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Ozet:Diger bitkilerde oldgu gibi turuncgillerde de genetik mihendisluygulamalarinin yapilmasi ve
yayginlamasi, istenilen Ozellikleri gtayacak genlerin bulunmasina ve bunlari bitkiye aktaracak
transformasyon yontemlerinin ggliilmesine bglidir. Bu iki temel kgulun s&lanmasiyla turuncgillere
Islah calgmalariyla kazandirilamayan bazi 6zellikler genetik mihegdigbluyla kazandirilabilir. Bu
amacla turuncgillerde son on yilda ¢ok sayidasigedi yapiimg olup farkh bitki materyali ve farkli gen
aktarim yontemleri kullanilarak transgenik bitkiler Uretiftini Baglangicta transformasyon cgahalari
sadece raportér genler kullanilarak yapshni Daha sonra transformasyon yontemlerinin optimizasyonu
ve tarimsal agidan 6nemli genlerirsiekaynaklardan klonlanmasiyla turuncggillerde hastalik vadar
yaninda abiyotik streslere dayaniklilik ve meyve kalitesemitiriimasina yonelik genetik mihendisli
uygulamalari da b#gmistir. Bu uygulamalar sonucunda bir¢ok transgenik kitlatilmis olup halen bu
transgenik bitkilerin molekiler ve biyolojik karakterizasiam yapiimaktadir. Bu ¢almada diinyada
turuncggillerde yapilan genetik transformasyon spadlari ve bunlarin sonuglari derlenerek yakin
gelecekteki durumu ve tlkemiz agisindan énemistartistir.

Anahtar sozcukler: Turunggiller, genetik mihendigli genetik transformasyon, doku kiltird, Biyotik ve
abiyotik streslere dayaniklilik,

Application of Genetic Engineering inCitrus

Abstract; As in other plants, application of genetic engineerin@itrus requires availability of genes for
desired traits and development of genetic transformatiethads. Once these conditions are met, traits
that can not be integrated into t8#&rus genome by conventional breeding could be introducectriosci
by genetic engineering. Hence, a number of studies wereictudinCitrus and transgenic citrus plants
were produced from different types of plant material usiagous transformation methods in the last
decade. Initially, citrus plants were transformed only wéghorter genes. As the transformation methods
were optimized and genes for agriculturally importantdraggcome availible by cloning from different
sources, genetic engineering was applied for developirgiaese to diseases, pests and abiotic stresses as
well as improving fruit quality irCitrus. As a result, many transgenic plants transformed wittetheses
were produced and molecular and biological characteristizatfothese transgenic plants are still
underway. In this study, genetic transformation stunti€Sitrus were reviewed and its prospects in the
near future and its importance for Turkey were discussed.

Key words: Citrus, genetic engineering, genetic transformation, tissitare, resistance to abiotic and
biotic stresses,
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Giri s

Turuncgillerde klasik Islah
yontemleri genglik kisirfit  donemlerinin
uzun olmasi, heterozigoti, kisirlik, kendine ve
karstlikli  uyusmazlik gibi problemlerden
dolay! etkin birsekilde kullaniimamaktadir
(Gmitter ve ark. 1992). Bu nedenle genetik
mihendislgi  turuncggiller gibi  odunsu
bitkilerin 1slahinda uygun ve etkin bir ydntem
olarak ©6ne c¢ikmaktadir. Ticari olarak
yetistirilen  turuncgil c¢aitlerine  genetik
mihendislgi uygulamalariyla yeni genler
aktarilarak, istenilen Ozelliklerin
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gerceklatirilmistir (Hidaka ve Omura 1993).
Dogrudan DNA aktarimina  alternatif
transformasyon  yontemleri  ggirmek
amaclyla portakal kallusundan elde edilen
suispansiyon hicre kilturleAgrobacterium
tumefaciens  kullanilarak transforme
edilmistir (Hidaka ve ark. 1990). Daha sonra
tangelolardan elde edilen embriyogenik
hicreler gen  tabancasi kullanilarak
transforme edilmi ve transgenik embriyolar
uretilmigtir  (Yao 1996). Bu cajmalar
sonucunda turunggil protoplastlart  ve
embriyogenik kalluslardan elde edilen hiicre
kultarlerinde PEG ve elektroporasyona dayal

kazandiriimasiyla, tarimsal acidan daha cokdogrudan DNA aktarim ydntemleri yaninda,

istenilen ceitler haline getirilebilir. Batin

bitkilerde oldgu gibi genetik
muhendisiginin  turuncgillerde  bgariyla
uygulanmasi, tarimsal acidan  6nemli
ozellikleri kodlayan genlerin

bulunabilirligine ve bu genlerin turuncgil
genomuna entegre edilebilmesi yani bitkiye
aktarilmasi icin gerekli transformasyon
yontemlerinin gektirilmi s olmasina bgidir.
Transformasyon Yontemlerinin
Gelistirilmesi

