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Ozet: Kadmiyum topraklarda yiiksek hareketliligi, bitkiler tarafindan kolay ve hizli alinmasi ve dusik konsantrasyonlarda bile toksik olmasi
nedeniyle cevresel acidan en tehlikeli agir metallerden biridir. Bu nedenle kadmiyumla kirlenmis topraklarin temizlenmesi énem arz etmektedir.
Kadmiyum, topraklardan yiksek maliyetli aritim teknolojileriyle veya daha disik maliyetli, kolayca uygulanabilir bir yéntem olan fitoekstraksiyon
yontemiyle aritilabilmektedir. Bu ¢calismada daha hizli ve fazla miktarda metalin topraktan uzaklastiriimasi i¢cin mayadan (Saccharomyces cerevisi-
ae) izole edilen ve metal baglayan Metallothionein Il (MTII) geni titun bitkisine aktarilmistir. Bitki tarafindan alinan metalin hlcrenin atik deposu
olan vakuolde biriktirmesi icin SCMTII genine, tath patatesten izole edilen Sporamin vacuolar targeting signal eklenmistir. Deneme Ug tekerrirli
olarak tesadf parsellerinde bélinmis parseller deneme desenine gére kurulmustur. Gen aktariimamis titlin (Nicotiana tabacum L.) gesidi Petit
Havana (SR-1) ve ayni titin cesidinin gen aktariimis formu (p-S-ScMTII) 0, 0,2, 0,4, 0,8 ve 1,6 mg/kg Cd uygulanmis toprakta giceklenme déne-
mine kadar yetistiriimistir. Kadmiyum ilavesiyle bluylimede ¢ok az gerileme gdzlenmis, fakat Cd toksisitesi simptomu gézlenmemistir. Kuru agirlik
ve Cd konsantrasyonu agisindan bitkiler arasinda istatistiki bir fark gézlenmemistir. Ancak her iki bitki grubunda da Cd dozu arttikga bitkilerde Cd
konsantrasyonu artmistir. 1,6 mg/kg Cd uygulamasinda kontrole gére bitkilerin Cd konsantrasyonu sirasi ile gen aktariimis ve gen aktariimamis
titlinde 13,8-32,9 katlik bir artis géstermistir. Arastirma sonuglari SCMTII geni aktariimis transgenik titin bitkisinin uygulanan doz oranlarinda Cd
ile kirlenmis topraklarin temizlenmesinde etkili oimadigi bu nedenle daha ylUksek Cd konsantrasyonlarinda denenerek Cd biriktirme kapasitesinin
arastiriimasi gerektigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Fitoekstraksiyon, kadmiyum, metallothionein, transgenik tatin

Investigation of the Use of Transgenic Tobacco Plant in the
Treatment of Cd-Contaminated Soils by Phytoextraction

Abstract: Cadmium is one of the environmentally problematic heavy metals, because of its high mobility in soils, its ease and fast uptake by plant
and very high toxic potential even at very low concentration. Thus its extraction from the polluted sites is environmentally important. Cadmium can
be extracted from the soils either any of expensive remediation methods or phytoextraction which is a method with easy application, natural, and
increasing usage. In this study, for fast and efficient removal of heavy metals, including Cd, Metallothionein Il (MTIl) gene isolated from
Saccharomyces cerevisiae (Sc) and Sporamin vacuolar targeting signal gene isolated from sweet potatoes were added for bearing transgenic plant.
The experiment was set up in spilt-plot in completely randomized design with three replications. Then the non-transgenic (Nicotiana tabacum L. cv
Petit Havana SR1) and transgenic tobacco plants (p-S-ScMTII) were grown in pots containing 0, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 mg/kg Cd up to flowering
stage. Cadmium addition resulted in a slight decrease in growth but no toxicity symptoms were observed. There were no statistical differences in
transgenic and non-transgenic plants for dry biomas and Cd concentration. However, Cd concentrations of shoots of both plants were increased
upon increasing Cd concentration of soil. For 1.6 mg/kg Cd treatment, Cd concentration of transgenic and non-transgenic plants increased 13.8-
32.9 fold, respectively comparing to the control. Results suggested that S-ScMTII gene bearing transgenic plant did not improve Cd uptake in the
studied range of soil Cd concentration. The efficiency of SCMTII gene for accumulation of Cd in shoots should be investigated at higher Cd con-
centration.
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GIRIS

