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Meyve agaglarinin 1slahi uzun genglik kisirlik donemleri, heterozigot yapilari ve karmagik dollenme biyolojilerinden dolay1 zor bir islemdir.
Genetik transformasyon teknolojisi bu bitkilerde 1slah siiresinin kisaltilmasi ve ¢ok yillik bitkilerin diger 6zelliklerini etkilemeden sadece bir
karakter yoniinden gelistirilebilmelerine olanak saglayabilmektedir.

Elmada ilk genetik transformasyon 1989 yilinda basarilmis ve bu giine kadar 30 a yakin elma ¢esidine gen aktarilmistir. Elmada karaleke ve
ates yanig1 gibi hastaliklara dayanim, zararlilara dayanim, anaglarin gesitli 6zelliklerinin gelistirilmesi ve meyve kalitesinin iyilestirilmesi gibi
onemli ozelliklerde genetik transformasyonla kayda deger basarilar elde edilmistir. Bununla birlikte, diger meyve tiirlerinde oldugu gibi elmada
da gen transferi ¢aligmalar1 daha ¢ok bu tiirlerin rejenerasyon kabiliyetlerinin diisiik olmasindan dolay1 otsu tiirlerden geri kalmistir. Ayrica elmada
gen transfer frekansi otsu bitkilerle kiyaslandiginda oldukea diisiiktiir. Elma da gen transfer frekansmin yiikseltilmesi biyoteknolojinin getirdigi
imkanlardan daha iyi faydalanilmasi i¢in gereklidir.

Meyve tiirleri igerisinde elma en ¢ok ilaglama yapilan tiirlerden birisi olmasi nedeniyle, bu tiirde genetik transformasyon yolu ile biyotik
stress faktorlerine kars1 daha toleransli gesitlerin gelistirilmesi tireticiler, tiiketiciler ve de ¢evre agisindan bityiik 6nem tasimaktadir. Bu derlemede
elmanin gen transfer teknolojisindeki gelismeler, sorunlar ve arastirmalarin gelecekteki egilimleri irdelenmistir.

Anahtar kelimeler: Genetik miihendisligi, hastaliklara dayanim, karaleke, ates yanigi, biotik stres.

Advances in Genetic Transformation of Apple

Abstract

Breeding fruit trees is constrained by their long juvenile period, high level of heterozygosity and complex reproductive biology. Genetic
transformation technology emerged as a useful tool for shortening breeding time in these plants and also allowed the improvement of perennials by
only one single character without changing their phenotype.

The first successful genetic transformation of apple was reported in 1989 and since then about 30 different apple cultivars have been
transformed. There have been considerable successes in the development of disease resistant apples [such as scab and fire blight resistance], insect
resistance apples, in the modification of rootstock characteristics, and in the improvement of fruit characteristics by using genetic transformation.
However, like most other perennials, genetic transformation studies in apple lacked behind as compared to those of herbaceous species due mostly
to its low regeneration capacity. The transformation efficiency in apple is also very low as compared to those of herbaceous ones. The improvement
of genetic transformation frequency in apple is necessary to make use of the potentials offered by the biotechnology.

Besides, apple is among the fruits that are subjected to many chemical applications; therefore the development of new apples resistant to biotic
stress factors is very important for growers, consumers and the environment. In this review, progress in genetic transformation of apple, current
problems and future prospective were examined.

Key words: Genetic engineering, disease resistance, scab, fire bligth, biotic stres

GIRIS tim bakimindan Cin, ABD, fran’dan sonra 4. sirada yer
almakta [3], fakat birim alandan alinan verim ve digsatim
miktarlart bakimindan istenen diizeyin ¢ok altinda kal-
maktadir [40]. Elma dig sattmimizin yok denecek diizey-
de olmasimin baslica nedeni, dis pazarm talep ettigi ce-
sitlerle ve arzu ettigi yeme kalitesinde bir {iretimin ya-
pilamamasidir. Elmada, tiiketiciler tat ve yeme kalitesi-
nin yani sira, gorliniis ve yapisal kaliteye de dnem ver-
mektedirler.

