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ABSTRACT

Starch is the main product of photosynthesis and its the most dominant reserve polysaccaride that stored in
photosynthetic and non-photosynthetic tissues. Starch is a staple food in human and animal diets, but also a
raw material widely used for industrial purposes, such as food, paper and textile. Starch granule structure,
amylose and amylopectin moleculer structure, amylose and amylopectin ratio, and also lipid, protein and
phosphate content are the main determinants that effect the functional properties of starch, in turn, its
industrial application. For example, in food industry high amylose starches are prefered in sweet and fried
products, while amylose free starches are used in frozen foods. In fact, starch is generally modified by
physical, enzymatic or chemical treatments to alter structural and functional properties for endustrial
applications. Today starches with improved functionality has also been produced from mutant and genetically
modified plants. Increased knowledge about enzymes that are involved in starch biosynthesis and
improvement in plant biotechnology made possible to alter starch composition by genetic modifications. This
rewiev focus on the starch granule structure, starch biosynthetic enzymes in storage tissues and their genetic
modifications with potantial benefits.
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NISASTA: BIYOSENTEZI, GRANUL YAPISI VE
GENETIK MODIFIKASYONLAR

OZET

Nisasta bitkilerde fotosentezin temel {irliniidiir ve polisakkaritlerin hem fotosentetik hem de fotosentetik
olmayan dokulardaki en yaygin depo seklidir. Nisasta insan ve hayvan beslenmesinde temel olarak tiiketilen
bir gida olmakla smirli kalmayip yiyecek endiistrisi basta olmak tizere kagit, tekstil ve diger birgok
endiistriyel alan i¢in de temel bir ham maddedir. Nisastanin graniil yapisi ve sekli, amiloz ve amilopektinin
molekiiler yapisi, amiloz-amilopektin orani, lipid, protein ve fosfat miktar1 gibi faktdrler nigastanin
fonksiyonel 6zelliklerini dolayisiyla endiistriyel kullamm alamini belirler. Ornegin yiyecek endiistrisinde,
tatlilar ve kizartilmig {iriinlerde yiiksek amiloz igeren nisastalar tercih edilirken, dondurulmus iiriinlerde ise
amiloz igermeyen nisastalar tercih edilmektedir. Bu sebeple endiistriyel amagli kullanilan nisasta genellikle
fiziksel, kimyasal veya enzimatik olarak modifiye edilerek yapisal 6zellikleri ve bununla baglantili olarak
fonksiyonel ozellikleri degistirilir. Giiniimiizde ise fonksiyonelligi gelistirilmis bu tip nisastalar 6zellikle
mutant ve genetik modifikasyona ugratilmis bitkilerden {iretilmektedir. Gerek bitki biyoteknolojisindeki
gelismeler gerekse nisasta biyosentezinde rol oynayan enzimler ve Ozelliklerinin ortaya konmasi genetik
modifikasyonlart miimkiin kilmistir. Bu derlemede nisasta graniil yapisi, depo dokularda nisasta
biyosentezinde rol alan enzimler ve bunlarin genetik modifikasyonu iizerinde durulmus olup bu
modifikasyonlarin potansiyel yararlar tartigilmastir.

Anahtar Kelimeler: Amiloz, amilopektin, graniile bagl nisasta sentaz, waxy (mumlu) mutant.
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1. GIiRiS

Bitkiler fotosentez ile yillik 2850 milyon ton nisasta iiretir. Insanoglu i¢in nisastanin temel kaynagi tahillar
olmasina ragmen, kok ve yumru da onemlidir. Tahillardan yillik nisasta iiretimi yaklasik 2050 milyon ton, kok
ve yumrulardan ise 679 milyon tondur [1]. Nisasta basta yiyecek olmak iizere pek c¢ok endiistriyel alanda
yiizyillardir kullanilmaktadir (Tablo 1).

Nisasta, yiyecek endiistrisinde donmus yiyecekler, corbalar, soslar, hamur islerinde ya da diger endiistriyel
alanlarda bir kaplama materyali olarak kullamlabilmektedir. Ornegin kagit endiistrisinde nisasta kagidin
dayaniklilik ve baski kalitesini arttirmada, eczacilikta suda ¢cabuk ¢dzlinebilen kapsiil ve tablet halindeki ilaglarin
hazirlanmasinda, insaat sektoriinde ¢imento katki maddesi olarak ve boyalarda veya yanmaya dayanikli duvar
kagidi yapiminda kullanilmaktadir. Giliniimiizde ise artan ¢evresel sorunlardan dolay1 yenilenebilir ve biyolojik
olarak pargalanabilir hammaddelerin kullanimi {izerine ilgi yogunlasmistir. Plastik ve paketleme malzemelerinin
yapmmi i¢in kullanilan petrol temelli maddelerin yerine, nisasta temelli hammaddelerin kullanilabilirligi
arastirilmaktadir [2]. Mesela musir nisastasindan yapilan gevsek paketleme materyali polistiren’in yerini
almaktadir [3].