Kadmiyum, insan, hayvan ve bitkiler igin toksik etkili bir element-
tir. Bitki blnyesinde azot ve karbonhidrat metabolizmalarini
degistirmesi nedeniyle bircok fizyolojik degisiklige neden olmak-
tadir. Ayrica, proteinlerin -SH gruplarindaki enzimleri inaktive
etmekte, fotosentezi engellemekte, stomalarin kapanmasina,
transpirasyon ile su kaybinin azalmasina ve klorofil biyosentezi-
nin bozulmasina neden olmaktadir (Sheoran ve ark., 1990).
Kadmiyumla kirlenmis topraklarin temizlenmesi icin fiziksel, kim-
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yasal ve biyolojik yéntemler kullanilabilir. Biyolojik yéntemlerden
ucuz, etkili ve uygulanabilir olani fitoremediasyon ydntemidir.
Fitoremediasyon U¢ ana gruptan olusmaktadir; 1) fitostabilizas-
yon, 2) rizofiltrasyon, 3) fitoekstraksiyon. Fitoakimulasyon ola-
rak da adlandirilan fitoekstraksiyon ydntemi, toprakta kirlilige
neden olan metalin, bitki kdkleri yolu ile alinarak bitkinin yesil
aksamina taginmasi ve biriktirilmesidir. Fitoekstraksiyonda kulla-
nilacak bitkinin; hasat edilebilir aksaminda yiksek oranda metal
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biriktirmesi, biriken agir metale tolerans géstermesi, hizli blyi-
yebilen, derin kékli ve kolayca hasat edilebilir olmasi gerekmek-
tedir (Karenlampi ve ark., 2000). Dogada hiperakimulatér adi
verilen yesil aksaminda normal bitkiden daha fazla metal akimu-
le eden bitkiler bulunmaktadir. Hiperakiimulatér bitkiler, genellik-
le yavas buyimekte ve oldukca az yesil aksam Uretmektedir.

GUnimUzde, genetik calismalarla farkl kaynaklardan alinan ve
metal baglayan genler bol yesil aksaml bitkilere aktarilarak
metal biriktirme yetenekleri arttirimaya calisiimaktadir. Bu gen-
lerden biri olan Metallotiyonein (MT), diisiik molekul agirhkli, sis-
teince zengin ve adir metal baglayan bir proteindir. Fareden izole
edilen MTI, insandan izole edilen MTIl geni, mayadan izole edi-
len CUPI geni ve bezelyeden izole edilen PSMTA geni gibi cesit-
li MT genleri, titiine (Nicotiana sp.), kolzaya (Brassica sp.) ve
Arabidopsis thaliana gibi farkli bitkilere aktarilmistir. ilk olarak
Lefebvre ve ark. (1987), Cin kobay faresinden izole ettigi MTII
(ChMTII) genini bitkiye aktararak bitkinin Cd toksisitesini 6nleme
calismasi yapmistir. Liu ve ark. (2000), Nicotiana glutinosa MT
cDNA’y1 agrobakteri yoluyla tatin bitkisine aktarmislardir. MT
geni aktarilan tattn bitkisinin 200 pM Cd’a tolerans gésterdigi,
transgenik olmayan kontrol bitkisinin ise 50 pM CdSO, kosulla-

rinda yapraklarinda sararmalar goraldagu ve gelisemedigi tespit
edilmistir. Daghan (2004), Cin kobayindan izole edilen MTII geni-
ni tatin bitkisine (Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-1)
agrobakteri yoluyla aktararak yesil aksam Cd konsantrasyonu-
nun, kontrol bitkisine kiyasla % 70-90 oraninda daha fazla oldu-
gunu bildirmistir.

Bu calisma ile Saccharomyces cerevisiae’dan izole edilen MTII
geni aktariimis transgenik tutin (p-S-ScMTII) ve transgenik
olmayan tutdn bitkilerinin (Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana
SR-1) toprak kosulunda artan dozlarda Cd uygulamalarina tole-
rans ve birikim dlzeyleri belirlenmis ve karsilastirimistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bitki Materyali: Transgenik (p-S-ScMTII) ve transgenik olmayan
(Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-1) titun bitkileri dene-
mede kullaniimistir.