Uzun vyillardan beri turuncggillerde
etkin  bir  transformasyon  ydnteminin
gelistirilmesi icin farkh turuncgil torleri
Uzerinde dgisik transformasyon teknikleri
kullanilarak, ¢cok sayida agtarma yapilmstir
ve bu cagmalar ginimizde de devam
etmektedir. Turuncgillerde  genetik
transformasyon ilk defa polietilen glikol'le
(polyethylene glycol, PEG) goudan DNA
aktarimi  (direkt DNA uptake) yontemi
kullanilarak, Trovita portakaldjtrus sinensis
(L.) Osb.) ¢eidinin protoplastinda yapilrgtir
(Kobayashi ve Uchimiya 1989). Bunu kaba
limon (Citrus jambhiri Lush.) protoplastinin
PEG ile dgrudan DNA aktarimi yontemi
kullanilarak yapilan genetik transformasyon
calismasi izlemgtir (Vardi ve ark. 1990).
Daha sonra Citrus reticulata Blanco
protoplastlarinda elektroprasyon
(electroporation) kullanilarak,
transformasyon sekilde

yontemi

Barih bir
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gen tabancasi vAgrobacteriumkullanilarak
da transgenik bitki Uretilebilege
gOsterilmitir.  Ancak protoplast ve hicre
siispansiyon kulttrlerinin hazirlanmasinin zor
olmasi (Gmitter ve ark. 1992) ve bu
yontemler kullanilarak elde edilen transgenik
bitkilerin yetistiriimesi sirasinda daha fazla
gucluklerle kagilasiimasi ve daha uzun stre
gerektirmesinden dolayl ggiirilen bu
yontemler, turuncgillerde rutin  genetik
mihendislgi  calismalari  icin  yetersiz
kalmiglardir.

Bu transformasyon ydntemlerinin
yetersizlgini gidermek amaciyla, turuncgil
epikotil  parcalarinin A.  tumefacierike
transformasyonunu gkyan bir yontem
gelistirilmigtir. Bu y®ntemle 6©nce Carrizo
citrange ve Swingle citrumelo fidanlarindan
elde edilen epikotili  parcalan A.
tumefaciense birlikte bekletilerek
transformasyon ganmsg ve bu parcalardan
organogenik  rejenerasyonla  transgenik
surglnler elde edilrgiir. Daha sonra bu
transgenik sdrgtnler koklendirilerek, tim
transgenik bitkiler elde edilgtir (Moore ve
ark. 1992; Moore ve ark. 1993). Gutliilen
bu yontem daha da ggilrilerek Poncirus
trifoliata (L.) Raf. epikotil parcalarinin daha
etkin olarak transformasyonu ganmstir
(Kaneyoshi ve ark. 1994). Epikotil
parcalarinin Agrobacteriumia
transformasyonunu gkyan bu yodntemde
transformasyon ve rejenerasyonu etkileyen



faktorler ayrintili olarak ayri ayri incelenerek,
yontem citrangelar, laym ve turunc¢ gibi
turuncgil tdrleri icin optimize edilngtir
(Gutierrez ve ark. 1997). Bdoylelikle farkl
turuncgil  tdrlerinde  ve  akrabalarinda
kullanilabilecek  bir transformasyon ve
rejenerasyon yontemi aiturulmustur. Ancak
transgenik surginlerin koklendirilerek,
transgenik bitki olsumundaki bazi zorluklar
tam olarak silamamstir..

Yukaridaki yonteme benzeyen ancak
daha etkin olan bir transformasyon ve
rejenerasyon $gayan yeni bir yontem
gelistirilerek, Pineapple portakal gdinin
transformasyonunda  kullanilgtur. Bu
yontemde transformasyon icin yine epikotil
parcalar kullanilarak ve transgenik strginler
ayni sekilde elde edilmiir. Ancak bu
transgenik surginler koklendirme ortaminda
koklendiriime yerine, ©6nce slrgin ucu
asllama  tekngiyle in vitro kiltirde
yetistirilen anaclar Gzerinesgdanmstir. Daha
sonra da serada ygitrilen ve gtcli bir anag
olan kaba limon anaci Uzerinsilanarak,
transgenik bitkiler elde edilgtir (Pena ve
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turuncgillerin transformasyonunda
kullanilacak rutin bir protokol icin gerekli
kosullari tam olarak sdayamamgtir.

Bu nedenle daha sonraki
calismalarda epikotil parcalar kullanilarak
transformasyon yapiimasini ve
organogenesisle transgenik bitki
rejenerasyonunu  §kayan bir yontem
gelistirilmistir.  Bu  yontem, transgenik
sirgunlerin koklendirilmesiyle ilgili
problemleri azaltip, sirgunlerden transgenik
bitki elde edilmesini kolaykdirarak, Duncan

altintop ¢eidinin (C. paradis)
transformasyonunda il bir sekilde
uygulanmgtir  (Luth ve Moore 1999).

Geligtirilen bu ybntem, sadece transgenik
surgunlerin  kisa zamanda kdklenerek,
transgenik bitkilerin elde edilmesinig@ayan

basit bir protokol ortaya ¢ikarmakla kalmayip,
ayni zamanda Agrobacteriurfa  dayal

transformasyonun etkirgini artirmistir. Bu

protokol temel alinarak yapilan epikotil
parcalarinin uzunguna kesilmesi ve kesilen
epikotil parcalarina sakkarozz ve maltozla
plasmolisis  uygulamasi, transformasyon

ark. 1995a, Pena ve ark. 1995b). Bu ydntemetkinligini daha da artirmgtir (Kayim ve ark.

daha sonra laym . aurantifolia L.) ve
citrangeler icin de optimize edilerek, bu
turlerin trasformasyonu icin kullanilguir

(Pena ve ark. 1997, Cervera ve ark. 1998).

