Materyal

Arastirmada Bitki materyali olarak “Marfona” ve “Granola” patates (Solanum
tuberosum L.) gesitlerine ait in vitro bitkilerin internodium ve yaprak eksplantlari
transformasyonda bitki materyali olarak kullaniimistir. Gen transferinde markor
olarak higromisin dayaniklilik geni (Hpt) ile béceklere kargi dayaniklilik saglayan
Cry IA(c) genini tasiyan pCAMBIA1301 plazmidini iceren EHA101 A. tumefaciens
izolati kullaniimistir. Arastirmada kultir ortami olarak 500 mg/l MES ile farkh
hormon konsantrasyon ve kombinasyonlari ilave edilmis Murashige and Skoog
(1962) temel besi ortami kullaniimistir (Unlu Yuceer, 2011).

Metod

Agrobacterium tumefaciens izolatinin Kiiltiirii: Gen transferinde kullanilan A.
tumefaciens’ in pCAMBIA1301 plazmidini iceren EHA101 izolati 50 mg/l Kanamisin
(Km) iceren 10 cm capindaki cam petri kutularinda bulunan kati YEP ortami
Uzerine 6ze ile gizilerek 28 °C’ de kultire alinmistir. Bakteri izolatindan birkag
koloni 6ze ile alinarak, igerisinde 50 mg/l Km igeren 20 ml sivi YEP ortamina
inokule edilmis ve 28 °C’de 200 devir/dakika’ da caligan bir galkalayici lizerinde
gece boyunca gelistiriimistir (Kayim 1997). Bakteri slispansiyonu igin 15 dakika
2200 devir/dakika’da santriflij (Sigma Mikro Santrifuj 1-14) edilerek bakterilerin
tiplerin tabanina ¢okmesi ile bakteri pelleti elde edilmistir. Tlpin tabanindaki
bakteri pelletinin Uzerine transformasyon solusyonu ilave edilmistir. Bakteri
solusyonunun icine pH'yi sabitlemek amaci ile MES [2(N-Morpholino)
ethanesulfonic acid] ve bakterilerin virtlensligini arttirarak bitki dokusuna girigini
tesvik etmek icin 1 mg/l 2.4-D, 20 mg/l asetosiringon ve 5 mM Betain ilave
edilmigtir (Unlu Yuceer, 2011). Transformasyonda kullanilacak olan bakteri
yogunlugu spektrofotometre (DIGILAB, HITACHI, U-2800) yardimi ile Optik
yogunluk (OD)=550-600 nm’de dlgllerek transformasyon igin uygun deger olan
OD=0.2'ye ayarlanmistir (Koc ve ark. 2007).

Bitki Doku Pargalarinin A. tumefaciens ile Transformasyonu: Agrobacterium
tumefaciens’ in pCAMBIA1301 plazmidini iceren EHA 101 izolati daha dnce in vitro
da geligtirilen bitkilerin yaprak ve internodium doku parcalari ortak kulttre
alinmistir. Bitki doku pargalari bakteri soliisyonu iginde 10, 15, 20, 30 ve 40 dakika
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bekletilmistir. Bitki doku parcalari karanlik kosullarda 1, 2 ve 3 gln sure ile inklbe
edilmistir (Kayim 1997; Unlu Yuceer ve Koc 2006).

Transgenik Bitkilerin Regenerasyonu, Seleksiyonu ve Adaptasyonu: Bitki
doku pargalarinin iki gin sure ile bakteri ile birlikte kulttire alinmasindan sonra bitki
doku parcalari Uzerindeki bakterileri uzaklagtirmak amaciyla eksplantlar 300 mg/l
Karbenisilin (Cb), 250 mg/l Sefotaksim (Cf) ve 10 mg/l Higromisin (Hg)
antibiyotiklerini iceren bitki rejenerasyon ortamlar Gzerinde kultire alinarak Hg'li
ortamlarda bitki seleksiyonu saglanmistir. Seleksiyon sonrasi elde edilen tahmini
transgenik bitkiler, farkli konsantrasyonlarda IBA (0.3, 0.5 ve 1 mg/l) ve NAA (0.1,
0.3, 0.5 ve 1 mg/l) iceren modifiye edilmis MS ortami tzerinde kiltire alinarak kok
olusumlari tesvik edilmistir.