Maya (Saccharomyces cerevisiae)’dan izole edilen

Sekil 1. Saccharomyces cerevisiae Metallotiyonein Il geninin pTRA-kc (p)
bitki ekspressiyon vektoriindeki aktariimis durumu. CHS 5: chalcone syn-
thase 5'in translate edilmeyen bolge; S: Patates’den izole edilen Sporamin A
Vacuolar Targeting Signal; ScMTII: Saccharomyces cerevisiae Metallotiyonein
II; c-myc: myc epitope markdr; His 6: his-6 tag markor

Metallothionein Il (MTII) geni polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile cogaltilarak klonlanmis ve tatin bitkisine (Nicotiana tabacum
L. cv Petit Havana SR-1) agrobakteri yoluyla aktariimistir.
Metallothionein Il genine, metali baglandiktan sonra bitki hiicre-
sinin vakuoliinde depolanmasi amaci ile patatesten izole edilen
Sporamin A vacuolar targeting signal geni ilave edilmistir. Ayrica
ScMTII geninin bitki yaprak hicrelerindeki yerini tespit amaciyla
cymc-His eklenmis ve bitkiye pTRA-kc (p) vektoru ile aktarilarak
p-S-ScMTII transgenik tutln bitkisi elde edilmistir (Sekil 1).
Transgenik bitki, édnce gecici transforman olarak test edilmis
(Fo), sonra yapilan analiz ve testler sonucu kalici transgenik
tatln bitkisi olarak F, generasyonuna kadar cogaltiimistir

(Daghan, 2004).

Toprak Materyali: Denemede Amik OvasI’nin en yaygin serisi
olan Topbogazi serinden 0-30 cm derinlikten alinan toprak kulla-
nilmigtir. Laboratuvara getirilen toprak o©rnekleri kurutularak
2mm’lik elekten elenmis ve analize hazir hale getirilmistir.
Deneme topraginin bazi fiziksel ve kimyasal analiz sonugclari
Ci 1’de verilmistir.

Saksi1 Denemesi

Topbogazi serisinden alinan ve 4 mm’lik elekten elenmis hava
kurusu toprak orneklerinden 2.5 L’lik saksilara 2kg (firin kuru
toprak) doldurulmustur. Toprakta homojen bir dagilim saglamak
icin saksilara ekim 6ncesinde artan dozlarda Cd, 0, 0.2, 0.4, 0.8
ve 1.6 mg/kg (CdSO, formunda) olacak sekilde ¢ozelti halinde
verilmis ve tarla kapasitesinin %60-80’ine getirilerek 3 hafta

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan deneme topraginin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Parametreler Degerler Kaynaklar

Tekstiir Sinifi C (Killi) Bouyoucus, 1952
Toprak Reaksiyonu (pH) (CaCl,’de) 7,65+0,01 Kacar, 1995

Tuz (%) 0,039 Soil Survey Staff, 1951
Kireg (CaCO3) (%) 24,8 Loeppert ve ark., 1996
Organik Madde (%) 2,43 Kacar, 1995

Tarla Kapasitesi (%) 23,7 Alpaslan ve ark., 1998
Toplam N (%) 0,11+0,00 Bremner, 1965
Yarayish P (mg/kg P,Os) 9,34+0,27 Olsen ve ark, 1954
Alnabilir K (mg/kg K,0) 153,89+0 Richards, 1954
Toplam Cd (mg/kg) 0,33+0,06 EPA, 1995

Yarayish Cd (mg/kg) 0,01+0,00 Lindsay ve Norvell, 1978




sureyle kontrolli kosullarda inkibasyona birakiimistir.
Denemelerde uygulanan Cd dozlar, Lindsay (1979) tarafindan
bildirilen Cd ortalama degerleri ve Ust limit degerleri gz énunde
bulundurularak belirlenmistir. Ayrica ekimden 6nce, her saksiya
¢Ozelti formunda 200 mg/kg N ((NH4)»SO,4 formunda), 100
mg/kg P ve 125 mg/kg K (KHoPO4formunda) ve 2,5 mg/kg Fe
(Fe-EDTA formunda) ilave edilmistir. Denemeler, tesadif parsel-
lerinde bélunmus parseller deneme deseninde 3 paralelli olarak
kurulmustur. Tatin genotipleri ana parsellere, agir metallere ait
dozlar ise alt parsellere yerlestiriimigtir.