Bitkilere gen aktarma c¢aligmalar1 yiizyillardir bitki
1slah1 adi altinda geleneksel yontemlerle yapilmaktadir
[35]. Klasik 1slah metodlart, iistiin niteliklerin ayni1 bitki-
de toplanmasini saglayacak sekilde melezlemeler yapil-
masi ve elde edilen dollerden arzu edilenlerin se¢imi, is-
tenmeyen tiplerin elemine edilmesini icermektedir.

Iliman iklim meyve tiirlerinden olan elma (Malus
communis L.) Rosales takimi, Rosaceae familyasi, Po-
moideae alt familyasinin Malus cinsine aittir. Diinya lize-
rinde ¢ok genis alanlara yayilmis ve pek ¢ok bolgeye ko-
lay adapte olabilmis bir meyve tiiriidiir. Diinya {izerin-
de 6000 kadar ¢esidi olan elmanin tilkemizde 450500
¢esidinin oldugu bilinmektedir [38]. Orijini, Anadolu da
dahil olmak iizere Giiney Kafkasya’ya kadar uzanan bir
cografyayi igeren elmanin ¢ok degisik bolgelerde genis
plantasyonlar1 bulunmaktadir [40].

Diinyada genis bir liretim [65.970.706 ton] potansiye-
li olan elma, tilkemizde [2.457.845 ton] de en fazla yetis-
tiriciligi yapilan meyve tiirlerinden biridir. Tiirkiye iire-



88 F A. Canlyve ark. / Tabad, 2 (1): 87-92, 2009

Giliniimiiz bitki 1slahinda halen geleneksel yontemler
etkin bir sekilde kullanilmakta ise de genis bitki popii-
lasyonlarina ihtiya¢ duyulmasi ve dolayisiyla arazi, za-
man, isgiicii ve finansman ihtiyacini artirmasi gibi olum-
suz yonleri bulunmaktadir. Ozellikle 1liman iklim mey-
velerinde klasik 1slah metotlarinin kullanimi, bu tiirlerin
uzun genglik kisirligi, karmasik kalitim mekanizmalari
ve yiiksek heterozigot yapilart nedeniyle zor bir iglem-
dir. Yine klasik bitki 1slahi ile istenen 6zelliklerin yanin-
da istenmeyen ozelliklerde kendisini gostermektedir. Be-
lirli 6zelliklere sahip bir gesidin, diger 6zelliklerinde de-
gisiklik yapmadan belli bir karakter yoniinden gelistiril-
mesi, ancak genetik transformasyon ile saglanabilmekte-
dir [14, 56].

Genetik transformasyon, klasik islah metotlarindan
farkli olarak, sadece kazandirilmak istenen karakterin
herhangi bir organizmadan- taksonomik simiflar1 dikka-
te almadan -gen olarak izole edilmesini ve sadece isteni-
len genin bitkilere aktarilabilmesini miimkiin hale getir-
mistir. Bu islemin laboratuar kosullarinda, daha kisa sii-
rede ve mevsime bagli olmaksizin istenilen bitkiye uygu-
lanabilir olmasi da biyoteknolojik uygulamalarin yararli-
ligin1 artirmaktadir. Son yillarda hizla gelisen modern bi-
yoteknoloji metotlari ile bitki gesitleri kolaylikla gelisti-
rilebilmekte yapilari degistirilmekte ve bitkilere hastalik
ve zararlilara dayaniklilik, herbisitlere dayaniklilik, raf
ve depo Omriiniin uzatilmasi, abiotik stres kosullarina da-
yaniklilik, koklenme kabiliyetinin gelistirilmesi ve geng-
lik kisirligi doneminin kisaltilmasi gibi 6zellikler kazan-
dirilabilmektedir.

