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1. Giris

Bitkilerde ve diger canlilarda genler belirli uzunlukta DNA sekanslarindan
olusmakta ve diger canlilardan ayr1 olarak bitkilerde kloroplast (cpDNA) ve
mitekondrilerde (mtDNA) olmak tiizere 2 ayr1 yerde daha genom (kalitim materyali
toplulugu) bulunmaktadir. Ayrica politen kromozomlar1 hari¢ bir kromozom ¢ok uzun, ¢ift
seritli bir DNA molekiilii ve gesitli histon proteinlerinin diizgiin bir sekilde siralanarak
olusturdugu kromatin denilen yapilardan olusmaktadir.

Genlerin tezahiirii icin DNA-mRNA-polipeptid-protein veya proteinler (enzim),
veya DNA-transkripsiyon-translasyon-proteinler-ekspresyon zincirinin olusmasi ve
calismasi gerekir. Bir bitkide ister ¢ekirdek icinde bulunsun, isterse diger genomlarda
bulunsun genetik materyalin temeli olan DNA {izerine disaridan belirli uzunlukta bir DNA
sekansinin yerlestirilmesi ve yerlestirilen bu parcanin entegrasyonu sonucu aktif hale
gecerek kendi ozelligini yukaridaki yolla disariya vurmasi (ekspresyon) ve yeni nesillere
aktarilmasi iglemine gen transferi denilmektedir.

Genetik biliminin temeli olarak gosterilen Gregor Mendel’in 1865 yilinda
yayinlanan arastirma sonuglarindan bazilar1 olan dolgun (diiz) taneli bezelyeler (RR) ile
kirigtk taneli (rr) bezelyelerin kalitimi simdiye kadar bir ¢ok genetik kitabinda
okutulmustur. Bu bezelyelerde dolgun taneliligin ilgili genin homozigot dominant (RR, R:
round) veya heterozigot (Rr) olmasi halinde, kirisik taneliliin ise sadece genin her iki
lokusta da homozigot resesif (rr, r: wrinkled) olmas1 durumunda ortaya ¢iktig1 bildirilmis
fakat genin isleyis mekanizmasi ve bu karakteri ortaya ¢ikarma sekli ancak 1990’11 yillarda
yapilan biyoteknolojik analizler sonucu agikliga kavusturulmustur. Dolgun olmay1
saglayan enzimin Nisasta-Dallandirma Enzimi I Izoformu (SBEI, gen iiriinii) oldugu
belirlenmis ve diizglin amiloz zincirlerini dalli amilopetkin polimerlerine ¢evirdigi tespit
edilmistir. Dolgun tanelerde ilk gelisim devresinde bu gen aktif hale gegmekte fakat kirisik

tanelilerde bulunmamaktadir. RR ve Rr genotipindeki tanelerde yiiksek oranda amilopektin



ile birlikte fazla miktarda nisasta bulunmakta, rr genotipindeki tanelerde ise daha az nisata
ve amilopektin fakat daha fazla sakkaroz bulunmaktadir. Sakkaroz ozmotik olarak aktif
oldugundan kirisik taneli bezelyeler daha fazla su absorbe etmekte ve tane olgunlasmaya
basladiginda ortaya ¢ikan su kaybi nedeniyle biiziilmekte ve kirisiklilik ortaya ¢ikmaktadir.
Diger yandan nisasta ozmotik olarak aktif olmadigindan bu tiir taneler daha az su almakta
ve neticede kuruduklarinda daha az su kaybetmektedirler (Moore vd., 1995).

Bu durum genlerin nasil isledigini ve fenotipi nasil etkilediklerini gosteren i1yi bir
ornektir. Fakat yukaridaki durumda ilgili karakter tek bir gen cifti tarafindan idare
edilmektedir. Ozellikle tarimsal agidan énemli bazi karakterler (Ornek: verim) birden fazla
gen ¢ifti tarafindan kontrol edilmekte ve genetik olarak bitkilerin manipiilasyonunu
zorlagtirmaktadir.