Transgenik Oldugu Varsayilan Bitkilerin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Analizi :

Genomik DNA izolasyonu: Saksida gelistirilmis olan bitkiler belli bir biiyiikliige
gelince vyapraklardan DNA izolasyonu vyapilmistir. DNA izolasyonu bazi
degisikliklerle Kog¢ ve ark. (2007)' nin yéntemine gore gerceklestiriimistir.

PCR Analizleri: Patates bitkisinden izole edilen DNA 6rnekleri Hpt geninin varhgi
acisindan PCR analizleri ile test edilmistir (Roenhorst ve ark., 2005). Bu
genlere spesifik dizayn edilmis primerler oligonikleotid sentezi yapan
firmalardan temin edilmistir. Hpt geni icin (ileri 5 CGG AGT CGT GGC GAT 3),
(geri 5 AGT TCG ACA GCG TCT 3’) primerleri kullaniimistir. PCR reaksiyon
karigimi igin 0.4 pl ANTPs (10 mM), 2.5 pl PCR baffiri (50 Mm KCI, 10 Mm Tris-HCI
(25°C’de pH:9.0), 1.5 mM MgCl, ve 0.1 % Triton X-100) (10x), 2.5 ul MgCl, (15
mM), 1 wl Primer 1 (100uM) , 1 ul Primer 2 (100uM), 1 ul DNA (50-100 ng), 0.2 ul
Taq Polimeraz (1U), kanstirilmis ve toplam hacim ddH,O ile 25ul olacak sekilde
0.5 mllik santrifij tuplerinde hazirlanmistir. PCR aleti (Techne) igerisine
yerlestiriimis ve program 94 °C’de 1 dakika 1 dongu, bunu takip eden diger
program, 94 °C’de 30 sn. dakika, 68 °C’de 45 sn. ve 72 °C’'de 1 dakika olmak
Uzere 30 doéngu olarak uygulanmistir. Déngl tamamlandiktan sonra 6rnekler 72
°C’de 4 dakika daha inklibe edilmistir.

Transgenik Patates Bitkilerinin Biyolojik Olarak Testlenmesi

Patates Bocegi Uretimi: Uretim calismalari 26-27°C sicaklik, % 60-65 orantili
nem 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullardaki iklim odasinda yapilmistir
(Nazarian ve ark. 2009).

Transgenik Bitkilerde Biyolojik Testleme: Elde edilen transgenik bitkiler sera
kosullarinda bdcek kafesleri icerisinde Patates Bocegi (Leptinotarsa decemlineata
Say.)'nin farkli dénem (3. ve 4.) larva ve erginlerinden bitki basina 4-5 adet olacak
sekilde denemeleri kurulmus, larva ve erginlerdeki 6lim orani gdzlenmigtir
(Davidson ve ark. 2004; Nazarian ve ark. 2009). Patates boceginin 3. ve 4. dénem
larvalari transgenik “Marfona” ve “Granola” bitkileri ve kontrol (“Marfona” ve
“Granola”) bitkilerden alinan yapraklarla plastik petriler Uzerinde 5 tekerrtrll
deneme kurulmustur. Kurulan denemede, petriler Gzerine steril filtre kagitlari
nemlendirilerek, kontrol ve transgenik bitkilerin yapraklari konmustur. Her bir petri
Uzerine 4 adet patates bocegi yerlestirilmis olup, 4 giin sire ile beslenerek bu sire
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sonunda larvalarin ortalama agirh§i alinarak elde edilen sonuglar varyans analizi
MSTAT-C paket programi kullanilarak istatistik analizleri yapilmistir.

Transgenik Bitkilerden Elde Edilen Vejetatif Yumrularin Testlenmesi:
Transgenik bitkilerden vejetatif donem sonrasinda elde edilen yumrularin
dormansilerini kirmak icin 1 gece +4 °C’de bekletilmistir. Yumrular in vivo
kosullarda kontrolli sera ortaminda kdultire alinarak gelismeleri saglanmistir. Elde
edilen bitkilerden DNA izolasyonlari yapilmig, ve Higromisin B antibiyotigine
dayanikhhk geninin (Hpt) varligi PCR analizleri ile dogrulanmistir.