Tablo 1. Nisastanin bazi kullanim alanlar1

Yiyecek Plastik Sanayi  Eczacihk ve  Insaat Sanayi Tekstil Kagit
Icecek Kozmetik Sanayi Endiistrisi
* Mayonez * Parcalanabilir  « Tabletler * Beton * Kumag * Oluklu
plastik ve mukavva
filmler
* Bebek * Toz pudra * Yanmaya « Iplik * Karton
mamasi dayanikli
duvar kagidi
* Ekmek * Yiiz kremi * Dokuma  « Kaplama
* Alkolsiiz * Yapistirict
igecekler
* Cocuk
bezi

Nisasta graniillerinin kompozisyonu ve yapist bitkiler arasinda oldukca farklilik gosterir ve bu durumda
nisastanin 6zellik ve fonksiyonlarmi etkiler. Graniil yapisi ve sekli, amiloz- amilopektin orani, amiloz ve
amilopektinin molekiiler yapisi1 ve lipid, protein, fosfat miktar1 gibi diger faktorler nisastanin fonksiyonel
ozelliklerini dolayisiyla endiistriyel kullamim alanini belirler. Kimyasal ve genetik modifikasyonlar sonucu
nisastanin yapisal 6zelliklerinin ve bununla baglantili olarak fonksiyonel 6zelliklerinin degistirilmesi {izerinde
yogun arastirmalar yapilan bir konudur. Kimyasal modifikasyonlarin gerek insan saglig1 gerekse ¢evre agisindan
potansiyel olumsuz yonleri géz Oniine alindiginda bitki biyoteknolojisindeki gelismelerin yardimryla
gerceklestirilen genetik modifikasyonlar 6n plana ¢ikmaktadir.

Genetiksel olarak modifiye edilmis bitkilerin (GM) ticari amaclh ekiminin yapildig1 1996 yilindan 2005 yilina
kadar uzanan zaman diliminde herbisitlere dayaniklilik 6zelligi kazandirilmis transgenik bitkiler birinci sirada
yer almis, bunu bdceklere dayaniklilik 6zelligi takip etmistir (Tablo 2) [4]. Gilinimiizde ise arastirmalarin ve
ticari yonelimlerin ¢ogu iiriin kalitesi artirilmis transgenik bitkilerin iiretilmesi yoniindedir. Ornegin ticari amach
ekimleri yapilan aminoasit veya yag asidi kompozisyonu degistirilmis olan bitkiler bunlardan bazilaridir (Tablo
2). Vitamin veya mikroelement miktarindaki degisim ile besin degeri artirilmis [5, 6, 7] veya ¢evre kirliligini
Onleme ve restorasyon caligmalarinda kullanilmak (fito-iyilestirme) amaciyla modifiye edilen pek ¢ok transgenik
bitkinin de yakin gelecekte giinliik hayatimiza girmesi beklenmektedir [8, 9, 10]. Giinlik hayatimizin her
alaninda karsimiza cikan nisastanin da molekiiler yapisinin biyoteknolojik yontemlerle degistirilmesi {irlin
kalitesini artirmaya yonelik yapilan ¢caligmalardan bir digeridir [11].
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Tablo 2. 2005 yili itibariyle diinyada ticari amagl ekimi yapilan transgenik bitkilerin bazi uygulamalara gore
dagilimi. [12]’den alinmustir.

_Uygulama Tiirii Transgenik bitki sayisi Tiir sayisi
Herbisitlere tolerans 63 14
Boceklere dayaniklilik 35 4
& Sterilite 9 3
Uriin kalitesi 7 4

(aminoasit veya yag asidi kompozisyonunda
degisim; nikotin miktarinda azalma)

Olgunlagmada gecikme 7 3
Viriislere dayaniklilik 5
Modifiye edilmis renk 2 1

1.1. Nisastanin Yapisi ve Fonksiyonel Ozellikleri

Nisasta suda ¢Oziinmeyen graniiller halinde plastidlerde bulunur. Bu graniillerin biiytikligi, sekli ve
kompozisyonu bitkinin cinsine, bulundugu organa veya bitkinin i¢inde bulundugu biiylime evresine gore degisir.
Ornegin bugdayda graniil capt 10 um dan kiiciik olanlar ve 10-35 um arasinda olanlar olarak iki farkli tip
bulunurken, patateste ¢ap1 5-100 pm arasinda degigebilen tek tip graniil vardir. (Tablo 1.1.1), [13, 14].

