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OZ: Bu calismada aktif maddesi glufosinat amonyum olan herbisitlere direncli transgenik tiitiin
bitkilerinin gelistirilmesi amact ile yapilan arastirmamalarin ilk sonuclar sunulmaktadir. Izlenen strateji,
herbisitin aktif maddesi olan glufosinat amonyum’un detoksifikasyonunu olast kilan bir enzim olan
fosfonitrisin asetil transferazin (PAT) sentezinden sorumlu BAR geninin tiitiin bitkilerine transferi
seklindedir. Gen transferi Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suslart kullamlarak, “binary” vektor
stratejisi ile gerceklestirilmistir. Gen transferi sonrasi, kontol bitkiler icin letal olan 4 mg/litre derisimde
glufosinat amonyum varliginda yaprak disklerinde kallus ve govde olusumu gozlenmigtir.
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DEVELOPMENT OF HERBICIDE RESISTANT TRANSGENIC
TOBACCO PLANTS

ABSTRACT: This work describes the preliminary results of our resarch towards development of
transgenic tobacco plants resistant against herbicides with glufosinate ammonium as the active ingradient.
The strategy was to transfer BAR gene to tobacco plants, which codes for phosphinotricin acetyl transferase
(PAT), an enzyme enabling the detoxification of the herbicide’s active ingredient glufosinate amonium. Gen
transfer was performed by using Agrobacterium tumefaciens LBA4404 strains according to binary vector
strategy. After gene transfer, callus and shoot generation was observed in the presence of 4 mg/liter
concentration of glufosinate ammonium, which was lethal to control plants.
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GIRIS

Giintimiizde gen miihendisligi ve molekiiler biyoloji tekniklerinin uygulanmasi
ile bitkilere gen transferine yonelik arastirmalar olduk¢a yaygimlasmistir. Bu arastirmalar
kapsaminda kiiltiir bitkilerine aktarilan yeni genler sayesinde herbisit direnci
kazandirilmasi yoniinde yapilan arastirmalara da sikc¢a rastlanmaktadir (Botterman ve
Leemans 1988, Mazur ve Falco 1989, Holt 1993).
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Bu yonde yapilan calismalarda baslica ii¢ degisik strateji izlenmektedir.
Bunlardan ilki, herbisitin aktif maddesinin etkiledigi hedef proteinin modifikasyonudur.
Bu amagla hedef proteinin sentezinden sorumlu gen modifiye edilmekte ve bitkilere
normal hiicresel islevini gorebilen fakat herbisitin aktif maddesine duyarsiz yeni bir
molekiil sentezlettirilmektedir. ikinci stratejide bitiklerdeki hedef molekiil bazi genetik
manipiilasyonlar sonucu daha fazla iiretilmekte, boylece herbisit aktif maddesinin
varliginda bile hedef molekiiklin sorumlu oldugu hiicresel fonksyonlar yerine
getirilebilmektedir. Ugiincii ve son stratejide ise, bitkiye herbisitin aktif maddesini
detoksifiye eden yeni bir enzim sentezlettirilmektedir. Bu amacla detoksifikasyon yapan
enzimin sentezinden sorumlu gen bitkilere aktarilmakta, bu sayede de herbisitin aktif
maddesi hedef molekiilii etkileyemeyen bir bilesige cevrilmekte dolayisiyla hedef molekiil
de herbisitin varliginda dahi normal hiicresel islevini yiiriitebilmektedir.

Yukarida bahsi gecen stratejiler uygulanarak degisik etki mekanizmalar1 ve aktif
madde igeren herbisitlere direngli transgenik bitkiler elde edilmis (Haughn ve ark., 1988;
De Block ve ark., 1989; Fromm ve ark., 1990; Brandle ve Miki 1993; Smeda ve ark.,
1993; Chamberline ve ark., 1994; Downs ve ark., 1994) ve yapilan tarla denemelerinden
de olumlu sonuglar alinmistir (Greef ve ark., 1989; Beck ve Ulrich 1993; Hoyle 1993).

Laboratuvarlarimizda, yukarida belirtilen ii¢iincii strateji izlenerek aktif maddesi
glufosinat amonyum olan (®BASTA , Hoechst) herbisitlere direngli transgenik tiitiin
bitkilerinin eldesi yoniinde arastirmalar yiriitilmektedir.  Total bir herbisit olan
®BASTA aktif madde olarak phosphinotricin (PPT) molekiiliiniin kimyasal olarak
sentezlenmis amonyum tuzunu i¢cermektedir (Glufosinat amonyum). Bu bilesik bitkilerde
amonyum asimilasyonundan sorumlu anahtar enzim olan glutamin sentetaz (EC: 6.3.1.1)
(Li 1993) enzimini inhibe etmektedir. Enzim aktivitesi durdugunda bitki hiicrelerinde
amonyum birikimi olmakta bu da sonucta bitki hiicresi iistiinde oliimciil bir etki
yaratmaktadir.