Arastirma Bulgulari

Yumrularin ekilmesinden 4-8 hafta sonra vejetatif gelisme oldugu gozlenmistir.
“Marfona” patates cesidinin “Granola” ¢esidine goére ¢ikis gicinin yiksek, hizli ve
yatik blyddugu saptanmistir. Bitki doku parcalari standart ydntemlere gore
sterilizasyon islemi tamamlanmis deney tipleri icinde klima odasinda kiiltlre
alinarak surgin gelisimi saglanmistir. Buradan gelisimleri saglanan bitkiler
transformasyonda kullaniimistir.

A. tumefaciens ile Patates Eksplantlarinin Transformasyonu: Patates
bitkisinde A. tumefaciens’in pCAMBIA 1301 plazmidini iceren EHA101 izolati ile
transformasyonlari yapilmigtir. Transformasyonun ilk asamasi olan bakteri
solliisyonun hazirlanmasi esnasinda icerisine 20 mg/l asetosiringon, 5 mM betain
ve 1 mg/l 2,4-D ilave edildiginde transformasyon sikhdinin arttigi goézlenmistir.
Benzer sonuglar; Hamdi ve ark. (2003)'nin yapmis olduklari ¢alismalarda da rapor
edilmistir.  internodium  eksplantlarin  bakteri  solisyonunda 20 dakika
bekletilmesinin transformasyon sikligi agisindan en iyi sonucu verdigi saptanmigtir.
Bu surelerden daha uzun sure bakteri solisyonu igerisinde bekleyen bitki doku
pargalarinda kararma ve sonrasinda antibiyotikli ortam (izerinde kiilttire alindiginda
yogun bakteri gelisiminin devam ettigi gdézlenmistir. Transformasyonu yapilan
dokular antibiyotik iceren rejenerasyon ortami tUzerinde kultlre alinmasi sonucunda
tahmini trangenik bitkilerin 2-3 hafta sonra gelistigi gdzlenmigtir (Sekil 1).
Transformasyonda kullanilan 90 adet internodium doku pargasindan 81, 30 adet
yaprak doku parcalarindan ise 6 adet birbirinden bagimsiz tahmini transgenik bitki
rejenerasyonu gerceklesmigtir. Bdylece yaprak doku pargasinda
transformasyondan sonra olduk¢a dusuk rejenerasyon meydana gelirken,
internodium doku parcalarindan daha yiksek rejenerasyon seviyesinde transgenik
surgiin gelisimi gézlenmigtir (Cizelge 1). Sekil 1, ve Sekil 2 A,C,D’den de
anlasildigi gibi yapilan transformasyon c¢alismalarindan sonra tahmini transgenik
doku parcalarinda antibiyotikli ortamlar tizerinde rejenerasyonun oldukga iyi oldugu
gozlenmistir. Arastirmada bakteri ile gen transferi yapilmadan antibiyotik iceren
ortamlar Uzerinde kontrol amaciyla patatesin internodium doku pargalar kulttre
alinmistir. Kontrol amagl kultire alinan internodium doku pargalari ilk haftalarda
normal gelisimlerini surdurirken daha sonraki haftalarda doku pargalarin da
sararma, klorofilsiz renk agilimlari ve 6lum meydana geldigi gdézlenmistir (Sekil 2B).
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Cizelge 1. A. tumefasiens’in pCAMBIA1301 Plazmidini igeren EHA 101 izolati ile
Transforme  Edilen  internodium ve  Yaprak  Eksplantlarinda
Transformasyon Sikligi

Kul. Eksplant Elde Edilen Transformasyon
Sayisi Sirglin Sayisi Basarisi (%)
internodium 90 81 90
Yaprak 30 6 20
Toplam 120 87 110

Sekil 1. Cry 1A(c) Genini Tasiyan A. tumefaciens ile Transformasyon Sonucunda
10 mg/l Hg ve 300 mg/l Cb igeren Ortam Uzerinde Kiiltire Alinan
internodium Doku Parcalarindan Gelisen Tahmini Transgenik “Marfona”
ve “Granola” Patates Surgtnleri

Transformasyon yapilan dokulardan gelisen 5 haftalik tahmini transgenik
surgunler daha iyi gelisimlerini saglamak igin 15 ml kati ortam iceren cam deney
tplerine aktariimistir (Sekil 2C).