Nisasta grantilleri temel olarak glikoz polimeri olan amiloz ve amilopektinden meydana gelir, fakat yapisinda az
miktarda fosfat ve lipid de igerir. Amiloz genellikle 600-3000 sayida 1-4 a —glikozil grubuna sahip lineer formda
olup, her 1000 glikozilde bir 1-6 a-glikozil yan gruplarina yani dallara sahiptir. Amilopektin ise daha biiyiik bir
molekiil olup amiloza goére daha fazla dallanma gosterir. Yaklasik 6000-60000 glikozil gruba sahip ve her 20-26
iinitede bir 1-6 a-glikozil yan grubu tasir (Tablo 1.1.2) (Sekil 1.1.1A) [15].

Nisasta graniilleri birbirini takip eden amorf bolge ve semi-kristal biiyiime halkalarindan olusur. Amorf bolge
amiloz ve kristal yapida olmayan amilopektin icerir. Semi-kristal biiyiime halkalar1 ise yine birbirini doniisiimlii
olarak takip eden, yaklasik 9-10 nm genisliginde amorf ve kristal lamellerden meydana gelir. Kristal lameller
amilopektin zincirlerinin sol elli a-helix seklinde paketlenmesiyle olusur, dallanma noktalar1 ise amorf bolgede
yer alir (Sekil 1.1.1B). Amilopektin’ in i¢ ve dis zincirleri A, B ve C zincirlerine ayrilir. A zinciri indirgenen
ucundan a - 1- 6 baglariyla diger zincirlere baglanan lineer ve en kisa zincirdir. B ve C zincirlerinin her ikisi de
bir veya daha fazla sayida A ve/veya B zincirine sahiptir. Molekiil bagina sadece bir C zinciri vardir ve bu da
molekiiliin tek indirgenen ucuna sahiptir. Amilopektin sarmallar1 ¢ogu tahil nisastasinda siki bir sekilde
istiflenmigken (A-tipi nisasta), patates ve muz gibi bazi bitkilerde daha aralikli istiflenirler (B-tipi nisasta) [3, 16,
13].

Tablo 1.1.1. Baz1 bitkilerde dogal nisasta graniiliiniin 6zellikleri [13].

Nisasta Biiyiikliik (um) Sekil
Arpa 2 -5 (B tipi graniil Spherical

15 -25 (A tipi graniil) Lenticular
Misir 2-30 Spherical/ Polyhedral
Yulaf 3 -10 (basit) Polyhedral

80 (bilesik)

Bezelye 5-10 Rentiform
Patates 5-100 Lenticular
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Piring 3 -8 (basit) Polyhedral
150 (bilesik)
Cavdar 5 -10 (B tipi graniil) Spherical
10 -40 (A tipi graniil) Lenticular
Sorgum 5-20 Spherical
Triticale 1-30 Spherical
Bugday 2 -10 (B tipi graniil) Spherical
15 -35 (A tipi graniil) Lenticular
Tablo 1.1.2. Amiloz ve amilopektinin yapisal karsilagtirmasi [17].
Karakter Amiloz Amilopektin
Graniildeki ytlizde agirlik % 15-35 % 65 -85
o -1,6 dallarmin yiizdesi <% 1 %4-6
Molekiil kiitlesi (Da) 10*-10° 107 -10°
Polimerizasyon derecesi 10%-10° 10°-10*
Zincir uzunlugu 3 -1000 3-50
CH,OH
0
CH,OH CH,OH 1
1 4 |
ot A% G 0 CH,0H 8 CH,OH
OH OH @ @
1 4
o N\GH P N{ely 5
atniloz OH OH
arnilopektin
(A

©

D)

Sekil 1.1.1 Nisasta graniilii iginde bulunan amiloz ve amilopektinin kimyasal yapist (A) ve sematize edilmis
granill organizasyonu (B, C, D). Amorf biiyiime halkalar1 ile ayrilmis kristal lameller (B), amorf ve kristal
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bolgenin biiyiitiilmiis hali (C), yan yana bulunan amilopektin zincirleri tarafindan olusturulan ¢ift heliks yapisi
kristal lamelleri olustururken, dallanma noktalari ise amorf bdlgede yer alir (D).