p-S-ScMTII thtin bitkisinin tohumlari antibiyotik iceren (kanami-
sin) MS (Murashige-Skoog) besi ortaminda ve SR-1 titln bitki-
sinin tohumlar ise torf ortaminda ¢imlendirildikten sonra 2-3 yap-
rakli iken saksilara transfer edilmistir. Saksilar, tarla kapasitesi
%60-80 olacak sekilde saf su ile sulanmistir. Bitkiler, Cd uygu-
lanmis saksilarda 6 hafta sure ile giceklenmeye kadar yetistiril-
mistir. Saksida 6 hafta sure ile yetistirilen bitkilerin alt ve Ust yap-
raklarinda klorofil 6lgtimleri yapildiktan sonra bitkilerin yesil
aksami hasat edilip yas agirliklari alinmigtir. Daha sonra, bitki
drnekleri saf suyla yikanarak 65°C’de kurutulup kuru agirliklari
belirlenmis ve agat tasl bitki 6gitme degirmeninde 6gutliimus-
tar. Glutatyon (-SH) analiz sonucu yas agirlik Gzerinden verilir-
ken, diger tim analiz sonuglari firn kuru agdirhk (65°C) olarak
verilmistir.

Fenolojik G6zlem

Denemeler boyunca bitkilerin Cd uygulamalar karsisinda ugra-
diklar morfolojik degisimler gozlenerek degerlendirilmistir. Bu
morfolojik degisimler fotograflanarak gérsellestirilmigtir.

Klorofil Analizi

Bitkilere Cd uygulamalarinin etkisiyle yapraklarda degisen kloro-
fil icerikleri, bitkilerin hasat edildigi gun, klorofil élcim cihazi
(Konica-Minolta SPAD-502) kullanilarak alt ve st yaprakta belir-
lenmistir.

Bitkide Metal Analizi
Ogutdlen bitki 6rnekleri HNOg ile mikro dalga firinda ¢ézinurlestiri-
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lerek toplam metal konsantrasyonu (Cd, Zn, Cu, Fe, Mn, K) ICPA-
ES (indiiklenmis Eslesmis Plazma-Atomik Emisyon Spektrometresi;
Varian Series-ll)'de belirlenmistir. U paralelli yapilan metal analiz-
lerinin dogrulugu, metal icerigi belli standart sertifikali bir titin bitki-
sinin (Virginia Tobacco Leaves, CTA-VTL-2) ayni ydéntemle analiz
edilmesi ile kontrol edilmigtir.

N ve P Analizi

Bitki 6rneklerinde N analizi, Kjeldahl yéntemine gére ve P anali-
zi ise mavi renk yéntemine goére yapimistir (Kacar, 1984). SH
Analizi (indirgenmis Glutatyon) Bitki érneklerinde -SH analizi
(indirgenmis glutatyon) Cakmak ve Marschner (1992)’ye goére
yapimistir.

istatistiksel Analiz

Toprak kultird sonucunda elde edilen veriler SAS istatiksel analiz
programi (SAS, 1997) kullanilarak degerlendiriimis ve ortalamalar
arasindaki fark en kiicik énemli fark (LSD) testi uygulanarak grup-
landiriimistir,

BULGULAR VE TARTISMA

Belirtilen dozlarda uygulanan Cd’un (0, 0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6
mg/kg) 6 hafta siresince transgenik ve transgenik olmayan titin
bitkisinin gelisimine etkisi gézlenmistir. Bitkilerde deneme sure-
since Cd toksisitesinden kaynaklanan herhangi bir simptom géz-
lenmemistir. Bu sonug, klorofil degerleri ile paralellik gbstermek-
tedir (Cizelge 2). Kadmiyumun bezelye bitkisinin fizyolojik para-
metreleri ve antioksidatif enzimler Gzerine etkilerinin arastinidigi
bir calismada 50 uM Cd’'un yapraklardaki terleme, fotosentez
orani ve klorofil sentezini azalttigi bildiriimektedir (Sandalio ve
ark., 2001). Toksik dlizeyde Cd klorofil biyosentezinde goérev
yapan protoklorofil reduktaz ile aminolevulinik asit sentezini
engelleyerek klorofil sentezinin azalmasina neden olmaktadir
(Zengin ve Munzuroglu, 2005). Ancak denemede uygulanan en
yuksek Cd dozunda (1.6 mg/kg) toksik bir etki gérilmedigi icin
klorofilde bir azalma gézlenmemistir (Cizelge 2).