Transgenik Bitkilerin Koéklendirilmesi ve Dogal Kosullara Adaptasyonlari:
Elde edilen tahmini transgenik bitkiler kdklendirmek amaciyla Higromisin B (Hg)
antibiyotigi iceren farkli hormonlarla denemeler kurulmustur. En iyi kdk gelisiminin
1 mg/l NAA iceren MS ortaminda meydana geldigi g6zlenmistir (Sekil 3A). Kok
olusumu icin 0.5 mg/l NAA iceren MS ortami UGzerinde kiiltire alinan bitkilerde %
50 oraninda kéklenme oldugu belirlenmis ve olusan koklerin kisa ve zayif kilcal
koklerden meydana geldigi gozlenmistir. Diger koklendirme ortaminda bitkilerde
olusan koklerin zayif koklerden olustugu saptanmigtir. NAA'n 1 mg/l
konsantrasyonunu igeren ortamlar tizerinde kiltiire alinan bitkilerde 3 hafta sonra
15 cm uzunlugunda kék olusturdugu gdzlenmistir. Bu transgenik bitkiler topraga
aktarilarak, dogal kosullara adaptasyonlari saglanmis ve normal blylime
gOstermiglerdir. Gelisen bitkiler Uzerinde c¢icek ve yumru olusumu bakimindan
herhangi bir anormallik gbézlenmemig, normal bitkiler gibi gelisim gosterdigi
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belirlenmigtir (Sekil 3B). In vitro kosullardan in vivo kosullarina adaptasyon
esnasinda yaklasik % 40 “Granola”, % 20 “Marfona” bitkisinde kayiplar meydana
gelmigtir.

2 2008/10/1218:12
Sekil 2. Transformasyon Sonucunda Killtiire Alinan internodium Doku Parcalarindan
Gelisen Tahmini Transgenik “Marfona” (C) ve “Granola” (A, D) Surgunleri,
Transforme Edilmemis Patates Internodium Eksplantlar (Kontrol:B) ve Cam

Deney Tuplerinde Kdultire Alinan Transgenik Bitkiler (C)

A
Sekil 3. 10 mg/l Hg ve 1mg/l NAA iceren MS Ortamlarinda Kiiltire Alinan
Transgenik Patates Cesitlerinde Kok Gelisimleri (A) ve Topraga Adapte
Edilen Transgenik Bitkiler (B)

Transgenik Bitkilerden izole Edilen DNA Orneklerinde Higromisin Dayanikhilik
Geninin (Hpt) PCR Analizi: Transgenik patates bitkilerinde markér gen olan Hpt
geni icin PCR analizleri yapilmistir (Sekil 4). Transgenik olmayan kontrol bitkiden
izole edilen DNA d&rneklerinin kullanildigi PCR sonucunda herhangi bir bant
olusmaz iken, pozitif kontrol olarak kullanilan bakterinin olusturdugu DNA bandinin
blyukligu ile transgenik bitkilerden elde edilen DNA bandi buyukligu ile ayni
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spesifik band olusturduklari Sekil 4'de gorilmektedir. Antibiyotikli ortamlar tGzerinde
seleksiyonu yapilan transgenik bitkilerden bazi bitkilerin PCR analizi sonucunda
herhangi bir DNA bandi olusmadigi belirlenmistir. Buda bazen antibiyotikli ortam
Uzerindeki gen kaciglarinin oldugunu gdstermektedir (Davidson ve ark. 2004;
Kumar ve ark. 2010). Transgenik bitkiler arasindan tesadufi olarak segilen 19 adet
transgenik bitkilerin Hpt geninin varligi agisindan yapilan PCR analizinde 12 tane
transgenik bitkilerin PCR sonucunda spesifik bantlar olusturdugu belirlenmistir.
Spesifik bantlar olusturmayan bitkilerde PCR sonrasi sentezlenen DNA’nin
elektroforezde kayba ugrayabilecegi yada dejenere oldugu disuniimektedir.