Elmada Yapilan Gen Transfer Calismalari

[lk transgenik elma cesidinin [21] bildirilmesinin ar-
dindan 20 den fazla elma ¢esidine basarili sekilde gen ak-
tarim1 yapilmistir. Aktarilan 6zellikler arasinda karaleke-
ye dayaniklilik (pinB, HerVf2), ates yanikligina dayanik-
lilik (AMPs, attacin E, MB39), koklenme kabiliyetinin
artirilmast (rolA, rolB, r0lC), zararllara kars1 dayanikli-
lik kazandirilmast, herbisite dayaniklilik, kendine verim-
lilik ve kaliteye yonelik ¢alismalar (PPO, ACO) bulun-
maktadir. Rapor edilen transgenik elma ¢esitleri arasinda
Greensleeves [21,22,15,32], Delicious [50], Royal Gala
[54], Golden Delicious [42], Marshall Mclntosh [8],
Mclntosh Wijcik [48], Gala [49], Elstar [51], Fuji [46] ve
anaglardan M26 [27,28,19,59] sayilabilir.

Herhangi bir gen aktarim sisteminin esasini, tam bir
bitki olusturabilme yetenegine sahip olan hiicrelerin kro-
mozomlarina istenilen genleri tagiyan bir DNA pargasi-
nin kalict olarak entegre edilmesi ve o hiicrelerden yeni
bitkilerin elde edilmesi olusturmaktadir [39]. Giiniimiiz-
de meyve agaclarinda transformasyon i¢in tercih edilen
sistem, Agrobacterium araciligiryla gen aktarimidir [47].
Agrobacterium yardimi ile gen aktarim yonteminin, di-
ger gen aktarim yontemlerine nazaran daha kolay, daha
ucuz olmasi ve basari sansinin da daha yiliksek olmasi

nedeniyle bu yontem cazip hale gelmistir. Elma tiiriin-
de transformasyonda basari, transformasyon etkinligine
ve ¢eside bagli olarak % 1,5 ile % 8,7 arasinda gergek-
lesmektedir [8,46,54]. Bu frekans araligi ise transformas-
yon caligmalarinda rutin olarak ¢ok sayida bitki elde et-
mek icin yeterli seviyede goriinmemektedir. Bu oran ase-
tosiringon konsantrasyonu, dondr bitkinin yasi, ko-kiiltiir
siiresi ve bu siire i¢inde eksplantta meydana getirilen ya-
ralamalar ve genotip gibi faktorlerden etkilenmektedir.
Gen aktarimi yapilan hiicrelerin rejenerasyon yetenegi,
transformasyon basarisini etkileyen en énemli faktorler-
den birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Eksplantin, Ag-
robacterium ile uzun bir siire temasi (ko-kiiltiir) transfor-
masyon frekansini arttirmasina ragmen, bu siirenin 3—4
giinii gegmesi durumunda bakteri irkinin bitylimesi kont-
rolden ¢ikarak olumsuz neticeler dogurabilmektedir [12,
1, 41].

Agrobacterium 1irki Agrobacterium araciligiyla gen
aktariminda basariy1 etkileyen dnemli bir faktordiir [13].
De Bondt ve ark. [1994]’e gore Jonagold elma gesidin-
de Agrobacterium EHA105 VE LBA 4404 wklari igin
4 giinliik ko-kiiltiir periyodu, 2 ya da 3 giinliik periyo-
da gore daha etkiliyken; Agrobacterium C58C1 ki igin
5 giinliik bir ko-kiiltiir siiresine gereksinim duyulmakta-
dir [16,47]. Vir geninin uyarilmasinda, pH, 1s1, osmotik
basing gibi ¢evresel faktorlerin etkisi de goz 6niinde bu-
lundurulmalidir [2].