Ayrica bu yontemin @glama gamasinda bazi
degisiklikler yapilarak, Washington Navel
portakalinin transformasyonunda da
kullanilarak transgenik sirgunler gradan
seralardaki Carrizo citrange Uzerine mikro-
asllama tekngiyle agilanarak, transgenik
portakal bitkilerinin Uretimi
gerceklstirilmistir (Bond and Roose 1998).
Bu yodntem kullanilarak, birka¢ turuncgil
taranin baaril bir sekilde
transformasyonunun gerceltigilip,
transgenik bitkiler elde edilmesine graen,
tam bir transgenik bitkinin elde edilmesi,
slirgin ucu glamasi ve mikro-glama gibi
karmaik ve zor tekniklerin kullaniimasini
gerektirmektedir. Bu nedenle bu yontemler
transformasyonun  etkigini  artirirken,
rejenerasyonu daha kargna hale getirerek,
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2003, Kayim ve Kog¢ 2005)

Diger  bitkilerde oldgu gibi
turuncgillerde de transformasyon icin
genelliklein vitro gelisim potansiyeli yiksek
olan ve az bukana (kontaminasyon) gosteren,
juvenilitesini tamamlamangi bitki parcalari
kullanilmaktadir. Ancak turuncgiller gibi
juvenilite  goOsteren  bitkilerde, genetik
muhendislgi uygulamalarinin Grin bazinda
bitki Gzerindeki etkisinin kisa slrede
deserlendirilebilmesi i¢cin transformasyon
asamasinda, juvenilitesini tamamlambitki
materyalinin kullaniimasi gerekmektedir. Bu
nedenle egkin turuncgil bitkilerinden alinan
bitki materyaline dayali transformasyon
yontemlerinin gelitiriimesi, genetik
mihendislgi  uygulamalarinin  turuncgil
Islahinda kullanimini yaygirgarip
hizlandiracaktir. Bu kapsamda Pineapple
portakal ¢eidinin erigkin agaclarindan alinan
bogum arasi parcaciklariAgrobacteriunia
transform edilmitir. Daha sonra bunlardan



elde edilen transgenik surgunler,
tizerine mikro-gillama yontemiyle glanarak,

birkac transgenik bitkinin elde edilmesi
sglanmg ve bu bitkiler 14 ayda meyve
vermeye bglamistir (Cervera ve ark. 1998).
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anaclar sgilasa da egkin agaclardan ve egkin

olmayan fidanlardan elde edilen epikotil
parcalari kullanilarak uygulanan
Agrobacteriune dayali  transformasyon
yontemi, turuncgillerde daha yaygin olarak

Buna benzer olarak Pera, Valancia, Natal ve kullaniimaktadir. Bu yontem 6nceleri sadece

Hamlin gibi dort farkli portakal g@dinin
erigkin agaclarindan alinan [gom arasi
parcaciklari ve yaprak diskleri
Agrobacteriunia transform edilerek, Carizzo
anacl Uzerine mikrogdama yodntemiyle
asllanarak, transgenik bitkiler elde ediltir
(Almaeida ve ark. 2003). Boylece en azindan
bazi turuncgil tdrlerinde ein  bitki
materyali kullanilarak, genetik
transformasyon yapilabilegiegtsterilmitir..
Diger transformasyon ytntemlerinde ofdu
gibi bu yontem U(zerinde de kicguk
degisiklikler yapihp, diger dnemli turuncgil
tlr ve caitlerine uyarlanarak, bunlar Gizerinde
uygulanacak gen aktarimlarinda kullanilabilir.

Turuncgillerde gedtirilen ve yaygin
olarak kullanilan A. tumefacierie dayal
transformasyon yontemine alternatif olarak,
Agrobacterium rhizogen#e yapilan bir
transformasyon yontemi giirilerek,
transgenik Meksika laymi ve turung elde
edilmesinde kullaniimgtir  (Perez-Molphe-
Balch ve Ochoa-Alejo 1998, Chavez-Vela ve
ark. 2003). Bu yontemde vyine epikotil
parcalari kullaniimakla birlikte A
rhizogenete yapilan transformasyon
sonucunda o©Once transgenik kokler elde
edilmekte ve daha sonra bu koklerden
surglnler olgturularak  koklenng  tam
transgenik bitkiler elde edilmektedir. Bu
yontem truncgillerin  transformasyonunda
yaygin olarak kullanilmasa da transgenik kdk
dokusundan, tim transgenik bitkiler CGrgitti
icin A. tumefacieris dayall transformasyon
yontemlerinde  rastlanilan  koklendirme
problemini ¢ézmesi yaninda transformasyon
yluzdesini artirarak, kimerik
transformasyonlari azaltarak, ozellikle
anacglara gen aktarimi  konularinda bazi
avantajlar sunmaktadir.

A. rhizogenes dayal
transformasyon yontemleri bazi avantajlar
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glukronidaz (GUS), y@l fluoresan protein
(GFP) ve kanimicine dayaniklihk (NPTII)
gibi  raportér  genlerinin  turuncgillere
aktariimasinda  karnyla  kullaniimstir.
Gunumuzde tarimsal agidan 6nemli genlerin
turuncgillere ve akrabalarina aktariimasinda

kullanilarak, turuncgillerde genetik
mihendislgi uygulamalarina katkida
bulunmaktadir.