Nisastanin fonksiyonel 6zellikleri endiistriyel kullanim alanin belirlenmesinde 6nem tasir. Fonksiyonel 6zellikler
arasinda spesifik viskozite, jel yapisi, donma-¢oziinme kararlilii, berraklik, kristallik, renk, sisme ve sigmeye
dayaniklilik sayilabilir. Nisasta graniilleri su ve sicakligin etkisiyle yapisal degisime ugrar. Su ile karistirildigi
zaman nisasta graniilleri bir siispansiyon olusturur. Isitmayla birlikte graniiller su absorbladig1 icin sigerek
siispansiyonu koyulastirir. Sicakligin artmasiyla amiloz amilopektinden ayrilir ve amiloz graniilden soliisyon
icine gecer. Bunu takip eden sogutmayla da amiloz molekiilleri diger amiloz ve amilopektin ile H™ baglar1 kurar.
Dolayistyla suyun, amiloz ve amilopektinden olusan bu ag arasinda hapsedilmesi sonucu jelatinimsi bir yap1
olusur yani jellesme meydana gelir. Bu yap1 uzun zaman periyodunda donduruldugu veya sogutuldugu zaman,
amiloz molekiilleri birbirine daha da yakinlasir ve yogun kristal kiimeleri olusturur (retrogradasyon) ve neticede
su molekiilleri serbest kalir [18, 13, 19]. Suyun agiga ¢ikmasi arzu edilmeyen bir olaydir. Ornegin bu nisastay1
bulunduran islenmis gida iriinlerinde mikroorganizmalarin {iremesine veya dondurulmus unlu mamullerde hos
olmayan degisimlere sebep olabilir. Bu yiizden dogal formunda nisastanin kullanim alanlar1 oldukga sinirlidir ve
genellikle koyulastirict veya yapistirict olarak kullanilir.

Genel olarak nisasta graniillerinin su ve sicaklik etkisiyle gegirdigi bu yapisal degisimlerin kontrolii nisastanin
fonksiyonelliginde anahtar faktordiir. Dogal nisasta fiziksel, enzimatik veya kimyasal olarak modifiye edilerek
spesifik bir kullanim igin gerekli olan ozellikler kazandirilabilir. Fiziksel olarak 6glitmeyle veya enzimatik
olarak nisastanin daha kii¢iik polimerlere (dekstrin, maltoz vs.) hidrolizi sonucu nisasta modifiye edilebilir.
Nisasta modifikasyonunun en yaygin tipi ise dogal nisastanin kimyasal maddelerle muamelesi yani kimyasal
modifikasyondur. Son zamanlarda fonksiyonelligi gelistirilmis bu tip nisastalar 6zellikle mutant ve genetik
modifikasyona ugratilmis bitkilerde retilmektedir [16]. Gerek bitki biyoteknolojisindeki gelismeler gerekse
nisasta biyosentezinde rol oynayan enzimler ve 6zelliklerinin ortaya konmasi genetik modifikasyonu miimkiin
kilmustar.

1.2. Depo Dokularda Nisasta Biyosentezi

Sukroz gibi nisasta da fotosentezin temel iirliniidiir ve son iiriin olarak yaprak kloroplastlarda depolanabilecegi
gibi fotosentetik olmayan dokularda, amiloplastlarda da depolanabilir. Yesil yapraklarda fotosentez sirasinda
iiretilip depolandigi ve gece periyodunda sukroza parcalandigi ig¢in doniisimlii nisasta (transitory) olarak
adlandirilir. Depo nigastasi ise tohum, yumru ve kok gibi depo organlarda bulunur, uzun zaman periyotlar igin
depolanir ve tohum ¢imlenmesi ya da biiyiime amaciyla metabolize edilir. Depo nigastasi bitki tlirtine bagl
olarak degisik oranlarda bulunan amiloz ve amilopektinden olusurken doniisiimlii nisasta da amilopektin
dominant formdur [20].

Gectigimiz 10-15 yildaki calismalar nisasta polimerlerinin sentezi icin gerekli olan protein ve genlerin
tanimlanmas: iizerine odaklanmis ve en azindan 4 grup enzimin nisasta biyosentez yolunda rol aldigi ortaya
konmustur. Bunlar ADP-glikoz pirofosforilazlar (AGPase; EC 2.7.7.23), nisasta sentazlar (SS; EC 2.4.1.21),
nisasta-dallanma enzimleri (SBE; EC 2.4.1.28) ve nisasta-dallar1 kiran enzimler (DBE; EC 2.4.1.41) dir (Sekil
1.2.1). Bitkiler genellikle bu her enzim grubunda birkac¢ izoenzime sahiptir. Nisasta sentezinde rol alan bu
genlerin 14 formu oldugu (2 AGPase, 5 SS, 3 SBE ve 4 DBE) ve bunlardan 13 genin tiim bitkilerde homoloji
gosterdigi bildirilmistir [21].