Bir bitkiye gen transferi yapilabilmesi i¢in en énemli temel ihtiyaglardan birisi, in
vitro sartlarda o bitkinin tek bir hiicresinden tekrarlanabilir bir sekilde yeni bitkilerin
meydana gelebilmesidir. Bu olaya totipotensi denilmektedir. Baska bir ifadeyle, gen
transferi yapilacak bitki hiicresine ilgili DNA pargasini (gen) transfer etmek ve daha sonra
uygun doku kiiltlir teknikleri ile bu hiicreyi once ¢ogaltip (kallus devresi) veya direkt
olarak bu hiicreden (somatik embryogenesis) yeni bir bitki olusturulmas: gerekir
(regenerasyon). Bunun nedeni ve amaci, transferi yapilan genin, mitoz béliinme ile tim
bitki hiicrelerinde stabil olarak bulunmasinin temin edilmesidir. Ayrica bu genin nesilden
nesile tohumla aktarilmasi gerekir. Aksi durumda kimerik bir organizma ortaya ¢ikar ve
etkili bir gen transferi yapilmis sayilamaz. Bitkilerde gen transferi klasik bitki 1slahi
caligmalarina yardimci olmak ve genetik varyasyonu genisletmek acilarindan faydali
olabilmektedir. Ayrica klasik 1slah calismalari uzun zaman almaktadir. Bitkilere gen
transferinin diger amaglar1 arasinda kuraklik, don, yiiksek asitlilik ve tuzluluk, bakteriyal,
viral ve fungal hastaliklarla, herbisitlere dayaniklilik kazandirmak, besin degerini (protein,
nisasta, yag, sakkaroz vb.) artirmak ve iyilestirmek sayilabilir.

Bitkilere gen aktariminda yabanci DNA'nin kabul edilip edilmediginin anlasilmast
ve seleksiyonun daha kolay yapilabilmesi i¢in aktarilan DNA parcasi iizerinde istenilen
genle birlikte genellikle markor (isaret) ve raportor genler de bulunur. En yaygin kullanilan
markoér genler npfll (neomisin fosfotransferaz) ve hpt (higromisin fosfotransferaz)
genleridir.  Npfl geni kanamisin (Km), genetisin (G418), Apt geni higromisin gibi
antibiyotiklere karst dayaniklilig1 saglar. Ayrica ¢ogu transformasyon caligmalarinda yine

raportor genler kullanilir. Bu genler yapilan basit testlerle kisa zamanda fenotipik olarak



kendini ifade ederler ve transformasyonun basarili olup olmadigi, eger olduysa hangi
doku/hiicrelerin transforme oldugunun anlagilmasini saglarlar. En yaygin olarak kullanilan
raportdor genleri gus (B-glukuronidaz), cat (kloramfenikol asetil transferaz) ve bar
(phosphinothricin asetil transferaz) genleridir.

Bitki genetik miihendisliginin son yillardaki basarili uygulamalariyla, ana bitkinin
istenen karakterlerini hi¢ degistirmeden bir veya birden fazla gen, bazi 6zelliklerini
iyilestirmek icin bitkilere kolayca aktarilabilmektedir. ilk transgenik bitki (tiitiin) 1984
yilinda elde edilmistir. 1997 yilma kadar 35 familyadan 120’nin iizerinde tiirde
transformasyon bagarilmistir ve bunlardan ticari olarak ekimine izin verilen varyeteler
Tablo 1.’de verilmistir (Birch, 1997).

Bitkilere gen aktariminda degisik yoOntemler gelistirilmis olmakla birlikte, en
yaygin olarak kullanilani, tabi genetik miihendisi olarak adlandirilan Agrobacterium
tumefaciens bakterisidir. Bu bakteri araciligiyla tarimsal oneme sahip bircok gen,
dikotiledon bitkilere kolaylikla aktarilabilmektedir. A. tumefaciens’e ilave olarak, birgok
dogrudan gen aktarim teknikleri de gelistirilmistir. Bunlar arasinda partikiil tabancast,
protoplastlarin  elektroporasyonu veya PEG (polietilen glikol)’le muamelesi ve
mikroenjeksiyon en yaygin kullanilan yontemlerdir. Bu yontemlerle hem tek ¢enekli, hem
de iki c¢enekli bitkilerde basarili sonuglar alinmistir. Gen transferlerinde protoplastlarin
kullanilmasini gerektiren tekniklerden kaginilmasi gerekmektedir. Ciinkii protoplastlarla

caligsmak stabil olmayan sonuglar vermekte ve daha zor olmaktadir (Birch, 1997).

Tablo 1. Ticari olarak ekimine izin verilen transgenik varyeteler (Birch, 1997).

Gelistirilen Ozellik Varyete Gelistiren Sirket Tarih
Kalite (raf 6mrii) Flavr Savr (Domates) Calgene 1994
Yag 6zelligi Laurical (Kanola) Zeneca 1994
Viriise dayaniklilik Freedom (Kabak) Asgrow 1995
Bocege dayaniklilik Ballgard (Pamuk) Monsanto 1996-97
New Leaf (Patates)
YieldGuard (Mistr)
Bocege dayaniklilik Maximizer (Misir) Ciba Seeds 1996
Herbisite dayaniklilik | Roundup Ready (Soya) Monsanto 1995-96




Reundup Ready (Kanola)
Herbisite sayaniklilik | Roundup Ready (Soya) Pioneer 1996-97

2. Gen Transferi Teknikleri
2.1. Agrobacterium-aracihgiyla gen transferi

Gilinlimiizde en fazla uygulanan tekniktir. Agrobacterium, Rhizobiacea
familyasindan gram negatif bir toprak bakterisidir ve iki tiirli bitkilerde kdk bogazi kanseri
(4. tumefaciens) ve sagak kok (A. rhizogenes) olusumuna neden olmaktadir. Her iki tiir de
dikotiledon bitkilerde oldukg¢a etkili olup bugday ve misir gibi monokotiledonlarda fazla
basarili olmamaktadir. Agrobacterium araciligiyla gen transferi konusunda detayli bilgiler
Ozcan ve Ozgen (1996) tarafindan bildirilmistir.