Kadmiyum dozu arttikga buyimede ve bitkilerin kuru agirliklarin-
da dnemsiz derecede bir azalma gdzlenmistir (Cizelge 2, Sekil

Cizelge 2. Farkl Cd dozu uygulamalarinin transgenik p-S-ScMTII titin bitkisi ve transgenik olmayan SR-1 tGtln bitkileri yesil aksamlarinin kuru agrliklar,
element konsantrasyonlar (Cd, Cu, Fe, Mn, Zn, N, P, K), Cd igerigi, -SH konsantrasyonlarina ve klorofil diizeyleri (izerine gesit-doz etkilesiminin etkileri.

) Kuru

Cesit ook | AEE |0 | meke | meke | moke | moke | bk o0 %) N S

(g/bitki) Yaprak Yaprak
p-S-ScMTII 0 19,38 3,01 21,37 83,12 52,07 9,38 58 1,74 0,14 2,87 903 29,97 43,17
p-S-ScMTIL 0,2 23,01 8,23 22,74 121 51,56 9,97 189 1,47 0,14 3,08 421 27,70 41,13
p-S-ScMTII 0,4 21,56 15,18 22,27 86,42 50,65 9,67 326 1,66 0,12 3,36 455 29,50 40,83
p-S-ScMTII 0,8 21,00 25,86 19,83 75,34 48,43 9,80 542 1,56 0,12 3,36 531 24,87 39,80
p-S-ScMTII 1,6 21,09 41,49 17,98 78,57 4791 10,17 875 1,59 0,11 2,87 557 29,33 39,33
SR-1 0 22,20 1,32 18,01 77,31 40,32 7,17 29 1,45 0,12 2,97 946 29,07 43,43
SR-1 0,2 23,58 7,73 21,79 80,56 49,32 9,60 182 1,37 0,13 2,85 992 26,87 37,47
SR-1 0,4 20,55 14,80 22,95 76,33 51,78 11,26 303 1,53 0,14 3,46 954 31,10 42,60
SR-1 0,8 21,55 23,58 19,35 67,91 46,62 12,45 508 1,49 0,12 3,15 792 29,53 40,20
SR-1 1,6 19,87 43,41 17,68 86,22 49,40 9,73 858 1,57 0,12 3,21 690 29,93 40,47
LSD 0,05 1,02 2,00 1,80 13,17 3,29 0,92 31 0,10 0,01 0,25 145 2,12 1,41

*(YA): Bitki Yas Agirlign Uzerinden
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Sekil 2. Artan dozlarda Cd uygulamasinin transgenik p-S-ScMTII titin
bitkisi ve transgenik olmayan (Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-
1) tathn bitkilerinin kuru agirhigi Gzerine etkisi.
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Sekil 3. Artan dozlarda Cd uygulamasinin transgenik (p-S-ScMTII) titin
bitkisi ve transgenik olmayan (Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-
1) tituin bitkilerinin Cd konsantrasyonlari tzerine etkisi.
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Sekil 4. Artan dozlarda Cd uygulamasinin transgenik (p-S-ScMTII) tutin
bitkisi ve transgenik olmayan (Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana
SR-1) tutdin bitkilerilerinin Cd igerigi Gzerine etkisi

2). Ancak bu azalma istatistiksel olarak énemli bulunmamistir.