ADP-glikoz pirofosforilaz enzimi hem kaynak hem de depo dokularda bulunur. Fotosentetik dokularda plastid
icinde yer alirken, tohumda farkli genler tarafindan kodlanan spesifik formlart oldugu icin bitkiye gore
bulundugu yerde farklilik gosterebilir. Ornegin patates ve bezelye embriyosundaki AGPase’ m gogunlugu
plastidik iken, musir, arpa ve piringte ise sitoplazmiktir [20]. Nisasta sentaz enzimleri ise iki grup altinda
toplanabilir; nisasta graniillerine sikica baglanmis grantile bagli nisasta sentaz enzimleri (GBSS) ile graniile bagh
veya serbest halde bulunan nisasta sentaz enzimleri (SSI, SSII ve SSIII) [14, 15, 21].
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Sukroz

kisa glukanlar

€rrnnnnas

UDP-Glukoz + Frukto
UGPase

kisa glukanlar SSII

v

Glukoz 1 fosfat

SSI

AGPase
y A SSII

DPG

AGPase

v

ADP-Glukoz

Amiloplast

Sitoplazma

Sekil 1.2.1. Depo organlarda nisasta biyosentez yolu. Enzimler, UGPase, UDP-glikoz pirofosforilaz; AGPase,
ADP-glikoz pirofosforilaz; SS, Nisasta sentaz; GBSS, Graniile bagli nisasta sentaz; SBE, Nisasta dallanma
enzimi [21]’den modifiye edilmistir.

Nisasta dallanma enzimleri lineer glikoz zincirine a-1,6 glikozidik baglarla yan dal olarak glikoz ekler ve bu
dallanmada nisastanin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini etkiler. Aminoasit dizilimindeki homoloji g6z Oniine
almarak iki sinif SBE tanimlanmistir. A sinifi SBE’ leri bezelye SBEI, misir SBEII ve piring SBEIII’ den
olusurken, B sinifi SBE’ leri misir SBEI, piring SBEI ve bezelye SBEII’ den olusur [22]. SBE’ nin enzimatik
ozellikleri bu iki simf arasinda faklilik gosterir. Ornegin A sinifina giren SBE izoformlar’ nin amiloza olan
afinitesi B simnifindan daha disiiktiir. Ayrica sinif B izoformlar1 uzun glukan zincilerine yan grup eklerken A
sinifi izoformlari ise kisa zincirleri tercih eder [20]. izoamilaz olarak da bilinen nisasta-dallar1 kiran enzimler
(DBE) ise amilopektin’ in a-1,6 glukan dallarini hidrolize eder. SS ve SBE enzimleri tarafindan sentezlenen ve
yiiksek oranda dallanma gosterebilen glukan zincirlerinin DBE enzimleri yardimryla dallarinin kirilmasi nisasta
graniiliiniin olusumu, amilopektin sentezi ve organizasyonda énem tasiyan bir olaydir [23, 14].

Sekil 1.2.1 de sematize edildigi gibi depo doku hiicrelerine giren sukroz sukroz sentaz tarafindan parcalanarak
UDP-glikoz ve fruktoza doniistiiriiliir. Nisasta biyosentezinin birinci asamasinda AGPase glikoz-1-fosfatdan
ATP yardimiyla ADP-glikoz ve pirofosfat (PPi) olusum reaksiyonunu katalizler. ADP-glikoz ise nisasta sentaz
enzimlerinin substratidir. Tim nigasta sentaz enzimleri ADP-glikozdan biiylimekte olan o-1,4-glukanlarin
indirgenmeyen uglarina glikozil {initelerini transfer eder. Graniile bagl nisasta sentazin amiloz sentezi, SS ve
SBE enzimlerinin ise amilopektin sentezinden sorumlu oldugu bilinmektedir [15].

1.3. Nisastanin fonksiyonel 6zelliklerinin genetik olarak degistirilmesi
1.3.1. Amiloz icermeyen (wWaxy-mumlu) nisasta

Amiloz sentezi waxy geninin {irlinii olan waxy protein miktar1 tarafindan kontrol edilir ve bu protein de GBSS
enzimidir. Ornegin hegzaploid bir bugday tiirii li¢ tane waxy gene ve bunun sonucunda da ii¢ waxy protein
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izoformuna sahiptir. Amiloz miktarindaki degisimin bu ii¢ proteinden bir veya ikisinin olmamasiyla baglantil
oldugu bildirilmistir [24]. Dogal olarak yapisinda amiloz bulundurmayan waxy mutantlarin GBSS enzimine
sahip olmadig1 bulunmustur [25, 26]. Waxy mutant bitkilere baz1 6rnekler Tablo 1.3.1 de sunulmustur.

Tablo 1.3.1. Cesitli waxy mutant bitkilerin amiloz ve amilopektin icerikleri.

