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Anahtar Kelimeler

Patlican, O0z: Bu calismada Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen farkli yerel pathcan
Agrobacterium, . genotiplerinin transformasyon etkinliklerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
transformasyon etkinligi Calismada bitkisel materyal olarak 7 farkl yerel patlican genotipi(Yamula, Kemer,

Topan,Pala, Aydin Siyahi, Bilecik ve Gaziantep) kullanmilmistir. Agrobacteriumaracili
transformasyon i¢in protocol 2 farkli(P1 ve P2) kullanilmistir. Elde edilen bulgulara
gore P1 Yamula ve Gaziantep genotiplerinde rejenerasyon etkinligi %1 olarak
belirlenirken diger genotiplerden rejenerasyon elde edilememistir. Protokol 2’de
ise transformasyon etkinligi %2-13 arasinda elde edilmistir En yiiksek bitkiye
doniisiim Gaziantep(% 13) ve Yamula(%11) genotiplerinden elde edilirken en
diisiik bitkiye doniisiim Aydin Siyahi genotipinden elde edilmistir. Kiiltiire alinan
eksplantlardan elde edilen rejenerasyon etkinligi ise %2-13 arasinda degisirken en
yuksek rejenerasyon etkinligi Gaziantep genotipinde (%13) belirlenmistir. Protokol
2’de biitiin genotiplerden bitkiye doniisiim saglanmistir. Calismada elde edilen
bulgular Tirkiye’de lokal olarak yetisen patlican genotiplerinin transformasyon
etkinliklerinin protokole ve genotipe gore degistigi bunun nedeninin ise
genotiplerin sahip oldugu genetik yapinin transformasyon etkinliginde onemli
etkiye sahip olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Determination of TransformationEfficiency of DifferentLocalEggplant
(Solanummelongena L.) Genotypes

Keywords Abstract: The objective of this study was to ascertain the transformation efficiency
Eggplant, _ of diverse local aubergine genotypes cultivate dextensively in Tirkiye. The study
Agrobacterium, utilised seven distinct local aubergine genotypes (Yamula, Kemer, Topan, Pala,

transformationefficiency Aydin Siyahi, Bilecik and Gaziantep) as plant material. Two different protocols (P1

and P2) were employed for Agrobacterium-mediated transformation. The outcomes
of the study indicated that regeneration efficiency was 1% forthe Yamula and
Gaziantep genotypes in Protocol 1, while noregeneration was observed for the other
genotypes. The highest regeneration efficiency was observedfor the Gaziantep
(13%) and Yamula (11%) genotypes, while the lowest was observed for the Aydin
Siyahi genotype. The range of regeneration efficiency observed for the cultured
explants was from 2-13%, with the highest recorded efficiency seen in the Gaziantep
genotype (13%).It is noteworthy that all genotypes were successfully transformed
in accordance with Protocol 2. The findings of this study imply that the
transformation efficiency of eggplant genotypes grown in Tirkiye is contingent on
the protocol and genotype, suggesting that the genetic composition of these
genotypes significantly impact tstransformation efficiency.
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Farkh Yerel Patlican (Solanummelongena L.) Genotiplerinin Transformasyon Etkinliklerinin Belirlenmesi

1. Giris

Patlican (Solanummelongena L.) Solanaceae familyasina ait olup tiim diinyada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan
bir sebzedir[1]. Diinya sebze liretimi igerisinde patlican, domates, hiyar ve biberden sonra dérdiincii sirada yer
almaktadir.