Ko-kiiltiivasyon periyodunun sonunda eksplant, an-
tibiyotik iceren secici bilesiklerle ayni rejenerasyon or-
tamima konulmaktadir. Ortamdaki antibiyotik bakteri-
nin asir1 bilylimesini engellerken, secici bilesik ise yal-
nizca gen aktarilmig hiicrelerin yagamasina izin vermek-
tedir. Agrobacterium enfektesi ¢ogunlukla bitkilerin ya-
ralanma yerlerinde yani fenolik bilesiklerin salgilandik-
lar1 yerde olur. Asetosringon gibi fenolik bilesiklerin kiil-
tiir ortamina eklenmesiyle, virlilens genin aktivitesi uya-
rilabilir. Asetosringon’un transformasyondaki bu etkisi,
farkli meyve tiirleri i¢in tanimlanmistir [12,22,41].

Walendar [1988], yaprak iist [adaxial] yiizeyinin re-
jenerasyon ortamina temasinin, morfogenesiste bir ar-
tis sagladigini gbzlemis ve palisat parankima hiicrele-
rinde boliinmenin aktive oldugunu ve ortamdaki mineral
maddelere daha iyi yanit verdigini ileri siirmiistiir [52].
Yine bazi arastirmacilar, yaprak alt ve iist ylizeyinin re-
jenerasyon ortamina temasi, ko-kiiltiir periyodu ve yap-
rak oryantasyonlarinin etkilerini arastirmislardir [37,51].
Dondr bitkinin yasmin da transformasyon etkinliginde
rol oynadigr diistiniilmektedir. De Bondt ve ark. [1994,
1996], Jonagold elma cesiti i¢in transformasyonda eks-
plant olarak kullanilan siirgiin yasinin, anahtar faktor ola-
bilecegini bildirmis [16,17]. Yaprak eksplantinda yapilan
yaralama transformasyon etkinligini etkileyen bir diger
faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir [47].

Ticari elma bahgelerinde en tahripkar hastalik, Ventu-
ria inaequalis’in neden oldugu karaleke hastaligidir. Bu
hastalik, agacin yapraklarinda ve meyvelerinde zarar ya-
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Cizelge 1. Elmada (Malusx domestica L.) yapilmis gen transfer ¢aligmalari

Cesit Gen Karakter Kaynak
Jonagold bar ‘Basta’ herb. dayanim [17]
Rs-AFP2 AMPI An.t1.m1kr0b1ya1—Ant1fungal [17]
aktivite
Fuji AMPs Antifungal aktivite [33]; [34]
attE MpNPRI Ates [27],
Galaxy B yanikligia dayanim [191.20]
pi Karalekeye dayanim ’
Ech42
nag70 Karalekeye dayanim [18]
Ariane pinB Karalekeye dayanim [20]
Gala Hervf2 Karalekeye dayanim [49]:]6]
Elstar S3 RNase Kendine verimlilik [11]
G | ACC synthase Depol I [21], [22], [15]
reensleeves ACC oxidase epolama dmri , ,
HerVf2 Karalekeye dayanim Insektisite
strepavidin dayanim
Royal Gala acetolactate synthase  Herbisite dayanim [54]; [29]; [51; [6]
cecrobin MB39 Ates yanikligina dayanim
veal Kalitesi
Marshall .. .
Melntosh exochitinase Karalekeye dayanim [9];[10]
Florina rolB Kok geligimi [44]
Orin SPDH ~~ Tuzatolerans 26}
Elstar Vst Kuru madde icerigi [51]
go‘;l stetner o Kuru madde igerigi [51]; [18]
M26 gai Marker gen [59]
M26 attkl Ates vaniklig1 day. [27]

M6 v Kiik oeli 28]

M26 Ech4?2 ve nag70 Karalekeye dayanim [19]

M26 rolA Govde biiylimesinin azaltilmas1  [25]; [57]
M26 rolB Kok geligimi [53]; [57]
M26 ZZ) é\f PRI Ates yanikligina dayanim [31]; [36]

Inarn 2 B Bodur bilvi [59]