Genetik muhendigh yoluyla
genetgi degistirilen organizmalara olan

tepkinin bginda, bu bitkilere istenilen gen
diginda, antibiyotiklere dayaniklilik geninin
de aktarilmasi ve transgenik bitkilerin bu
antibiyotige = dayanikliigina  gore  ilk
seleksiyonlarinin yapiimasidir. Bu konudaki
duyarliligr gidermek acisindan transgenik
bitkilerde, antibiyotiklere dayaniklilik genleri
disinda  seleksiyon yapmanin  yollari
argstinlarak, antibiyotge dayaniklihk geni
icermeyen transgenik bitkiler ggiriimesine
calisiimaktadir.  Turuncggillerin  genetik
transformasyonunda antibiyotiklere
dayanikhlik genlerinin kullanimini ortadan
kaldirmak ic¢in Escherichia colibakterisinin
mannozunu karbon kaypa olarak
kullanmasini  sdayan phosphomannoz-
izomeraz (phosphomannose-isomerase PMI)
genini segici gen ve mannozu Segici ajan
olarak kullanan bir transformasyon yéntemi
geligtirilmistir. Bu ydntemde PMI geni
Agrobacteriurtia Valencia, Hamlin, Natal ve
Pera portakal ¢dlerinden elde edilen
epikotil parcaciklarina aktarilarak, bunlardan
mannozlu ortamda buyUyebilen transgenik
portakal bitkileri elde edilmgtir. Bu yolla
farkli  portakal ceitlerinden transgenik
bitkiler Uretilerek antibiyotiklere dayaniklilik
genleri kullanilmadan da transgenik turuncgil
bitkilerinin  Uretilebilecgi  gosterilmitir
(Boscariol ve ark. 2003).



Yukarida  belirtilen  ydntemlerin
gelistirilmesiyle,  turuncgillerde  genetik
mihendislgi uygulamalari yayginkmaya

baslamis ve bircok gen farkh turuncgil
trlerine aktarilmgtir. Turuncgillerde gen
aktarimi yoluyla yapilan genetik
mihendislgi uygulamalari, turuncgil
yetistiricili ginde kasilasilan onemli
problemlere  ¢6zim bulmak amaciyla

yapilimaktadir. Bunlarin Benda biyotik ve
abiyotik etmenlere kar dayanikliik ve
tolerans, meyve Kkalitesinin artiriimasi gibi

ana konular yer almaktadir. Bu alanda
yapllan cakmalar a&agida 0Ozetlenerek,
turuncgillerde genetik mihendigili

uygulamalarinin su andaki konumu ve

gelecekteki yonu tastlacaktir.

Hastalik ve Zararlilara Kar s1 Dayaniklilk
Gelistirilmesi

Citrus tristeza virlisl  dinyada
Ulkemizin de dahil oldgu tim turuncgil

B.Cevik, MSahin Cevik

2000, Ghorbel ve ark. 2000Bunu takiben
CTV'nin farkh irklarindan elde edilen ve
protein kodlayan ve kodlayamayan kilf
protein genleri CTV'Une kar dayanikhlik
sgilamak amaciyla, dretim agisindan dnemli
bircok turuncgil tirine aktarilgtir (Yang ve
ark. 2000, Febres ve ark. 2003). Ancak bu
calismalarin  birggunun sonucunda elde
edilen transgenik bitkilerin virise kar
dayanikliik  olgturup  olyturamadiklar
hentuz Dbelirlenemeg icin CTV'ne kasi
dayanikllik sglamak amaciyla, farkli CTV
genleri ve genom bdolgeleri turuncgil tarlerine
aktariimaya bganmstir. Bu kapsamda
kicuk kilif protein geni (p27, mCP), p20
replikaz enzimini kodlayan gen yaninda, 3’
UTR bolgesi de Duncan altintop sgdine
aktarilarak, c¢ok sayida transgenik bitki
Uretimi sglanmstir. Bu bitkilerden bazilar
asllama yoluyla CTV'lUyle enfekte edilerek,
virise kagl dayanikliliklar test edilngtir.
Ancak transgenik bitkilerde virlis titerinin

bdlgelerinde bulunan ve bazi bolgelerde ¢ok (yogunlugunun) kontrol bitkilerine goére biraz

onemli ekonomik kayiplara yol acan ve
turuncgil yetgtiricili gini sinirlayan
hastaliklarin bgnda gelmektedir. Citrus
tristeza  virlisinin molekiler dizeyde
karakterize edilmesi ve turuncgillere gen
aktarimi yapan transformasyon ydntemlerinin
gelistirilmesiyle, genetik muhendigi
uygulamalari, CTV'ne kar dayanikhlgin
gelistiriimesi icin kullaniimaya bganmstir.
Diger bitkilerde farkli virGslere kar
basariyla kullanilan “etmenden elde edilen
dayanikhlik” (pathogen-derived resistance)
yontemi, turuncgil tdrlerinde CTV gibi
onemli bir virise kan dayanikhlgin
gelistiriimesinde en etkin yontemlerden biri
olarak goérilmektedir. Bu amagla, ilk olarak
CTV'nun kilif protein geni (coat protein, CP),
Agrobacteriune  dayali  transformasyon
yontemiyle turun¢ ve layma aktarilarak, az
saylda da olsa viris geni stgan ilk
transgenik bitkiler elde edilstir (Gutierrez
ve ark. 1997). Daha sonra, CTV CP geni,