Phosphinotrisin asetil transferaz (PAT) enzimi PPT’yi asetilasyon yolu ile
detoksifiye edebilen bir enzimdir. Bu enzim BAR geni tarafindan sentezlenmektedir ve bu
gen ilk olarak 1987 senesinde Streptomyces hygroscopicus bakterilerden izole edilmisdir.
(Thompson ve ark., 1987). PAT enzimi PPT’yi asetil-PPT sekline c¢evirmektedir ve
molekiil bu hali ile glutamin sentetaz enzimi lizerinde etkisizdir. Bagka bir deyisle, PAT
enzimi PPT’yi detoksifiye etmekte bu sayede de bu enzimi sentezleyebilen bir bitki
herbisitin varliginda dahi canlilifini siirdiirebilmektedir.

Sunulan caligmanin amaci, BAR geninin tiitiin bitkilerine Agrobacterium
tumefaciens yolu ile aktarilmasi ve herbist direnci gosteren bitkilerin eldesidir.
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MATERYAL VE METOT

Deneylerde bitki materyali olarak Nicotiana tabacum Samsun ¢esidi
kullanilmigtir.  Gen transferi ¢alismalart pDHB321.1 binary vektoriinii tasiyan
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suslari ile yiritilmiistir. Bu sus makalenin
bundan sonraki bdliimlerinde LBA:pDHB olarak ifade edilecektir. pPDHB321.1 vektort,
T-DNA bélgesinde 35S promotor ve nos terminatdrii kontrolunda BAR genini igeren bir
transformasyon vektoriidiir. Vektor, Laboratoire de Biologie Cellulaire, INRA-Centre de
Versailles, Fransa’dan Dr. David Bouchez’den elde edilmistir.

pDHB321.1 vektorii Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suslarin “triparental
mating” yontemi ile mobilize edilmistir (van Haute ve arkadaslari 1983). Gen transferi
yaprak diski transformasyonu yontemiyle gergeklestirilmistir (Horch , 1985). Deneylerde
kullanilan tiim ortam ve malzemeler otoklavlanarak steril edilmistir. Ortamlarda
kullanilan antibiyotik ve glufosinat amonyum 0.2 mikronluk filtrelerden gegirilerek steril
edildikten sonra otoklavlanmis ortamlara eklenmistir. Tiim deneysel metotlarin detaylari
daha 6nce verilmistir. (Oktem ve Yiicel 1993; Oktem ve ark., 1994).

BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizin ik  bolimiinde, kontrol bitkilerden hazirlanan yaprak
pargaciklarinin  (disklerin)  deneylerde  kullanilan  ortamlardaki  rejenerasyon
kapasitelerinin tayinine yonelik arastirmalar yapilmistir. Deneylerde besiyeri olarak
degisik derisimlerde bitki hormonlar1 , antibiyotik ve herbisit aktif maddesi olan
glufosinat amonyum iceren Muashige-Skoog (1962) ortamlar1 kullanilmigtir.  Bu
ortamlardan MSA, Img/litre BA ve 0.1mg/litre NAA icermektedir. Normal biiyiime
kosullarinda (25+£2°C, 16 saat 151k) kontrol bitkilerden hazirlanan steril diskler bu
ortamlarda kallus ve gdvde olusumunu gergeklestirebilmektedirler (Sekil 1).

Deneylerimizde gen aktarimi sonrasi herbisit direnci kazanan bitkilerin secimi amaciyla
MSB ortamlart kullanilmistir. MSB ortamlar1t MSA ortamina ek olarak lethal dozda
glufosinat amonyum ve Agrobacterium hiicrelerinin eleminasyonu i¢in 400mg/litre
derisimde karbenisilin antibiyotigi icermektedir. Sekil 2, kontrol bitkilerden hazirlanan
yaprak disklerinin glufosinat amonyum varliindaki gelisimlerini gostermektedir.
Gortldiugi gibi ortamda bulunan herbisit aktif maddesi kullanilan derisimlerde diskler
iizerinde letal etki gostermektedir.
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Sekil 1. Kontrol yaprak disklerinin MSA ortamindaki geligimi.
Figure 1. Development of control leaf disks in MSA media.