Diinya niifusun hizla biiytimesi, gida dagilimindaki yetersizlikler, hasat sonrasi meydana gelen kayiplar nedeni ile
liretici ve tiiketici talepleri dogrultusunda patlicanda islah ¢alismalari giderek artmaktadir. Fakat kullanilan klasik
1slah yontemlerinin uzun zaman almasi, maliyetinin yiiksek olmasi gibi olumsuz pek ¢ok faktorler sebebi ile
biyoteknolojik yontemler hizli sekilde 1slah calismalarinda kullanilmak tizere 1slahgilar tarafindan dahil edilmistir.
Fakat biyoteknolojik yontemlerinpatlican islah calismalarina entegre edilmesidomates ve biberinde icerisinde yer
aldig: tiirlerile kiyaslandiginda oldukga geriden geldigi bildirilmektedir[2]. Ozellikle dogrudan gen transferi veya
CRISPR Cas9 ile diger tiirlerde oldugu gibi patlicanda da yeni 6zelliklerin kazandirilmasi 1slah programlarina
onemli katki sunabilmektedir. Ancak 6zellikle gen transferinde tiirlerin gen transferi etkinligi genotipe ve gen
transfer yontemlerine baglh olarak degisebilmektedir. Bir¢ok tiirde oldugu gibi patlicaninda yer aldig1 Solanaceae
familyasinda yaygin olarak kullanilan yoéntem Agrobacterium araciliflyla yapilan transformasyondur.
Agrobacterium aracili transformasyon, bitki 1slahi i¢in en yaygin kullanilan genetik mithendisligi yontemidir. S6z
konusu ydntem yabanci genlerin konakg1 bitkide gen ekspresyonun arttirilmasi, bitkide negatif etkiye sahip
genlerin RNAi ve CRISPR gibi yontemlerde ekspresyonunun azaltilmasi ve bloke edilmesi(knock-down) veya gen
diizenleme teknolojileri ile nokta mutasyonlarin olusturulmasi igin tercih edilmektedir.Agrobacterium aracili
genetik transformasyon, farkli germplazmlardan elde edilen genlerin transferleri ile bazi hastalik ve zararlilara
karsi dayaniklilik (R genleri) gibi yararli yeni ozelliklerin ekonomik degeri yiiksek tiirlere aktarilmasi,
partenokarpi ve biyolojik olarak zenginlestirilmis meyvelerin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.Bugiine kadar yiiksek verimli gesitlerin gelistirilmesi amaciyla bitkisel {iretim programlarinda
konvansiyonel 1slah yaklasimlari basariyla uygulanmistir.Ancak bunlar ¢ok fazla zaman, maliyet ve insan giici
gerektirmektedir. Bu tiir sinirlamalar, 6nemli tarimsal 6zelliklerin manipiilasyonu i¢in son teknoloji genetik
miithendisligi teknolojilerinin kullanilabilirligi sayesinde artik kolayca asilabilmektedir. Bu nedenle Agrobacterium
aracili genetik mithendisligi, patlican (Solanummelongena L.) 1slahinda geleneksel 1slah yontemlerine gii¢lii bir
alternatiftir. Transgenik ve genom dizenleme uygulamalarinin uygulanarak gelistirilmis patlican cesitlerinin
gelistirilmesi i¢in kolay, etkili ve tekrarlanabilir bir Agrobacterium aracili transformasyon protokoliiniin varligi 6n
kosuldur. Bugiine kadar patlicanda genetik transformasyon etkinliginden genotip etkisini rapor eden ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir [3-4]. Ancak, daha o6nce yapilan c¢alismalar o6zellikle etkin ve tekrarlanabilir bir
Agrobacterium aracili transformasyon protokoliiniin gelistirilmesine odaklanmamistir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda
gen karakterizasyonuna ve transgenik patlican gelistirmeye amaciyla ortam bilesimine [5-6] eksplant tiplerine [7-
8-9] odaklanmis veya biiyiime diizenleyicilerin ve transgenik bitkilerin seleksiyonunda kullanilan antibiyotiklerin
[10] ve tasiyict vektorlerin [11] patlican transformasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. Ancak genetik
transformasyonun basar1 oraminin eksplant kaynaklari, genotip veya genetik yapi, ortamin pH', biiyiime
kosullarinin sicakligy, sivi stispansiyon kiiltiirii ve ko-kiiltiir ortamindaki Agrobacterium hiicre yogunlugu, ko-
kiltiiriin siiresi, antibiyotik seleksiyonbaskisi, slirgiin uzamasi veya rejenerasyon ortaminin hormonal bilesimi vb.
gibi cok faktorden etkilendigi bilinmektedir. Bu nedenle, genetik transformasyonun basarisini etkileyen bu 6nemli
faktorlerin anlasilmasi igin patlican transformasyonu ve rejenerasyonunun kapsamli bir sekilde incelenmesi
onemlidir. Farkli genotiplerin genetik yapisi ve eksplant kaynagi, patlican rejenerasyonuna ve transformasyon
etkinligine farkli tepkileri etkileyen 6nemli bir faktordiir [7].Patlicanda ilk basarili genetik transformasyon 1988
yilinda gerceklestirilmis olmasina ragmen [12], bugiine kadar transformasyon etkinligi %8 ile %23 arasinda
basari elde edilmis fakat domates gibi tiirlerle kiyaslandiginda hala diisiik olarak kabul edilmektedir[11-13].