daha dgik oldyunun belirlenmesine
ragmen, viruse kar tam bir dayanikhlik
gOstermedikleri tespit edilgtir (Febres ve
ark. 2003). Bunun yaninda CTV’Une kar
dayanikliik gel§trmek amaciyla, p23
geninin protein sentezleyen ve
sentezleyemeyen iki farkh formu Meksika
laymina aktarilarak, transgenik bitkiler elde
edilmigtir. Bu bitkilerden p23 genini
tastyanlar, CTV'nin Meksika layminda
olusturdugu belirtileri olwturarak,
dayanikhlgl sglamak yerine hastalikli
bitkiler  olusturmustur.  Ancak protein
sentezlemeyen p23 geniniigan transgenik
bitkilerde boyle belirtiler g6zlenmemekle
birlikte bunlarin virise kar dayanikhlik
gOsterip  gostermedikleri  henliz  tespit
edilmemitir (Ghorbel ve ark. 2Q0). Diger
bitkilerde  virislere kan  dayanikhlik
gelistirmekte baariyla kullanilan replikaza
dayali dayaniklilik yéntemini turuncgillerde
denemek amaciyla, CTV’'Unin RNA-fanli

benzer yéntemle turung ve Meksika laymina RNA polimeraz (RdRp) geninin normal,
aktarilarak, daha fazla sayida transgenik protein sentezleyemeyen (untraslatabe), ters

bitkiler elde edilmgtir (Dominguez ve ark.
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(antisens) ve mutasyongratiimis formlari



Agrobacteriunria Duncan altintop gédine
aktarilarak cok sayida transgenik bitkiler elde
edilmistir (Cevik ve ark. 2000, Cevik 2001,
Cevik ve ark. 2006). [@er calsmalarda
oldugu gibi bu transgenik bitkiler, heniz
CTV’'ine dayaniklihk acisindan  test
edilmemitir. Su ana kadar bircok turuncgil
tirinde c¢ok sayida CTV'Une dayanikh
olabilecek transgenik bitki Uretilmesine
ragmen, bunlarin dayanikli olup olmadiklari
tam olarak test edilmesgtir. Bunun en
onemli nedeni, CTV'Uine mekanik
inokulasyonun etkin olmamasi ve virlisilin
sadece glama veya yaprak Dbitleriyle
tasinmasidir. Simdiye kadar yapilan sinirh

dayanikhlik testleri, transgenik bitkilere
CTV'iyle bulsik a1 g6zi allanarak
yapilmg ve herhangi bir dayaniklilik

gOzlenmemitir. Ancak bu yontem, bitkiye
bir anda airi virls yiklemesi yapai ve
genellikle transgenik bitkiler transgenik
olmayan bir ana¢ Uzerinesilndgl icin
dayanikllgin test edilmesinde uygun bir
yontem dgildir. Bu nedenle transgenik
turuncgil  bitkilerinin - CTV’Uine  kagi
dayanikhlginin tespiti icin virisin dgal
tasinma yolu olan vyaprak bitleriyle
inokulasyon yontemiyle yapiimasini
sgilayacak etkin bir yontem getirme
calismalari halen devam etmektedir.

Yapay diyetlerle yapilan biyolojik
testler spesifik olarak mannoza ghenan
kardelen Galanthus nivalis lesitinini
(GNA)'de iceren lesitinlerin yaprak bitlerinin
gelismesini, ygama orani ve verimligini
(dogurtkanlgl) azaltmakta etkili oldgu
belirlenmitir  (Rahbe ve Febvay 1993;
Sauvion ve ark. 1996). GNA lesitininin farkli
izoformlarini kodlayan genler izole edilerek
(van Damme ve ark. 1991) ve vyaprak
bitlerine  kagi  dayaniklihk  geltirmek
amaclyla, bitkilere aktariimive elde edilen
transgenik bitkilerin bazi yaprak bitlerine
karsi dayaniklihk gosterdi bulunmutur

B.Cevik, MSahin Cevik

Red altintop ¢gdine Agrobacteriune dayall
transformasyon yontemi kullanilarak
aktariimstir (Yang ve ark. 2000). Transgenik
altintop  bitkilerinin ~ yaprak bitlerine
dayanikllgl henliz test edilip yayinlanmagni
olsa da, tutin ve patateste elde edilen
sonuclar bu genin yaprak bitlerinin blytime,
gelisme ve verimliliklerinin azaltmasi tzerine
etkide bulundgunun belirlenmesi,
turuncgillerde de vyaprak bitlerine kar
dayaniklilgin gelitirebilecesini
gOstermektedir.