Artan dozlarda Cd uygulamasi ile dokulardaki Cd konsantrasyonu
artis gostermistir. En ylUksek Cd konsantrasyonu transgenik olma-
yan bitkide 43.41mg/kg iken, transgenik bitkide 41,49 mg kg ola-
rak 1.6 mg kg Cd uygulamasinda 6l¢tlmustur (Cizelge 2, Sekil 3).
BuyUme kosullari, gelisme dénemleri, Cd konsantrasyonu ve Cd’a

maruz kalma sulresi, blyime ortaminda Cd ve diger elementler
arasindaki denge ve bitkilerin yasi gibi faktdrler metallerin bitkide-
ki konsantrasyonlarini etkileyebilir (Gothberg ve ark., 2004).

Diger yandan transgenik titan bitkisi (875 pg/bitki) transgenik
olmayan titin bitkisinden (858 pg/bitki) fazla Cd biriktirmistir
(Cizelge 2, Sekil 4). Transgenik bitkilerde yluksek miktarlarda Cd
icerigi, yesil aksamda ylUksek Cd translokasyonu ve igeriginin bir
kanitidir. Yapilan calismalar MTII geninin bitkilerin metallere
toleransini geligtirici bir etkisinin olabilecedi ve bu amagla genin
bitkilere aktarilabilecegi 6nerilmistir (Hasegawa ve ark., 1997;
Karenlampi ve ark., 2000).

Farkli Cd dozu uygulamalarinin transgenik p-S-ScMTII tattn bit-
kisi ve transgenik olmayan SR-1 tattn bitkileri yesil aksamlarinin
kuru agirliklari, element konsantrasyonlari (Cd, Cu, Fe, Mn, Zn,
N, P, K), Cd igerigi, -SH (indirgenmis glutatyon) konsantrasyon-
lari ve klorofil dizeyleri Gizerine etkisi istatistiksel olarak énemsiz
bulunmustur (Cizelge 2).

Artan Cd dozlari p-S-ScMTII ve SR-1 bitkilerinde Cu, P konsant-
rasyonu ve -SH (indirgenmis glutatyon) konsantrasyonlarinda
azalmalara neden olmustur (Cizelge 2). Hatta Cizelge 2’den de
g6raldagu gibi bitkilerde ézellikle Zn, N ve P konsantrasyonlari
Jones ve ark., (1991)’nin bildirdigi degerlere gére (<20 mg kg Zn;
<%3,5 N ve %<0,27 P) noksanlik dizeyinin ¢ok altinda él¢tlm-
astar. Bu elementlerin noksanlik diizeyinde olmasi bitki buyime
ve gelismesini sinirlandirmig olabilir. Kadmiyum bitki kdk biyu-
me ve gelismesini engellemesi nedeniyle bitkilerin su ve iyon ali-
mini azaltmaktadir. Kadmiyumun farkl dozlarinin bezelye bitkisi-
nin Mn ve Fe alimi lizerine etkilerinin arastirildidi bir baska calis-
mada, Cd uygulama dozlarinin artmasiyla kék ve surgunlerde
tutulan Mn ve Fe konsantrasyonunun azaldi§i saptanmistir
(Oktiiren ve ark., 2007).

Bu denemede transgenik ve transgenik olmayan bitkiler arasinda
Cd akumulasyonu bakimindan 6nemli bir fark bulunmamistir.
Elde edilen bu bulgu, Macek ve ark. (2002) ve Pavlikova ve ark.
(2004)'nin bildirdigi; Cd akimilasyonunun transgenik bitkilerde
6nemli bir sekilde artti§i ydnindeki bulgulari ile ters dismektedir.

SONUG

Elde edilen sonuglar artan dozlarda Cd uygulamalarinin transge-
nik (p-S-ScMTII) tatdn bitkisinin transgenik olmayan (Nicotiana
tabacum L. cv Petit Havana SR-1) tatin bitkisinden cok fazla
6nemli olmamakla birlikte daha fazla Cd akimule ettigini goster-
mistir. Bitkilerde de herhangi bir toksisite simptomu gérilmemis-
tir. Dolayisiyla bariz bir farkin goérulebilmesi icin uygulanan Cd
dozlarinin arttirlmasi gerekmektedir. Béylece transgenik ve
transgenik olmayan bitkiler arasinda Cd akimdilasyonu ve tole-
ransi bakimindan bir farklilik olup olmadigi ayrica transgenik bit-
kiye aktarilan MT Il geninin etkinligi belirlenmis olacaktir.
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