Tirkiye patlican tretiminde oldukca onemli potansiyele sahiptir[14]. Tirkiye’de ¢ok sayida patlican ¢esidi
tiretimde kullanilmakta olup bunlardan bircogu yerel standart cesitlerden olusmaktadir. Patlican 1slahinda
markiryardimiyla seleksiyon ve doublehaploid gibi biyoteknolojik uygulamalar mevcut olmasina ragmen gen
transferi konusunda yeterli calisma mevcut degildir. Ozellikle son yillarda CRISPR/Cas9 teknolojisi gibi
uygulamalarin yayginlasmasi ve s6z konusu yontemlerin tilkemiz patlican 1slahi programlarinda da kullanilmasi
soz konusu olabilecektir. Bu ¢alismalarin ilk adimi calisilacak genotiplerin transformasyon etkinliginin
belirlenmesidir.

Buradan hareketle bu ¢alismada, farkl yerel patlican genotiplerinin transformasyon etkinliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Elde edilen bulgular gelecekte yerli cesitler ile yapilacak olan genetik miihendisligi calismalarina

151k tutabilecektir.

2.Materyal ve Metot
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2.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada bitkisel materyal olarak iilkemizde de yaygin olarak yetistiriciligi yapilan 7 farkl yerel patlican
genotipi(Yamula, Kemer, Topan,Pala, Aydin Siyahi, Bilecik ve Gaziantep) kullanilmistir.

2.2.Metod

Calismada 2 farkli protokol kullanilmistir [15]ve laboratuvarimizda optimize edilmis protokol(P2)). Plazmid
olarak ise EHA105 bakteri susu icerisinde yer alan ve HAP2 geni icin tasarlanmiggRNA tasiyan CRISPR konstrakt
kullanilmistir(Sekil 1).

(irtroa-5 intron- 111 (Exmn=13
[Exon-5) | (Excnd) (tren-10t (Trtrea-13]
(Exon=d] [Exon=7) (Exon=10] (Exon=15!
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intron-1 Exon-2  Exon-3 iotron-4 intron-6 Exon-8 Exon-g Exor-11 Exon-12 Exon-14  Inron-14 Exofi-16 Exon-17 intron-17
gRMAL gANAZ gANAZ

Pathcan HAP2 genomic dna
11,480 bp

Sekil 1. Patlican HAP2 geninin exon, intron ve gRNA dizilerinin yer aldig1 gorsel(Biyonformatik analiz sonu elde
edilen gRNA).
Her protokol ve her genotip icin 200 adet tohum ve 400 eksplant kullanilmistir.

2.2.1 Tohum Sterilizasyonu:

Calismada kullanilan tohumlar sterilizasyon icin %70’lik etil alkolde bir dakika bekletildikten sonra sodyum
hipoklorit olarak bilinen NAOCL’ de ii¢ dakika bekletilmis ardindan steril saf su ile {i¢ ya da bes defa olacak sekilde
durulama islemi yapilmistir. Durulama isleminden sonra tohumlar steril kurutma kagitlarinin iizerine alinarak
ylzeyde kalan sivilarin uzaklasmasi saglanmistir. Tohumlar 50 ml Murashige-Skoog (MS) kati hormonsuz bitki
ortami (Murashige-Skoog Bitki Ortami) {lizerinde macenta kutularina transfer edilmis ve 24 °C'de 16/8
aydinlik/karanlik fotoperiyoda sahip bir bitki biiyiime kabininde kiiltiire alinmistir. Genotiplere bagh olarak
kotelidon yapraklarin gelisim asamasini 12-15. giinler arasinda tamamlanmis ve transformasyon i¢in asagida yer
alan protokoller takip edilmistir.