Agrobacterium sisteminin, tahillarin da i¢inde bulundugu monokotil bitkilerde ve
sik1 doku yapisina sahip meristemlerde kullaniminin sinirli kalmasi, Agrobacterium’un
dokuya daha iyi islemesini saglayan sonikasyonla desteklenmesi ve DNA’nin dogrudan
aktarimini saglayabilecek yontemlerin gelistirilmesi yolundaki ¢aligmalari hizlandirmigtir.
SAAT (Sonication Assisted Agrobacterium-mediated Transfer: Sonikasyon destekli
Agrobacterium aracilifiyla gen transferi) metodu bunlardan birisidir. Bu metotta bitki
dokular1 Agrobacterium’la birlikte ¢ok kisa siireli ultrasonik ses dalgalarina (20 kHz) tabi
tutulur. Bu islem doku ve hiicrelerde kiiciik bosluklar olusturur ve bakterinin kolayca
girmesini saglar. Meristematik dokular ve embryogenik kallus bu yolla transforme
edilebilmektedir (Trick ve Finer, 1997, 1998).

Agrobacterium sistemi ile viral infeksiyonun bir kombinasyonu olan Agroinfeksiyon
ad1 verilen bir teknikle bakterinin Ti plazmidinin T-DNA bdlgesine viral DNA’
yerlestirilmekte ve Agrobacterium ile transformasyon yapilmaktadir. Yine Agrolistik adi
verilen diger bir kombine metotta Agrobacterium ile biyolistik transformasyon metodlari
birlestirilmekte ve istenmeyen vektor sekansinin transferi engellenmektedir (Hansen ve

Chilton, 1996).

3. Dogrudan DNA transferi teknikleri
3.1. Biyolistik Gen Transferi (Partikiil Tabancasi ile Gen Aktarimi)

Partikiil tabancasiyla, spermidinle agir metal partikiillerine (1-2 pm, altin veya
tungsten) yapistirtlimis DNA pargalarinin bitki hiicre ve dokularina (yaprak, embriyo,

stirglin ucu meristemi gibi organ kisimlari), helyum gazi sokuyla bombardimani yoluyla




yapilmaktadir. 4. tumefaciens araciligiyla gen aktariminin zor oldugu bir¢ok iki ¢enekli
bitki tiiriinde bu yolla transgenik bitkiler iiretilebilmistir (Kikkert, 1993).

Partikiil bombardimani metoduyla DNA parcas1 yerine dogrudan faj, bakteri veya
maya hiicreleri hedef dokuya transfer edilebilmektedir. Bu yolla yiiksek molekiiler DNA
transfer edilebilir ve DNA izolasyonu ve saflastirilmast gibi zor islemlerden sakinilabilir

(Kikkert vd., 1999).

3.2. Protoplastlara Direk Gen transferi (Elektroporasyon ve PEG aracihigiyla
transformasyon)

Bu yontemlerde, yliksek voltajli elektrik akimi veya kimyasal maddelerle (% 15-25
PEG: polietilen glikol) plazmalemma (protoplast zar1)’da DNA molekiillerinin
gecebilecegi biiytlikliikte (30 nm) gecici gozenekler olusturulur ve yabanct genleri tasiyan

DNA parcasinin hiicre igerisine girmesi 6zendirilir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

3.3. Mikro enjeksiyon

Bitkiye aktarilmasi istenen genleri tasiyan DNA pargast ¢ok ince (0.5-10 um ¢apinda)
kilcal pipetlerle veya enjektorlerle dogrudan immobilize edilmis hedef hiicrelere, kallus,
meristem, mikrospor vb. igerisine steril sartlarda mikroskop altinda enjekte edilir.
Mikroenjeksiyon icin protoplastlar poly-L-lysine iizerine yapistirilarak veya agarose
icerisine gomiilerek sabit hale getirilirler. Sistem genelde zordur ve ¢ok basarili sonuglar
elde edilmis degildir (Ozcan ve Ozgen, 1996).

4. Diger gen transferi teknikleri
Asagidaki teknikler ve benzer diger bir ¢ok teknik ¢ok 6zel durumlarda uygulanmis
olup pratikte genis uygulamalar1 yoktur. Asagida bu tekniklerden bazilar1 kisaca

verilmigtir.