M9/29 rolB Koklenme kabiliyeti [59]; [45]
Jork 9 rolB Koklenme kabiliyeti [45]
Maruba-kaidou  rolC Bodur biiyiime [24]
Makino rolC Bodur biiviime [55]
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parak verimin diismesine yol agmaktadir. ‘Gala’, ‘Mcln-
tosh’, ‘Galaxy’ gibi karaleke hastaligina hassas olan ¢e-
sitlere genetik transformasyon yoluyla hastaliga daya-
nim geni aktarimigtir [49,6,9,10,27,19,20]. Bunun yani-
sira ‘M26°, ‘M7’, ‘A2’, ‘Jork9’ ve ‘Marubakaidou’ gibi
anaglarda da transformasyon yoluyla kdklenme zorluk-
lar1 asilmis, boylece hem iiretkenlikleri artirtlmis, hem
de bodurluk saglanmistir [28,25,53,59,45,24,55]. Trans-
genik ‘Greensleeves’ elma ¢esidinin etilen sentezi bloke
edilerek raf ve depolama dmriintin artirilmast da yapilan
calismalar arasindadir (Cizelge 1) [21,22,15].

SONUC

1980’lerin sonunda elde edilen ilk transgenik mey-
veyle birlikte genetik transformasyon c¢aligmalarinda bii-
yiik ilerlemeler saglanmistir. Ancak meyve tiirleri en-
diistriye doniik saglanan ilerleme, tek yillik transgenik
iiriinlere kiyasla ¢ok gerilerde kalmistir. Bunun ¢esitli se-
bepleri vardir. Cogu meyvenin yillar stiren genclik kisir-
lik dénemi, in vitro rejenerasyon kabiliyetlerinin diisiik
olmasi, ¢cogu meyve tiirli icin tamamlanmig gen haritala-
rinin ve tanimlanip klonlanmig gen bilgilerinin otsu bitki-
lere nazaran daha yavag gelismesi sayilabilir.
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Transform olan bitkilerin se¢imine izin vermesi nede-
niyle, transgenik bitkilere antibiyotik direng genleri akta-
rilmaktadir. Transfer edilen genlerin hedeflenmeyen or-
ganizmalar1 etkilemerinden kagmilmalidir [43]. Trans-
genik iiriinleri tiiketen canlilarin sindirim sisteminde bu-
lunan bakterilerin, transgenik tiriinlerin yapisinda bulu-
nan antibiyotik diren¢ genini almasi ihtimal dahilindedir.
Ciinkii bakteriler arasinda dogal yollarla genetik mater-
yal degisimi yapildigi bilinmektedir. insan ve hayvan-
larin sindirim sisteminde bulunan bakterilerin, transge-
nik driinlerin tiiketilmesi neticesinde antibiyotige direng
ozelligi kazanabilme ihtimaline karsin pozitif seleksiyon
markerleri gibi alternatif yontemler kullanilmaya baslan-
mistir.

Alternatif olarak pmi [phosphomannose-isomerase]
geni kullanilarak transform olan bitkiler secilebilmek-
te ve yine cre/lox sistemleri gibi seleksiyon markerle-
ri gelistirilmektedir. ‘M. 26’ elma anacinin ve ‘Galaxy’
elma ¢esidinin transformasyonu pwiatt35Sgus-intron ve
pin2MpNPR1 yardimi ile kanamycin dayaniklik genini
kullanilmaksizin basari ile yapilmistir [31].

1990’11 yillardaki herbisitlere, hastalik ve zararlila-
ra dayanikli bitki tiretme amagli olan agirlikla {ireticilere
yonelik gen transfer ¢aligmalarinin, yakin gelecekte agir-
likla stres direnci [6zellikle kuraga dayaniklilik [23]], ka-
litenin iyilestirilmesi ve biyomolekiil tiretimi gibi konu-
lar1 da kapsayacak sekilde genisleyecegi beklenmektedir.
Biyotik ve abiyotik stres kosullarina tolerans, anag 6zel-
likleri gibi karakterlerin de gelecege yonelik ¢alismalar-
da onemli rol oynayacagi goriilmektedir.
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