2.2.2 Transformasyon i¢cin Agrobacterium Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Transformasyonda kullanilan tizerinde HAPPLESS genini iceren A. tumefacins’'in EHA 105 susu 50 mg/L kanamisin
ve 25 mg/L rifampisin iceren 25 c¢cm c¢apindaki cam petriler icerisinde kati LB(50 mg/L kanamisin,25mg/L
rifampisin, 10g/L triptone, 5g/L maya ekstrakt1,10g/L NaCL, 10g/L bakteriyel agar)ortami iizerine 6ze ile ¢izilerek
28 derecede 48 saat kiiltiire alinmistir. Cogalan koloni igerisinden 6ze ile alinan bakteri 50 ml falcon icerisinde 20
ml s1v1 Lb, 20pl kanamisin(50 mg/L stok), 20ul rifampisin(20mg/ml stok) eklenenerek calkalayici da 340 rpm de
28 derecede 1 giin cogaltmaya birakilmistir. OD 6l¢iimii spektrometrede 0,7 ye ayarlanmistir. Olgiim sonras1 6000
rpm de 10 dakika bakteriler dipe ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasi iistte kalan antibiyotik kismi1 dokilmiistiir.
Coken bakteriler dlciim degerine gore agro seyreltme(4.4 g/L MS, 30 g/L sakkoroz, pH 5.7) soliisyonuna 200
micromolaracetosyringone eklenmistir.

2.2.3 On-indiiksiyonveTransformasyon

Her iki protokol icin in vitro kosullarinda gelistirilen patlican fidelerinden alinan kotiledon yapraklarinin hem
yaprak sapindan hem de yaprak ucundan kiiciik miktarlarda kesilerek yara dokusu olusturulmus ve explantlar 2
giin siire ile pre-induction ortaminda(MS Ortami(vitaminli, %0,3 Sucroz 0.3 mg/L Thiamine, 1mg/L Zeatin,1mg/L
Kinetin, 1mg/L NAA, % 0,7 BitkiselAgar) bitki biiyiitme kabininde 24C’de karanlikta inkiibe edilmistir.Pre-
inductiondan sonra, eksplanlar 10 dakika boyunca asetosiringonla muamele edilmis Agrobacterium
stispansiyonunda tutulmustur. Agrobacterium enfekteli eksplanlar steril Whatman No. 3 filtre kagidinda 5 dakika
boyunca kurutulmustur.

2.2.4 Ko-kiiltiir
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Daha sonra eksplantlar ko-kiiltiir ortamina aktarilmis ve karanlikta 27 + 1 ° C'de yaklasik 48 saat inkiibe edilmistir.
i1k protokol i¢in ko-kiiltiir ortami olarak MS+2.5 mg/1 BAP, 30g/L 2. Protokol icin Murashige ve Skoog, 1962] (%3
sukroz ve %0,8 agar ile desteklenmis, 2uM BAP igeren + 0,05uM NAA ve %0,4 gelriteortami kullanilmis ve ikinci
protokol icin ko-kiiltlir ortaminda MS ortami (vitaminler dahil), %0,3 Sukroz, 0,3 mg/L Tiamin, 2 mg/L Zeatin, 0,1
mg/L Kinetin, 0,5 mg/L NAA, % 0,7 bitkiselagar kullanilmis olup, gelrite ve bitkisel agar eklenmeden 6nce ortamin
pH'1 5,8'e ayarlanmistir.