Nisastanin kaynagi % Amiloz % Amilopektin Kaynaklar

Normal misir 28 72 [27]
Waxy musir 1 99
Normal dar1 30 70 [28]
Waxy dar1 1 99
Normal piring 18 —28 72— 82 [29]
Waxy piring 0 100
Normal bugday 18 -20 79 - 81 [30]
Waxy bugday 0.8-0.9 99

Waxy nigasta hemen hemen %100 amilopektin icerir ve lineer amiloz molekiiliiniin yoklugundan dolay: yapisal
kararlilig1 fazladir. Waxy musir nisastas1 1908 yilinda Cin’ de bir Amerikan misyoner tarafindan kesfedilmis ve
1940 1 yillarda ticari amagli ekimi baglamigtir. Misir, arpa, bugday ve sorgum’ un waxy mutant tiirleri yillardir
bilinmesine karsin ticari olarak en fazla yetistirilen sadece waxy misirdir. lk olarak hamur isleri, soslar ve
pudingler i¢in bir kivam verici olarak kullanilmaya baglanmis, daha sonra asetilleme, ¢apraz baglanma gibi
kimyasal modifikasyonlarla yapis1 daha kararli hale getirilerek donmus yiyecek endiistrisinde de kullanilmaya
baslanmistir [31]. Ayrica normal misir’ a gore daha kolay sindirilebilme 6zelliginden dolay ¢iftlik hayvanlarinin
beslenmesinde ve kagit endiistrisinde de kullanim alan1 bulunmaktadir [32, 16, 13].

Giliniimiizde nisasta kompozisyonu ve yapisinin genetik modifikasyonlarla degistirilmesi sonucunda da waxy
bitkiler elde edilmistir. Ornegin GBSS enziminin antisens inhibisyonu sonucunda transgenik patateste
amilopektin miktar1 %85 den %98’e artirilmig, amiloz miktart ise %15’den %2’ ye diisiiriilmiistiir [33]. Benzer
sekilde tropikal tilkelerde yetistirilen kassava (Manihot esculenta) bitkilerinde yaklasik %19 olan amiloz igeregi
GBSS enziminin antisens inhibisyonuyla % 2 oranina diisiiriilmiistiir. Ayrica dogal olarak kassava nigastasindaki
amilopektinin patates ve misir nigastasina gore daha fazla oranda kisa zincir igermesinin de bir avantaj oldugu ve
bu sebeple amiloz igermeyen transgenik kassava bitkilerinden elde edilen nisastanin kimyasal modifikasyona
gerek kalmadan jel kararlilig1 ve berrakliginin yiiksek oldugu bildirilmistir [34].

1.3.2. Yiiksek amiloz iceren nisasta

Amiloz sentezinde sadece tek bir gene ihtiya¢ duyulurken, amilopektin sentezi ise pek ¢ok izoformu bulunan;
SS, SBE ve DBE’ nin katilimiyla gergeklesir. Dolayisiyla amilopektin igerigini degistirmek igin sadece tek bir
genin inhibe edilmesi yeterli olmayabilir. Nisasta sentez enziminin farkli isoformlaria sahip mutant bezelye
(rug5) [35], ve musir (dulll) [36] bitkilerinde SS enzim aktivitesinin diisik oldugu bulunmustur. Bu
mutantlardaki nisastanin amilopektin sentezindeki diisiis nedeniyle yiiksek amiloz igerdigi ve bezelye
nisastasindaki amilopektinin yiiksek miktarda kisa glukan zincirlerine sahip oldugu bildirilmistir. Bu da SS
enzimlerinin amiloz miktar1 yaninda amilopektinin yapisal 6zelliklerini de etkiledigini géstermistir. Nitekim SS
II ve SS HI izoformlarmin beraber antisens inhibisyonu, patates yumrularindaki nisastanin yapisi ve
ozelliklerinde Onemli degisimlere neden olmustur [37, 38, 14]. Meydana gelen nisastanin igerisindeki
amilopektinin kisa zincir sayisinin artmasi, nisastanin diisiik sicakliklarda (< 50 °C) jelatinlesmesini saglamustir.
Bu o6zellige sahip nisasta da yiyecek endiistrisinde 6nemli kullanim alanlarina sahiptir [16].

Diger taraftan, drnegin patateste SBE II geninin antisens inhibisyonu amiloz miktarini yaklasik %38 artirirken,
SBEI geninin antisens inhibisyonu ise amiloz miktarin1 etkilememistir [39]. Fakat her iki genin beraber
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inhibisyonu yiiksek amiloza sahip patates nisastasinin {iretimini miimkiin kilmistir [40]. Tath patateste ise SBEII
geninin inhibisyonu sonucu kontrole gore iki kat daha fazla oranda amiloz i¢eren transgenik bitkiler {iretilmistir
[22].

Yiiksek amiloz igeren nisastalar, yiiksek jellesme giiciine sahip oldugundan &zellikte tatlilarda ve kizartmalarda
kullanilir. Kizartilmig {rtinlerin {izerindeki tabakanin gevrek olmasini saglar ve pisirilirken yag alinimini da
azaltir. Bu tip nisastalar ayrica yapistirici, mukavva ve kagit iiretiminde de kullanilmaktadir [16, 20].