Citrus blight (CB) 0zellikle nemli
turuncgil Uretim alanlarinda yaygin olarak
gorulen ve etmeni bilinmeyen bir hastaliktir
(Derrick ve Timmer 2000). Hastalikh
bitkilerde yapilan cagmalarda pl2 adi
verilen ve ekpensin tdrinden bir proteinin
sadece CB’l bitkilerde birikgi belirlenmistir
(Derrick ve ark. 1990). Bu proteinin bitki
tarafindan hastallk veya etmenine gkar
Uretildigi sanilmakta olup, bu proteini
kodlayan gen izole edilstir (Ceccardi ve
ark. 1998). Bu proteinin CB hastalyla
ilgisini ve CB’ye kasl dayanikhlik sglayip
sgglamadgini belirlemek amaciyla, p12 geni
Agrobacteriune dayali  transformasyon
yontemiyle 6nemli bir ana¢ olan Carizzo
Citrange’ine aktarilarak, transgenik bitkiler
gelistirilmi stir (Kayim ve ark. 2004). Bu
transgenik bitkilerin p12 genini gadiklar ve
pl2 proteinini ¢ok miktarda drettiklerinin
belirlenmesine r@men, CB hastatina kasl

dayanikli olup olmadiklar heniiz
belirlenmemitir.
Abiyotik Streslere Karsi  Dayanikhlik

Gelistirilmesi

Turuncgillerde genetik mihendigili
uygulamalarinin  yapilmasinin gdir  bir
nedeni de turuncgil sdlerinde abiyotik
streslere  kar dayaniklilgi  arttirarak,
cevresel streslere daha toleranskitter elde
etmektir. Bu amacla farkli organizmalarda

(Gatehouse ve ark. 1997; Rao ve ark. 1998).cevresel streslere dayaniklilikstayan genler

CTV'de dagiada birkag yaprak bitiyle
tasindigindan dolayi GNA geni ekonomik
acidan 6nemli turuncgillerden biri olan Ruby
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klonlanarak, turuncgillere aktarilip, sz
konusu streslere dayaniklilik ggiiilmeye
calsiilmis ve gunimizde de bu cahalar
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devam etmektedir. Oncelikle mayadan izole amaciyla turuncgillerin yakin akrabasi ve
edilen ve mayalarin tuza dayanikh olmasini sgzuga kagl dayanikli olanP. trifoliata’da

sglayan halotolerans geni, HAL2, Carrizo
Citrange’'a aktarilarak, turuncgillerin tuza
karsi  toleransi artirimaya  c¢allmistir
(Cervera ve ark. 2000). Yine ¢ka bir
calsmada etilen biyosentezinde dnemli bir
enzim olan ACC oksidazini kodlayan ve
portakallarda sguk sirasinda etkinti artan
ACC oksidaz geninin ters (antisense) Hali
trifoliata, Carrizo ve portakala aktarilarak,
normal kagullarda ve sguk sirasinda bu
genin ekspresyonu incelenerek,
turuncgillerde sguga kagl dayaniklilikta ve
etilenle ilgili diger olaylar Uzerine etkileri
argstirilmistir (Wong ve ark. 2001). Ayrica
Arabidopsige sgzuga dayaniklilik genlerinin
ekspresyonunu dizenleyen CBF
transkripsiyon faktéri greyfurda aktarilarak,
turuncgillerde sguga dayanikhlgin
artinnlmasi amaciyla kullanilgtir (Champ
2004). Bitki hicrelerinde osmotik
ayarlamada 6nemli molekillerden biri olan
prolin amino asidi sentezindeki en 6nemli

enzim olan D-1-pirroline-5-karbokilat
sintetazi (D-1-pyrroline-5-carboxylate
synthetase) kodlayan gen Carrizo

Citrange’ine aktarilarak, turuncgillerde prolin
miktari arttirilarak, abiyotik streslere kar
tolerans artiriimaya calimistir (Molinari ve
ark. 2004). Bu c¢amalar sonucunda,
abiyotik streslere kar dayanikli bir c¢git
hentiz gelitirimemis olmakla birlikte,
genetik muhendigii uygulamalarinin  bu
alanda etkin birsekilde kullanilabilecginin
gOsterilmesi acisindan onemlidir.
Turuncgillerde genetik muhendigliyoluyla
abiyotik streslere dayanikigin artiriimasi,
bu amagcla kullanilacak genlerin
bulunabilirligine  ba&hdir. Model bitki
Arabidopside ve diger bazi otsu kultur
bitkilerinde s@uga kag! dayanikhlikta rol

oynayan c¢ok sayida gen belirlenmesine karotenoid

ragmen odunsu bitkilerde ve turuncgillerde
bu genlerin sayisi ¢ok sinirli kalmakta ve
sqguga dayaniklilik mekanizmasinin
anlgllmasi konusunda pek az c¢aha

yapiimstir. Bu durumu ortadan kaldirmak
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kapsamli gen ekspresyon gaias! yapilarak,
sasuk sirasinda aktif hale gelen 100°e yakin
gen belirlenmi (Sahin-Cevik 2003;Sahin-
Cevik and Moore 2006a) ve bunlarin
bazilarinin  karakterizasyonlari  yapiktm
(Sahin-Cevik and Moore 20068ahin-Cevik
and Moore 2006c¢). Bu genlerironcirusve
Citrusta farkh  dlzeylerde ekpresyon
gOsterdgi tespit edilmg olup genlerin
ekspresyonlari turuncgillerde @ga kasl
dayaniklilgin gelitirilmesi amaciyla
kullaniilmasi mimkindur $ahin-Cevik and
Moore 2006aSahin-Cevik and Moore 2006b;
Sahin-Cevik and Moore 2006c¢).