2.2.5 Bitki Seleksiyonu

Daha sonra, eksplantlar 250 mg/1 timentin iceren double distile su ile 8-10 dakika boyunca yikanmis ve steril
Whatman No. 3 filtre kagidinda kurumaya birakilmistir. Eksplantlar tamamen kuruduktan sonra, ilk seleksiyon
ortamina aktarilmistir(1. Protokol: MS ortamina ilave edilen 0.02 mg/L caseinhydrolysate, 2.5 mg/L BAP, 1.5 mg/L
Basta ve 200 mg/L Timentin[15], 2. Protokol: %3 sakaroz ve %0,8 agar ile desteklenmis Murashige ve Skoog, [27]
ortamina 1 mg/L Zeatin, 0,5 mg/L IAA, 1,5 mg/L Basta ve 200 mg/L Timentin eklenmistir. Kiiltiir ortami ve
aletlerin sterilizasyonu 121°C ve 15 PSI basingta 20 dakika otoklavlanarak gergeklestirilmistir. Calismada
kullanilan antibiyotikler otoklavlanmis besiyerine eklenmeden 6nce filtre ile sterilize edilmistir. Ortam 45°C’nin
altina kadar sogutulmus ve steril kabin altinda petri kaplarina doékiilmistiir.Katilastirildiktan sonra ortamlar
calismalarda kullanilmistir. Petriler, 25 * 2 0C'de 16:8 saatlik aydinlik:karanlikfotoperiyotta floresan aydinlatma
altinda bir biiylime odasinda 12 giin boyunca inkiibe edilmistir. 12 giin sonra eksplantlar 2 seleksiyon ortamina
aktanlmiglardir. 2. Seleksiyon ortami 1. Seleksiyon ortaminin aynisi fakat Basta 1 mg/L olarak kullanilmistir. 1-
1,5 cm uzunluguna gelen siirglinler 1. Protokol i¢in kdklenmeyi tesvik etme ortami (RIM: Eksplantlar 5uM IBA,
0.1uM BAP, %3 sukroz, %0.8 agar, 250 mgl-1 Timentin ve 0,5 mgl-1 Basta iceren MS ortamina aktarilmistir. 2.
Protokol icin ise 1.0 mg/L IBA 3% sucrose, 0.8% agar, 250 mgl-1 Timentinand 0,5 mgl-1 Basta ve %0.8 agar iceren
MS ortamina aktarilmistir. 15-20 giin arasinda koklenen bitkiler %70-80 nem ve 24-26 C sicaklikta 16:8
aydinlik:karanlik ortama sahip bitki biiyiitme dolabinda otoklavlanmistorf:perlit(3:1) ortaminda alistirilmislardir.

2.2.6 Transgenik bitkilerin molekiiler dogrulamasr:

Viyole aktarildiktan sonra 2 gercek yaprak asamasina gelen bitkilerden DNA izaolasyonu i¢in CTAB ydntemi
kullanilmistir[16]. DNA konsantrosyonlari yar1 otomatik mikroplate (PowerWave HT, BIO-TEK Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) yardimiyla belirlenmis ve PCR ¢alismalari i¢in 10ng/pl olacak sekilde DNA konsantrasyonlari
hazirlanmistir.

Transgenik bitkilerin belirlenmesinde transformasyonda seleksiyon markiri olarak kullanilan Basta genine ait
tasarlanmig(F: GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC, R: GAGTCGACCGTGTACGTCAG) primer ¢ifti kullanilmistir. Basta
geninin testlemesi i¢cin PCR iirtinleri1.5pl 10X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 1ul ileri primer, 1 plgeri primer, 0.25 mM
her bir ANTP olacak sekilde hazirlanmistir.PCR kosullari ise 94°C derece de 4 dk 6n denatiirasyon(1 dongii),94°C
derecede 45 sn denatiirasyon(35 dongii), 56°C derecede 1 dk. annealing(35 dongii), 720C derecede 1 dk. uzama
(35 dongii),720C derecede 10 dakika final uzama (1 dongii) 4°Cooolacak sekilde kullanmilmistir(Uygulanan protokol
dizayn edilen primere goére optimize edilmistir).PCR tirtinleri etidiumbromidle ilave edilmis %1.5'luk agaroz jelde
100V akimdal.5 saat yiritildikten sonraki UV 1sik altinda goriintiilenmistir. 243bp’de band elde edilen
genotipler pozitif olarak kaydedilmistir(Sekil 2).

Calismanin sonunda yerel patlican genotiplerinin transformasyon etkinliklerinin belirlenmesi icin ¢imlendirilen
tohum sayisi(adet), kiiltiire alinan eksplant sayisi(adet), kallus olusturan explant sayisi(adet), kallustangelisen
stirgiin sayisi(adet), bitkiye doniisen siirgiin sayisi(adet), rejenerasyon etkinligi(%) (koklenen bitki sayisi/kiiltiire
alinan eksplant say1s1X100)belirlenmistir.