1.3.3. Nisasta fosfat icerigi

Nisastaya bagli fosfat (P) miktar1 bitkisel orijine gore degisir ve fosforilasyon derecesi nigastanin fiziksel
ozelliklerini 6nemli derecede etkiler. Nisasta icindeki P gruplarinin varligi, nisastanin viskozite ve jel olusturma
Ozelligini etkiler ve kristallesmeyi engeller. Ticari nisastalar iginde patates nisastasi en yiiksek P seviyesine
sahiptir, drnegin patateste her 200 glikoz tinitesinde bir fosforilasyon goriiliirken bu frekans Arabidopsis yaprak
nisastasinda her 2000 iinitede bir tanedir. Nisastanin i¢indeki P gruplarinin biiyiik bir kismu kovalent olarak
amiloza degil amilopektine baglanir ve amilopektinin fosforlanma frekansi nisastanin bitkisel kaynagina gore
degisiklik gosterir. Bu sebeple gesitli endiistriyel alanda kullanilacak nisasta kimyasal madde uygulamasiyla
fosforile edilir [41, 42] .

Nisasta biyosentezi sirasinda fosfat gruplari monoesterler olarak glikoz iinitelerinin C-6 veya C-3 pozisyonlarina
baglanir. Nisastanin yapisina P gruplarinin eklenmesinden sorumlu olan protein (R1) ilk olarak patates
yumrusunda bulunmus ve daha sonra a-glukan su dikinaz (a-glucan water dikinase; GWD) enzimi olarak
isimlendirilmistir [43]. o-Glukan su dikinaz ATP’ deki B- fosfatin, glikoz initelerinin C-6 ya da C-3
pozisyonuna transferini katalizleyen enzimdir. Bu enzimi kodlayan genin antisens inhibisyonu patateste
nisastaya bagli P miktarinin %90 azalmasina sebep olmustur [44]. Benzer sekilde GWD’ yi kodlayan genin
Arabidopsisdeki homolugu olan sex/’ in mutasyona ugratilmasi sonucu yiiksek miktarda nisasta igeren mutantlar
(starch excess; sex) elde edilmis ve sex/ mutantinda nigastaya bagli P miktarmin 6nemli derecede azaldig: tespit
edilmistir [42, 45] (Sekil 1.3.3.1.).
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Sekil 1.3.3.1. Nisasta fosforilasyon aktivitesi ve GWD-gikarilmis fenotip. a-Glukan su dikinaz (GWD), nisasta
biyosentezi esnasinda nisasta-fosfat esterlerini dikinaz metabolizmasi vasitastyla katalize eder. Bunu da ATP’
deki B—fosfat grubunu nisastaya ve y —fosfat grubunu ise suya transfer ederek gerceklestirir. Fosforilasyon
sonucunda kontrol Arabidopsis’de karanlik periyodu siiresince yaprakta nisasta pargalanirken, nisasta
fosforilasyon enzimi olan GWD’nin ¢ikarildig1 sex/ mutantinda ise yapraklarda nisastanin biriktim yaptig
gozlenmistir. [41]” den alinmustir.
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GWD homologlarinin tatl patates yumrulari, misir ve arpa tohumlari ve muz meyvesinde de de bulunmas: bu
enzimin pek c¢ok bitkide fonksiyonel oldugunu ortaya koymaktadir. Fakat misir ve arpa gibi bitkilerde depo
nisastasindaki P miktar1 olduke¢a diisiiktiir bu da sadece GWD enzim aktivitesinin nigasta fosforilasyonu igin
yeterli olmadigint gostermektedir. GWD’nin substrat olarak amilopektini, 6zellikle uzun ve dallanma gosteren
glukan zincirlerini kisa zincirlere tercih etmesi tahil nisastasindaki diisiik P miktarinin sebebi olabilir. Nitekim
tahil nisastalart ¢ogunlukla kisa amilopektin zincirlerinden olusur ve GWD olmasina ragmen fosforilasyon
derecesi oldukca diisiiktiir [41]. Nisasta fosforilasyon mekanizmasimin tam olarak anlasilmasi, gelecekte
modifikasyonun nisastay1 iireten bitki tarafindan yapilmasini saglayacak ve neticede pahali ve g¢evre dostu
olmayan kimyasal uygulamalara olan ihtiyac1 ortadan kaldiracaktir.