M N P TI T2 T T4 TS T6 17 T8 19 TI0 THI TI2 TI3 T4 TIS TI6 TI7 TIS T

1200bp —

Sekil 4. “Marfona” (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9) ve “Granola” (T10, T11,
T12,T13,T14, T15, T16, T17, T18, T19) Patates Cesitlerinden Elde Edilen
Transgenik Bitkilerde Hpt Geni icin PCR Analizi; M; 100bp DNA Ladder
Plus,T1,7T2,T3,T4,T5,T6,T7,78,T9,T10,T11,7T12,T13,T14,T15,T16,T17,T18,
T19;Transgenik Bitkiler, P;EHA101 izolati, N; Transformasyon Yapiimamis
Patates Bitkisi

Transgenik Bitkilerden Elde Edilen Vejetatif Yumrularin Higromisin
Dayaniklilk Geni (Hpt) igin PCR Analizi: Transgenik patates bitkilerinden elde
edilen vejetatif yumrulari saksilara dikilmis ve cikislari gézlenmigtir. Dikimi yapilan
10 adet “Marfona” yumrularindan 5 tanesinde bitki elde edilmistir. Elde edilen
bitkilerden DNA izolasyonlari yapilmis ve Hpt geni icin PCR analizleri yapilmis ve
spesifik 700 bp. bayukliginde DNA bantlari elde edilmistir. Bdylece aktarilan genin
stabil olarak yumrulara gectigi kanitlanmigstir (Sekil 5).

M N P T1 T2 T3

1200bp —

700bp € 35 »o G e o8 B

Sekil 5. “Marfona” Patates Cesitlerinden Elde Edilen Transgenik Bitkilerin
Yumrularinin Htp igin PCR Analizi;T1, T2, T3, T4, T5; Transgenik Yumru,
P; A. tumefaciens’ in pCAMBIA1301 Plazmidini iceren EHA101 Irki, N;
Transformasyon Yapilmamig Patates Bitkisi
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Transgenik Patates Bitkilerinin Biyolojik Olarak Testlenmesi: Transgenik
“Marfona” ve “Granola” c¢esidi patates bitkilerinde higromisin geninin varlig
acisindan PCR analizleri yapilmistir. Bu analiz sonucunda pozitif bant olusumu
gOsteren transgenik bitkiler segilerek Cry 1 A(c) geninin varhgini tespit etmek igin
biyolojik testlemeler yapiimistir. Cry 1 A(c) geni iceren transgenik patates bitkileri
test etmek icin sera kosullarinda bdcek kafesleri icerisinde 3. ve 4. dénem patates
bocedi (L. decemlineata Say.) larvalarinin bitkiler (zerinde beslenmeleri
saglanmistir. Kurulan deneme sonucunda kontrol bitki ve transgenik bitkilerden
alinan yapraklar ile beslenen patates bocegi larvalarinin 4 giin sonra % 80-85
oraninda larva ve % 50 oraninda pupa 6limi meydana geldigi gézlenmistir (Sekil
6). Kontrol olarak kullanilan patates bitkisinin yapraklarin Gzerinde beslenen
larvalar canliliklarini korumuslardir. Davidson ve ark. (2004), Cry 1 Ac9 genini A.
tumefaciens araciligi ile patates bitkilerine aktararak Lepidoptera takimindan olan
patates guvesine karsi dayanikh bitkiler elde etmislerdir. Elde ettikleri transgenik
bitkilerin boécek larvalarinda yiksek oranda o6luimlere neden oldugunu
saptamiglardir. Kamenova ve ark. (2008) Cry 3 A geni ile Ug¢ farkh patates
cesitlerine gen aktarimi yapmiglar ve patates bécegine (Leptinotarsa decemlineata
Say.) dayanikh transgenik bitkiler elde etmiglerdir. Elde ettikleri transgenik bitkileri
biyolojik testleme amaciyla patates bocedi farkli donemlerindeki larvalarinin
beslenmelerini saglamisglar ve larvalarin dénemlerine gbre 2-9 gln igerisinde
olduklerini tespit etmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismalarda da Lepidoptera takimi
zararlilar Uzerinde etkili olan Cry 1A(c) geninin patates bitkisine aktariimasi
sonucunda elde edilen transgenik patates bitkilerinin Cry genlerinin toksik
etkisinden dolayl patates boceginin larvalarina kargida etkili olabilecegi
g6zlenmistir. Transgenik bitkiler Gzerinde beslenen patates bdceklerinde % 10-15
oraninda bir zarar meydana gelirken, transformasyon yapilmamis kontrol olarak
kullanilan bitkinin yapraklari tizerinde beslenen patates bocegi % 90 oraninda bir
zarar meydana getirmistir (Sekil 6).