Yaklagik 3 aylik tiitlin bitkilerinden alman yapraklar %1°lik sodyum hipoklorid
cozeltisinde ylizeysel sterilizasyona tabii tutulmustur. Steril yapraklardan hazirlanan
pargaciklar (diskler) MSA ortamina alinmig ve 25+2°C, 16 saat 1s1k kosullarinda
gelisimleri goézlenmistir. Diskler her 15 giinde bir taze olarak hazirlanmis MSA
ortamlarina aktarilmistir. Fotograf ornek bir yaprak diskinin 2 aylik gelisimini
gostermektedir.

Sekil 1’in alt yazisinda agiklandigi gibi hazirlanan yaprak diskleri belirtilen derisimde

glufosinat amonyum (GluAm.) igeren MSA ortamlarina alimmig ve gelisimleri
gozlenmistir. Fotograf disklerin 15 giinliik gelisimini gostermektedir.
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Sekil 2. Kontrol yaprak disklerinin degisik derigimlerde glufosinat amonyum
iceren MSA ortamlarindaki gelisimi

Figure 2. Development of control leaf disks in MSA medium with concentration of
glufosinate amonium.

LBA:pDHB ile yapilan transformasyon deneyi sonucunda elde edilen diskler,
4mg/litre glufosinat amonyum iceren MSB ortaminda callus ve govde olusumlarina
basliyabilmektedirler (Sekil 3). Baska bir deyisle, rejenere etmekte olan bu bitkiler
glufosinat amonyuma direngli hale gelmisler ve normalde lethal olan herbisit dozunu
tolere edebilmektedirler.

Sunulan c¢alisma, herbisit direngli transgenik tiitiin bitkilerinin eldesini
amaclayan arastirmalarimizdan elde edilen ilk deneysel sonuglar1 gostermektedir. Sekil 1
ve 2 incelendiginde, herbisitin aktif maddesi olan glufosinat amonyumun kullanilan
derisimlerde bitkilerin gelisimini durdurup lethal bir etki yarattig1 acikca gézlenmektedir.
Gen transferi yapilan diskler ise lethal olan herbisit derisimlerinde gelisim
gosterebilmektedirler (Sekil 3).
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Sekil 3. Kontrol ve LBA:pDHB ile muamele edilmis yaprak disklerinin MSA ve
MSB ortamlarindaki gelisimi.

Figure 3. Development of control and LBA : pDHB treated leaf disks in MSA and MSB
medium.

Bu deneyde aynu tiitiin bitkisinden hazirlanan steril yaprak diskleri kullanilmigtir.
Disklerin bir boliimii direkt olarak MSA ortamlarina alinmuslardir. Diger diskler 5 dakika
stre ile Agrobacterium tumefaciens LBA:pDHB suslar1 ile muamele edildikten sonra
MSA ortamma almmiglardir. Tiim diskler 3 giin siire ile MSA ortaminda tutulduktan
sonra, Agrobacterium ile muamele edilmemis setlerden biriyle Agrobacterium ile 5
dakika muamele edilmis diskler MSB ortamlarina alinmiglardir. Bu petriler resimin alt
kisminda sirast ile “-” kontrol ve LBA:pDHB (5 min) olarak goriilmektedir. Diger yaprak
diskleri ise MSA ortaminda birakilmislardir (“+” kontrol). Tiim diskler her 7 giinde bir
taze olarak hazirlanmig ortamlara aktarilmistir. Fotograf disklerin MSB ortamina
alindiktan sonraki 25 giinliik gelisimini gostermektedir.

Bu sonug, gen aktarimi yapilan bitkilerde BAR geninin bitki hiicrelerine
aktarildigini, genoma integre oldugunu ve fonksyonel olarak ifade edildigini gosteren
onciil bir bulgudur. Sekil 3° de gosterilen bitkiler halen rejenerasyonlarini devam
ettirmektedirler.
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Sunulan c¢aligmanin, kesin olarak basariyla sonuglandiginin, baska bir deyisle
herbisit direncli transgenik tiitiin bitkilerinin elde edildiginin sdylenebilmesi igin,
rejenerasyon sonucunda elde edilen bitkilerin analiz edilmesi gerekmektedir. Yiirlitmeyi
planladigimiz analiz yontemleri hem transgenik bitkilerden elde edilecek genomik DNA
orneklerinin “Southern Blot” teknigi ile analizini hem de herbisit uygulamasi sonrast
bitkilerin morfolojik tepkilerinin incelenmesini igermektedir. Bu c¢alismalar icin gerekli
teknikler optimize edilmis ve halen g¢alisir durumdadir. Laboratuvarimizda LBA:pDHB
susuyla yapilan diger denemelerden de ilk asamada olumlu sonuglar alinmistir.
Arastirmalarimiz, BAR genini iceren farkli binary vektorler ve Agrobacterium
tumefaciens suslari ile de devam etmektedir.
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