Meyve Kalitesinin Artirilmasi

Turuncgillerde meyve Kkalitesini ve
hasat sonrasi saklanma siresini artirmak
amacl ile de bazi genetik miuhendisli
uygulamalari yapilmaya ganmstir. Meyve
kalitesini  artirmak  amaciyla yapilan
calismalarin sayisi sinirh olup daha cok
karatenoid ve flavanoid biyosentezinde
desisiklik yapmaya yoneliktir.
Karotenoidlerin fotosentetik organizmalarda
fotosentez aparatinin dnemli bir pargasini
olusturmasinin yaninda hiicrede bir¢ok farkli
gbrevleri de vardir. Bazl bitkilerde
karotenoidler meyve ve  cigeklerdeki
kromoplastta birikerek parlak sari, turuncu ve
kirmizi renkleri olgturarak cicek ve
meyvelerin  albenisini  artirirlar.  Bazi
karotenoidler ise bitkilerde absisik asidin
Ooncul maddeleri olup, bu hormonun
sentezlenmesini gtarlar. Bazilari ise insan
ve hayvan beslenmesinde 6nemli bir role
sahip olan ve bazi kanser tirlerinin riskini
azaltan vitamin A’nin 6ncil molekilleri olup,
bu vitaminin sentezinde gdrev alirlar (Rock
ve Zeevaart 1991). En fazla sayida
iceren meyve grubu olan
turuncgiller, tam bir karotenoid kaygiair.
Ancak turuncgillerde karotenoidlerin
konsantrasyonu ve yapisi tir veitganinda
yetistirme kaullarina goére de buydk
farkhliklar gostermektedir (Gross 1987).
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Karotenoid biyosentezinde rol oynayan Etilen bitkilerde cevresel streslere
onemli enzimleri kodlayan genler aralarinda tepki, absisyon ve degrening gibi bir¢ok
mandarin, limon, portakal (Kato ve ark. 2004) énemli fizyolojik olayda rol oynayan bir

ve altintop (Costa ve ark. 2002) gibi turuncgil
trlerinden izole edilerek klonlangtur.
Bunlarin bazilanA. tumefaciensaracilgiyla
bitkiye aktarilarak turuncgillerde karotenoid
biyosentezinde desiklikler yapmak
amaciyla kullanilntir (Costa ve ark. 2002).
Flavonoidler dgal olarak olgan
aromatik maddelerdir veya ikincil bitki
metabolitleridir. Flavonoidlerin turuncgillerin
tadinda etkili olmasinin yaninda kemiklerin
sglikh gelisiminde (Chiba ve ark. 2003),

kalp ve kanser hastaliklarinin 6énlenmesinde sararma glemlerini

(Middleton ve ark. 2000; Manthey ve ark.
2001, Silalahi 2002, Manthey and Guthrie
2002) ve anti-mikrobial (Kim ve ark. 2001)
madde olarak da 6nemlidirler. Flavonoidlerin
bir alt grubunu olgturan flavonane

glikoosidler altintop ve dger turuncgillerde

acihk tadindan sorumludurlar (Horowitz
1986). Turuncgil turlerinde meydana gelen

hormondur. Bu nedenle cevresel streslere
dayaniklilik ve hasat sonrasi meyve kalitesini
artirmak amaciyla etilen biyosentezi kontrol
edilebilir. Etilen sentezinde ©nemli rolleri
bulunan  1-aminociclopropan-1-karboksilat
oksidaz (1-aminocyclopropane-1-carboxylate
oxsidase, ACC oxsidase) ve ACC sintaz
(ACC synthase) enzimlerini kodlayan genler,
aralarinda turuncgillerinde bulungiu bircok
bitkiden klonlanmgtir. Bu iki genin bitkideki
ekspresyonunu azaltarak, absisyon
yavalatarak veya
engelleyerek, turuncgilleringac tzerindeki
saklanma sdrelerini artirip, hasat sonrasi
saklanma sureleri kisitlanabilir. Bu amacla
ACC sintaz geninin ters formR. trifoliata,
carrizo ve portakala aktarilarak normal
kosullarda ve sguk sirasinda bu genin
ekspresyonu incelenerek, turuncggillerde
absisyon ve sararmanin engellenmesi ve

ve

bu acilik flavonane biyosentezinde yer alan etilenle ilgili diger olaylar tzerine etkilerini

enzimler Gzerinde genetik muahendisli
uygulamalari yapilarak giderilmeye
calsilmaktadir. Bu amacla calkone sintaz

argtirmak amaciyla transgenik bitkiler elde
edilmistir (Wong ve ark. 2001).

Cekirdeksizlik  6zellikle  sofralk

(chalcone synthase, CHS) ve calkon izomerazturuncgillerde aranan bir 6zellik olup sgé

(chalcone isomerase, CHI) genleri izole
edilerek, bunlarin diz (sense) ve
(antisens)  formlari  altintop  bitkisine

aktarilarak, acifia neden olan maddenin
etkisi azaltiimaya calilmistir (Koca 2004).

yontemlerle cekirdeksiz meyveler

ters gelistirilebilir. Klasik caprazlama, mutasyon

ve seleksiyon yapilarak, triploid glurma ve
gicek tozu kisirigl, cekirdeksiz meyve
Uretiminde  yaygin  olarak  kullanilan

Yine flavonane biyosentezinde yer alan ve metotlardir. Satsuma mandarinC.( unshiu

aciliga neden olan son  maddenin

sentezlenmesinde goérev alan 1,2 rhamnosylcekirdeksizlgin nedeni

transferase (1,2 RT) geniadok (Citrus
grandisL. Osbeck) bitkisinden izole edilerek