Kurulan deneme sonucunda transgenik “Marfona” ve “Granola” cgesidi
Uzerinde beslenen patates boceginin agirliklarinda ilk glinlerde farklilagsma olmadan
3. ve 4. glnlerde agirliklarinda azalma meydana gelmistir. Dort ginlik takiplerde
bdceklerin % 80-85'inde 6lim gobzlendigi bazi bdceklerde ise pupa olusumunun
meydana geldigi gdzlenmigtir. Daha sonraki kontrollerde ise olusan pupalarda
kurumalar meydana gelmis ve ergin ¢ikigina rastlanmamigtir. Kontrol, Transgenik
“Marfona” ve “Granola” bitkileri ile beslenen larvalarin ortalama degerleri
incelendiginde, kontrole gore transgenik bitkiler ile beslenen bdceklerde dnemli
diizeyde agirlik kaybi saptanmistir. iki cesit arasinda ézellikle “Marfona” gesidinde
diger ceside gore daha dusiik agirhk saptanmasina karsin bu fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamistir (Cizelge 2).
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Sekil 6. Transgenik “Marfona” (Ustten Ik Sira) ve “Granola” (Ustten Ikinci Sira) ve
Kontrol Bitkilerin Yapraklari (Ustten Uglnct Sira) Uzerinde Beslenen
Patates Bocegi (L. decemlineata Say) Larvalarinin Olusturdugu Zarar

Cizelge 2. Transgenik “Marfona” ve “Granola” Uzerinde 4 Giin Beslenen Patates
Bocegi (L. decemlineata Say.) Larvalarinin Agirliklarindaki Farklilagsma

GUNLER
Uygulama 1 2 3 4 Ortalama
Konrol 76.0| 814 96.0 113.0 91.60 a*
Transgenik Granola 58.0 | 51.8 48.0 38.0 48.45 b*
Transgenik Marfona 46.0 | 424 35.0 24.4 36.95 b*
Ortalama 60.0 | 58.5 59.7 58.5 59.17
LSD 16.18

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

Tartisma ve Sonuglar

Cry IA(c) delta endotoksinlerinin Lepidoptera takimi bocekler tzerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Burada yapilan ¢alismada aktarilan Cry 1A(c) geninin
Coleoptera takimina bagll patates bocegi larvalarinda da etkili olabilecegi
gbsterilmeye calisiimistir. Burada elde edilen sonuglar ile literatlirde yapilan ¢alisma
sonuglarinin uyum igerisinde oldugu goérulmustir. Cry kristal proteinleri Bacillus
thuringiensis’den izole edilmis 200 den fazla grup ve en az 50 tane alt gruptan
olugmaktadir. izole edilmis farkli Cry genleri arasinda yapisal bazi farkliliklarin olmasi
nedeniyle farkl Cry genleri meydana gelmigtir. Cry genlerinin yapisinda (domain |, Il
ve Il ) 3 farkli domain bdlgelerinden meydana gelmistir. Domain Il ve domain IlI
bolgeleri konukgu ile reseptér bdlgesini taniyarak baglanmakta ve bu sekilde
konukgu hicreye toksik etkisini olugturmaktadir (Davidson ve ark. 2004). Cry IA(c)
geni Ozellikle Lepidoptera takimi boceklerde toksik etki yarattigi disiniimesine
ragmen Kumar ve ark. (2010) yapmis olduklari biyolojik analizlerde Coleoptera
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takimi boceklere de Cry 1A genlerinin etkili oldugunu gdstermislerdir. Mohammed ve
ark. 2000 yaptiklari biyolojik testlemelerde Cry 1l geninin Lepidoptera ve Coleoptera
takimlarinda etkili oldugu, Cry Ib geninin ise, Coleoptera, Lepidotera ve Diptera
takimlarina ait boceklere karsi da etkili oldugu, Cry IA ve Cry Il genleri kullanilarak
yaptiklari biyolojik testlemelerde bu genlerin kodladidi aktif proteinlerin Lepidoptera
ve Coleoptera takimi bdceklere de etkili oldugunu tespit etmiglerdir. Bu sekilde
arastirma sonucunda bazi Cry proteinlerinin birden fazla bécek takimlarinda éldirtci
etkisinin oldugunu rapor etmislerdir. Nitekim bu calismada da Cry IA(c) geninin
Coleoptera takimi Patates bocegi larvalarinda da toksik etki yarattigi kanitlanmistir.
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