3. Bulgular

Calismada Tiirkiye’'de lokal olarak yetistirilen ve iiretim potansiyeli yiiksek olan 8 adet patlican genotipinin 2 farkli
transformasyon protokolii kullanilarak transformasyon etkinlikleri belirlenmis ve elde edilen bulgular Tablo 1 ve
Tablo 2’'de verilmistir. Protokol 1’de her genotipten 100 adet eksplant kiiltiire alinmis ve kallus olusturma oram
en yiiksek %44 ile Yamula genotipinde elde edilirken, en diisiik %11 ile Yalova genotipinde elde edilmistir. Bitkiye
doniisiim sadece Yamula ve Gaziantep genotiplerinde elde edilmistir. Elde edilen bulgulara goére hesaplanan
genotiplerin rejenerasyon etkinlikleri Yamula ve Gaziantep genotiplerinde %1 olarak belirlenirken diger
genotiplerden rejenerasyon elde edilememistir. Protokol luygulamasi sonucu elde edilen Yamula (P1) ve
Gaziantep (P2) genotiplerinde elde edilen transgenik bitkilerin belirlenmesine yonelik seleksiyon markiri Basta
genine ait PCR sonucu Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 2. Pozitif bitkilerin belirlenmesinde Basta genine ait jel goriintiisii

Tablo 1. Farkl patlican genotiplerinin rejenerasyon etkinligi(Protokol 1[15])

GENOTIP Kiiltiire Alinan KallusOlusturan Bitkiye Doniisiim Tra_rlsfgl_rmasyon
Eksplant Sayisi(adet) | Explant Orani(%) | (adet) Etkinligi(%)

Yamula 100 44 1 1
Kemer 100 26 0 0
Yalova 100 11 0 0
Gaziantep 100 41 1 1
Bilecik 100 38 0 0
Topan 100 13 0 0
Aydin Siyahi 100 16 0 0
Ort. 100 27,11 0,33 0,33

Calismada 8 lokal patlican genotipinde her genotipten protokol 1'de oldugu gibi 100 eksplant kiiltiire alinmis ve
elde edilen bulgulara gore kallus olusturan eksplant orami %14-54 arasinda ve ortalama %35,44 olarak
belirlenmistir. Bitkiye donilisiim sayisi 2-13 adet (%2-13) arasinda elde edilmis ve en ytiksek bitkiye doniisiim
oraniGaziantep(%13), ve Yamula(%11) genotiplerinden elde edilirken en diisiik bitkiye doniisiim orani Aydin
Siyahi(%2) genotipinden elde edilmistir. Kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen rejenerasyon etkinligi ise %2-
13 arasinda gerc¢eklesirken en yiiksek rejenerasyon etkinligine Gaziantep genotipi(%?13) sahip olmustur. Protokol

2’de biitlin genotiplerden bitkiye doniisiim saglanmistir.

Protokol 2 uygulamasi sonucu elde edilen 7 Patlican genotipine ait transformasyon ile elde edilen 46 adet (Tablo

2) transgenik bitkilerin belirlenmesine yonelik Basta genine ait PCR sonucu Sekil 2 verilmistir.

Tablo 2. Farkli patlican genotiplerinin rejenerasyon etkinligi(Protokol 2)

GENOTIP Kiiltiire Alinan Kallus olusturan Bitkiye doniisim Tra.nsformasyon
Eksplant Sayisi(adet) | eksplant orani(%) | (adet) Etkinligi(%)