Marc.) ve Navel portakalinda

olan cicek tozu
kisirigi  cekirdeksiz meyve lretiminde
kullaniimaktadir. Bu nedenle erkek

(Frydman ve ark. 2004) bu genin diz ve sackisirliginin  ve partenokarpik 6zelliklerin

tokasi seklinde ikincil yapi olgturan formu
bitkide cift sarmal RNA (RNAI) Ureterek,

genetik transformasyon vyoluyla cekirdekli
¢esitlere aktariimasiyla, cekirdeksiz gierin

hedef genin ekspresyonunun engellenmesigelistiriimesi uygun bir stratejidir. Bu amacla,

icin altintop bitkisine transfer
(Koca 2005). Yapillan bu
transformasyonlarin
aciliga sebep olan naringin maddesisiiki
olan birkac transgenik bitki elde edilstir
(Koca 2005).

edilgtir
genetik
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Bacillus amyloliquefaciensakterisinden elde
edilen ve kimerik ribontkleaz (chimeric

sonucunda altintopta ribonuclease) enzimini kodlayan barnase geni,

genetik transformasyon yoluyla bir¢ok
bitkiye aktarilarak, c¢ekirdeksiz gder
gelistirmek icin kullanilmsgtir. Turuncggillerde



erkek kisirlgina dayal cicek tozu kisigh
yoluyla  cekirdeksiz ¢gt  gelistirmek
amaclyla, barnase geniA. tumefaciens
yoluyla embriyogenik kalluslar kullanilarak,
¢ok iyi ancak c¢ok cekirdekli bir mandarin
¢cesidi olan Ponkan cgadine aktarilarak
cekirdeksiz mandarin gstiriimeye
calisiimistir (Li ve ark. 2002).

Sonug

Genetik muhendigli birgcok bitkide
temel biyuime, galme ve fizyolojik
olaylarin anlailmasi ve bu olaylari kontrol
ederek bitkilerin tarimsal y®énden &nemli
Ozelliklerinin artirilmasi ve yeni 6zellikler
gelistiriimesi amaciyla bgariyla
kullaniimistir. Bu c¢algmalar her gegen gin

daha da dnem kazanmakta olup, uygulanantransformasyonda
bitkilerin sayisi da hizla artmaktadir. Son on belirlenmeye c¢agiimistir

yilda bitki genetgi ve molekiler biyolojisi
alaninda yganan hizli gejimeler sonucunda
ortaya cikan bilgi birikiminin tarimsal Uretimi
gelistirmekte kullaniimasi, genetik
muhendisigi uygulamalarinin yaygin olarak
kullanilmasina  bgidir.  Bu  nedenle
Ulkemizde de tarimda genetik mihengisli
uygulamalarini gdayacak altyapinin
gelistirilmesi ve tarimsal @tim sistemine
entegre edilmesi gerekmektedir.

Genetik muhendist

uygulamalarinin  gerektirgi kosullardan

birisi de bitkilere gen aktariimasina olanak
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transformasyon yontemlerinin gglrilmesi
icin de amaclanmahdir. Turuncgillerde
bircok transformasyon yontemi ggirilmis
bulunmaktadir. Bu yontemler daha ¢ok
yontemin geftirildigi Ulke veya bdlge
acisindan onemli tir ve gter icin sinirh
kalmakta ve bunlar Uzerinde ggiiilen
transformasyon ve rejenarasyon sistemleri tir
ve caide bal olarak bazi dgsiklikler
gerektirmektedir. Gadtirilen bu
transformasyon  yontemlerinin  lkemiz
acisindan 6nemli ve yaygin olarak kullanilan
turuncgil ana¢ ve kalemlerine uyarlanmal
veya bunlar icin kullanilacak daha uygun
yontemler gektirilmelidir. Bu amaca uygun
calismalar balatiimis olup tGlkemizin énemli
bir limon c¢eidi olan Kitdiken limonunda
genetik transformasyon yapilarak,
etkili faktorler
(Kayim, 1997).
Genetik muhendisti uygulamalarinin ikinci
gereksinimi ise istenilen Ozelliklerde gen
veya genlerin ve bu genlerin @anaca!
kaynaklarin ~ bulunmasidir. Bu amagla,
ulkemiz gen kaynaklarinin  molekuiler
duzeyde belirlenmesi ve gerekli genlerin
izolasyonu ve karakterizasyonunda
calsmalarin yapilip, genetik muahendsli

sglayan etkin transformasyon yontemlerinin  Kaynaklar

bulunmasidir. Buda bitki doku kudltirt ve

genetik transformasyon alaninda yapilacak Pino, L.E.,

calsmalarla ortaya c¢ikmaktadir. Ulkemizde
bircok bitkide doku kdltird caimalari
yapiimaktadir.
calsmalar daha cok kaltara
yontemlerinin bitkilerin in-vitro
¢cogaltimasinda ve virlisten ari bitki elde
edilmesi  alanlarinda  yainlasmaktadir.
Yapilan bitki doku kualtiri cagmalari gen

doku

Ancak bu alanda yapilan

uygulamalarinda  kullanilacak  genlerin

belirlenmesine yonelik caimalar

yapiimalidir.
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