4.1. Sonikasyon
Bazi durumlarda elektroporasyondan daha iyi sonuglar vermistir (Ornek: Pancar
protoplastlari). Esas1 ses dalgalarinin hiicreler arasi ve hiicre zarinda bosluklar agmak ve

serbest DNA pargalariin hiicre i¢ine girigini kolaylastirmaktir.

4.2. Lazer mikro 1sinlariyla transformasyon



UV lazer mikro 1smlar1 (343 nm) ile hiicrelerde mikro delikler agmak ve DNA

parcalarinin igeriye girmesini saglamak amaciyla yapilmaktadir.

4.3. Silikon Karbit Fiberleri ile transformasyon
Silikon karbit fiberlerle kaplanmis DNA, siispansiyon hiicrelerine gen aktariminda
kullanilmistir.  Fiberler hiicrelerde c¢ok ince delikler agmakta ve DNA igeriye kolayca

girebilmektedir. Cok basaril1 bir yontem degildir.

4.4. Desikasyon
Basit bir metottur. Doku desikasyonu (soldurma) ve daha sonra transfer edilmek
istenen DNA pargalarinin bulundugu bir ortamda dokunun tekrar su alimi sonucu hiicre

zarindan igeri alinmay1 saglamak sistemin temelini olusturur.

4.5. Ureme hiicrelerine DNA enjeksiyonu
DNA parcalarinin ¢icek durumuna enjekte edilmesi seklinde uygulanir. Ama gen

transfer yiizdesi oldukca diistiktiir.

5. Sonug

Her bitki tiirline uygun genel bir gen transferi yontemi yoktur. Eger bir metod
calismiyorsa diger metodlar denenmeli veya mevcut metodlar kombine edilmelidir. Ama
mevcut metodlara her giin yenileri eklenmektedir.

Bitkilere gene transferleri konusunda hem yeni bir metod olarak hem de degisik
metodlarin karigimi olarak son yillarda yapilan 6nemli ¢aligmalar vardir. Bunlar arasinda;
uyumlu eriyebilir maddelerin transformasyonu (Bohnert ve Shen, 1999), biyolojik parca
transferi (Kikkert vd., 1999), sonikasyon yardimli A. tumefaciens aracilifiyla gen
transformasyonu (Trick ve Finer, 1997, 1998), Agrobacterium’un bitkilerde endojen
hormon metabolizmasini degistirmede kullanimi (Lutova vd., 1998), ¢ok genli bitki
transformasyonu (Gelvin, 1998) ve tahillarda gen transferinde gelismeler (Komari vd.

1998) sayilabilir.

6. Kaynaklar
Birch RG., 1997. Plant transformation. Problems and strategies for practical application.

Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48:297-326.



Bohnert HJ., Shen B., 1999. Transformation and compatible solutes. Scientia
Horticulturae, 78(1-4): 237-260

Gelvin SB., 1998. Multigene plant transformation: More is better! Nature Biotechnology,
16(11): 1009-1010.

Hansen G., Chilton MD., 1996. ‘Agrolistic’ transformation of plant cells: Integration of
T-strands generated in planta. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America. 93(25): 14978-14983.

Kikkert JR., 1993. The Biolistic PDS-1000/He device. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 33:221-
226.

Kikkert JR., Humiston GA., Roy MK., Sanford JC., 1999. Biological projectiles
(phage, yeast, bacteria) for genetic transformation of plants, In vitro Cellular & Dev.
Biology-Plant, 35(1): 43-50

Komari T., Heiei Y., Ishida Y., Kumashiro T., Kubo T., 1998. Advances in cereal gene
transfer. Current Opinion in Plant Biol. 1(2):161-165.

Lutova LA., Pavlova ZB., Ivanova MM., 1998. Agrobacterium-mediated transformation
as a way to change hormonal metabolism in higher plants. Genetika, 34(2): 165-182.
Moore R., Clark WD., Stern KR., Vodopich D., 1995. Botany. WCB Publishers Inc.
202-203.

Ozcan S., Ozgen M., 1996. Bitki genetik miihendisligi. Genetic engineering of crop
plants. Kiikem Dergisi, cilt: 1996, say1: 1, s. 69-95.

Trick HN., Finer JJ., 1997. SAAT: sonication-assisted Agrobacterium-mediated
transformation. Transgenic Research, 6(5): 329-336.

Trick HN., Finer JJ., 1998. Sonication assisted Agrobacterium-mediated transformation
of soybean [Glycine max (L.) Merrill] embryogenic suspension culture tissue. Plant Cell

Reports, 17(6-7): 482-488



	1. Giriş
	Varyete
	5. Sonuç
	6. Kaynaklar