Yamula 100 54 11 11

Kemer 100 46

Yalova 100 27

Gaziantep 100 41 13 13

Bilecik 100 32 6

Topan 100 37

Aydin Siyahi 100 14

Ort. 100 35,44 6,56 6,56

4. Tartisma ve Sonug¢
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Genotipetkisi, eksplantlardan dogrudan elde edilen siirgiinlerin organogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.
Solanumaethiopicum, Solanummacrocarpon gibi farkl gesit ve tiirler, dogrudan bitki rejenerasyonunda farkl
tepkilergdstermis olup, s6z konusu tiirlerde transformasyon etkinligi %70 - 100 arasinda belirlenmistir[17-18-
19]. Patlicanda Agrobacterium aracili transformasyon ve rejenerasyona iliskin ilk rapordan [12] bu yana, daha
sonraki yillarda baz1 degisiklikler yapilarak modifiye edilmis protokoller izlenmistir [4-20-3-6]. Ancak cesitli
calismalar ile rapor edilendiisiik transformasyon etkinligiorani, patlicanin transformasyonu ve genetik
mithendisligi calismalarinda yeterli basariya ulasmak icin heniiz yeterli olmadig1 diisiiniilmektedir. Patlicanda
Agrobacterium araciliglyla transformasyonla ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [4-11-21-22-23]. Ancak
arastirmalarin ¢ogunda Hindistan veya Avrupa'dan gelen genotipler kullanilmistir. Ciinkii genotip, bitki
dokusunun somatik embriyolar olusturma ve daha sonra biitiin bir bitkiye déniisme kapasitesini belirleyen en
onemli faktorlerden biridir [24]. Sagarbarria ve ark. [25] Philippin patlican genotiplerinde toplam kiiltiire alinan
585 adet kotelidon eksplantindan 30 adet koklenmis bitki elde etmisler ve rejenerasyon etkinligini %5.1 olarak
bildirmislerdir. Kazla ve Singhnath genotiplerinde kotiledon yaprak eksplantlarinin transformasyon etkinliginin,
600 nm'de yaklasik 1.00 optik yogunluga sahip bakteri siispansiyonu, 40 dakikalik inkiibasyon siiresi ve ii¢ giinliik
ko-kiiltiir stiresi ile maksimum oldugu (Kazla'da %95 ve Singhnath'ta %90) rapor edilmistir[23]. Muktadir ve ark.
[26] bes patlican ¢esidinin(Nayantara, Kazla, Islampuri, ISD-006 ve Uttarad) eksplantlarini ¢oklu siirgiin olusumu
icin biiylime diizenleyici icermeyen MS ortaminda kiiltiire almislardir. Cesitler arasinda Nayantara ¢esidinde en
yliksek siirgiin/eksplant sayisini ve koklenen siirgiin ylizdesini (%2.48) elde edildigi bildirilmistir.

Bu ¢alismada Tiirkiye’de lokal olarak yetistirilen ve iiretim potansiyeli yiiksek olan 8 adet patlican genotipinin 2
farkli transformasyon protokolii kullanilarak transformasyon etkinlikleri belirlenmis ve genotiplerin
rejenerasyon etkinlikleri Yamula ve Gaziantep genotiplerinde %1 olarak belirlenirken diger genotiplerden
rejenerasyon elde edilememistir. Protokol 2’de ise bitkiye doniisiim sayis1 %2-13 arasinda elde edilmis ve en
yliksek bitkiye doniisiim Gaziantep(13 adet) ve yamula genotiplerinden elde edilirken en diisiik bitkiye doniisiim
Aydin Siyahi genotipinden elde edilmistir. Kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen rejenerasyon etkinligi ise %2-
13 arasinda gerceklestirilen en ytiksek rejenerasyon etkinligine Gaziantep genotipi(%13) sahip olmustur.
Protokol 2’de biitiin genotiplerden bitkiye déniisiim saglanmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda belirtildigi ve
diger bitki tiirlerinde oldugu gibi patlicanda da transformasyon etkinligini etkileyen en 6nemli etkenler genotip ve
izlenen protokollerin oldugu bu ¢ahisma ile teyit edilmistir. Ozellikle Tiirkiye’de lokal olarak yetisen pathcan
genotiplerinin transformasyon etkinliklerinin protokole ve genotipe gore degistigi bunun nedeninin ise
genotiplerin sahip oldugu genetik yapinin transformasyon etkinliginde 6nemli etkiye sahip olmasindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiinilmektedir.

Elde edilen bulgular, Tiirkiye'ye yaygin olarak yetistirilen patlican genotipleri icin Agrobacterium aracili basaril
bir transformasyon ve rejenerasyon protokoliiniine ihtiya¢ oldugunu géstermektedir. Bu ¢alisma ile elde edilen
bulgular, gelecekte patlican genetikmiihendisligi ve genomdiizenleme c¢alismalar1 i¢in 6nemli bir adim
olusturabilecek ve Tiirkiye Tarimsal Biyoteknoloji sektoriiniin 6niinii acacaktir. Diger taraftan séz konusu
calismada genotipler arasinda transformasyon etkinligi bakimindan belirlenen varyasyon halagenetik
mithendisliginin patlicanda basari ile uygulanmasi icin yeterli géziikmemektedir. Dolayisiyla patlicanda genetik
mithendisligi calismalarina baslamadan 6nce her genotipe uygun protokollerin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
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