1.4. Tartisma

Nisasta giinliik hayatimizda yiyecek, i¢ecek, tarim, ecza, insaat, tekstil ve kagit gibi pek ¢ok endiistriyel alan igin
temel bir hammaddedir. Nisastanin farkli endiistriyel alanlarda kullanimini nisasta graniillerinin yapi-fonksiyon
iliskisi belirler. Bu sebeple bitkiler tarafindan iiretilen nisasta graniillerinin molekiiler yapilarinin degistirilmesi
bitki biyoteknolojisi i¢in énemli bir konu olmustur. Dogal nisasta genellikle fiziksel, enzimatik veya kimyasal
olarak modifiye edilerek kullanilir. Nisasta biyosentezinde rol alan enzimlerin aktivitelerinin degistirilmesiyle
yapilan genetik modifikasyonlar ise nisastanin hasattan sonraki bu tip kimyasal modifikasyon ihtiyacini azaltir.
Ornegin kassava da amiloz yoklugu; propilen oksit, etilen oksit ve asetik anhidrit gibi jel kararliligini artirict
¢evre dostu olmayan kimyasal maddelerin kullanimina gerek kalmadan, nisastanin jel kararlilig1 ve berrakligini
arttirmistir [34]. Ayrica nisastanin belli bir endiistriyel alanda kullanilmak igin bir seri islemlerden gegirilmesi
girdilerin, dolayisiyla maliyetin artmasina sebep olacaktir. Dolayisiyla genetik modifikasyon ¢evre dostu ve
ekonomik bir teknoloji olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Diger taraftan bugiine kadar nisasta biyosentez yolu ve bu yolda rol alan enzimlerle ilgili olarak biiyiik bir yol
almmasina ragmen, bitkinin yetistigi ¢cevre kosullarinin nisasta sentezi iizerindeki etkisini de géz ardi etmemek
gerekir. Ornegin hava sicakhigindaki 5 °C’ lik bir artis bile, baz1i bugday varyetelerinde verimin % 10-15
oraninda diismesine neden olabilmektedir. Bununda, bugdayda ¢6ziiniir nisasta sentaz enziminin, 20 °C’nin
tizerindeki sicakliklara hassas olmasindan kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir [46]. Dolayisiyla ¢evre sartlari,
bir metabolik yolda rol alan enzimlerin aktivitelerini degistirerek, meydana gelen {irliniin miktarm ve kalitesini
de degistirebilir. Bu noktada nisasta kompozisyonu genetiksel olarak degistirilmis bitkilerin, tarla kogsullarinda
maruz kalacagi g¢evre sartlarindan nasil etkilenecegi sorusunun da aydinlatilmasi gerekmektedir. Bu da
genetiksel olarak modifiye edilmis bitkilerin iiretim asamasinda ortaya ¢ikabilecek olumsuz bir etken olarak
diistiniilebilir [1].

Bugiin genetiksel olarak modifiye edilmis nisasta igeren bitkilerin heniiz ticari olarak {iretimi yapilmamaktadir.
Fakat Amylogen HB firmasi tarafindan gelistirilen ve yiiksek amilopektin iceren patateslerin 6zellikle kagit
endiistrisinde kullanimi amaglanmis ve olusan yan {iriinlerinde hayvan yemi olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir.
Isvegte 1994 yilindan beri tarla denemeleri yapilan transgenik patates EH92-527-1’in isve¢ Tarim Bakanlhig
tarafindan Nisan 2004 de ticari olarak ekimi kabul edilmistir [47]. Fakat ticari olarak ekiminin yapilabilmesi i¢in
diger Avrupa Birligi tiye ilkelerinin de onayi beklenmektedir [48]. Fakat yan iiriinlerin hayvan yemi olarak
kullanilmasi, bunlarin insan besin zinciri igerisine girme ihtimalini artirdig1 i¢inde bir risk olarak
diistiniilmektedir. Ayrica Almanya, Hollanda ve Cek Cumhuriyeti gibi diger Avrupa iilkelerinde de heniiz tarla
denemesi asamasinda olan yiiksek amiloz veya amilopektin igeren transgenik patatesler tizerindeki ¢alismalar da
devam etmektedir.

Genel olarak bakildiginda genetiksel olarak modifiye edilmis nisastanin yiyecek endiistrisi digindaki alanlarda
cevre dostu bir hammadde olarak kullanilmasmin getirecegi potansiyel yararlar oldukga fazladir. Yiyecek
endiistrisinde kullanimi ise, diger genetiksel olarak modifiye edilmis iirlinlerde oldugu gibi, tiiketicilerde dogal
olmayan iiriinleri kullanma psikolojisi ve saglik agisindan giivenli olmamasi, iiriinlerin satig1 ve pazarlanmasinda
mutlaka uyarict etiket bilgilerinin bulundurulmasi, tiiketicilerin bilgilenme ve se¢me hakkinin korunmasi gibi
konular1 giindeme getirecektir. Fakat kimyasal olarak modifiye edilmis ve zorunlu olarak etiketinde bir E
numarasi icermesi gereken nigastali pek ¢ok yiyecegi de her giin tiikettigimiz unutulmamalidir.
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