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6zet: Bu derlemede bitkilerin transformasyonunda kullanilan
gen transfer yéntemleri tartigilmistir, . Agrobacterium
Yoluyla gen transferi wve mikroprojektil bombardimani, bitki
protoplastlarina gen transferi ve DNA enjeksiyonu gibi
dogrudan gen transfer teknikleri karsilagtirmali olarak
sunulmugtur. Bunlara ilaveten her bir tekxnigin avantaj ve
dezavantajlari tartisilmistir. '

‘Gene Transfer To Plants

Abstract: In this review, gene transfer methods for plant
transformation were discussed. Agrobacterium-mediated gene
transfer and direct = gene - transfer technigues namely
microprojectile bombardment, gene transfer to plant
protoplasts and DNA enjection were presented comparatively.
Furthermeore, advantages and disadvantages of each technique
were discussed.

Giris

Klasik 1slah tekniklerinin uygulanmasi ile tarim
triinlerinin verimleri &nemli 6lgilerde artirilmistir. Fakat
- klasik 1slah yontemleri uzun zaman almaktadir, Ornegin yeni
bir bugday c¢esidinin ortaya g¢ikarilmasi 4-8 yi1l almaktadir.
Geleneksel 1slah tekniklerine molekiiler biyoloji ve gen
transfer tekniklerinin eklenmesi yeni bhitki:  g¢egitlerinin
liretilmesini hizlandiracaktir. Ayrica klasik bitki 1slahinda
kKullanilan gen havuzu giderek azalmaktadir. Sadece sekiz
tahil tiri toplam dinya gida kalorisinin %50 fsini
saglamaktadir. Gen manipulasyon teknolojisi, genlerin tiirler
arasinda transferine izin vererek dlinya bitki kaynaklarindaki
genetik gegitliligin artirilmasina katkida bulunacaktir.

Bitkilere gen transferinin - bagarilmas:, genetik
mihendisligi calismalarini daha da hizlandirmistir. Gilintimizde
birgcok ¢alisma gurubu, dedigik kaynaklardan farkli genleri
tanimlayarak izole etmeye ¢aligmaktadirlar. Genlerin’
bitkilere transferi konusunda ise dedisik véntemler
denenmigtir ve halen calismalar devam etmektedir. Kimyasal ve
elektroporasyon teknikleri ile bitki protoplastlarina gen
transferi, mikroprojektil bombardimani ile bitki meristem
veya embriyogenik kallusuna DNA transferi ve DNA enjeksiyonu
ile bitki t{ireme organlarina DNA transferi teknikleri ile
Agrobacterium yoluyla bitkilere gen transferi bagarilmigstir.
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Bitkilere gen transferinde 6nemli bir konuda transforme
olan hiicre veya dokularin regenerasyon yetenekleridir. Bundan
dolay: iizerinde ¢alisilacak olan eksplantin seg¢imi &zenle
yvapilmalidir. Dolayisiyla ¢galigilacak olan hiicre veya
dokularin hem vyabanci ©DNA’y1 kabul edici ve hem de
regenerasyonu kolay olmalidir.

Agrobacterium Yoluyla Bitkilere Gen Transferi

Agrob&cterjum tumefaciens doganin kendi genetik mithendisi

olarak tanimlanmaktadir. Toprak kokenli bir bakteri olup
dikotiledon bitkilerin yara dokularinda timér olugtururlar
(1). - .Agrobacterium’ un bitkilerde olusturdudu timér
dokulari, "opine" adi1 verilen  amino asit ve seker

derivatlarini sentez ederler. Timér dokular:i tarafindan
- sentez edilen opine'nin tipi (octopine, nopaline, mannopine)
bitkide tiiméri olusturan Agrobacterium suguna baglidir (2).

Biitiin virillent Agrobacterium suglari, Ti plazmit adi
verilen ve kromozom disinda ekstra DNA segmentierini
tagirlar. Bitkilerde timdér olugturan Ti plazmitler halka
seklinde dupleks DNA vyapisinda olup 200-250 kb (kilobaz)

©  biiyiikliigiindedir. Ti plazmitler lizerinde bulunan T-CNA

(bitkiye transfer olan DNA) ve viriilens (vir) bolgeleri timér
olugumunda birlikte- rol oynarlar. 25 bp (baz ¢ifti) sekans
ile sinirlandirilmis olan T-DNA bdélgesi bitki hiicresine
transfer olmakta ve bitki genomuna entegre olmaktadir (3).

Nopaline-tip Ti plazmit T-DNA bdélgesi 24 kb’ dir ve tmsi,
tms2, tmr ve nos (nopaline sentaz) genlerini tasimaktadir. Bu-
genlerden tmsi ve . tms?2 timér dokularinda oksin
sentezlenmesini, tmr ise sitokinin sentezlenmesini
gergeklegtirmektedir. Bundan dolayi da bu genler onkogenler
olarak tanimlanirlar. . :

A.tumefaciens' in bitkilere gen transferi doért agamada
gergeklegir: 1) Bakterinin bitki hiicresini tanimasi, 2}
Agrobacterium ve bitki hiicrelerinin temasi, 3) T-DNA’ nin
bitki hlicresine transferi ve bitki genomuna .entegrasyonu, &)

T-DNA‘ nin bitki genomunda ekspressiyonu (4). T-DNA'nin
bitki hiicresine transfer mekanizmasi tam olarak
anlagilamamigtir. Ti plazmit iizerinde bulunan vir

bblgesindeki viriilens genleri, T-DNA'nin bitkiye transferini
saglamaktadir. Yaralanmis olan bitki hiicreleri acetosyringone
ad:r verilen spesifik fenolik bilesimlerini (sinyal

molekiilleri) ortama sentezlerler (5). - Bu sinyal molekiilleri
Ti plazmit dzerindeki viriilens genlerini (viradA, - virgGg)

- uyarmakta ve Dbéylece bir endoniikleaz ‘enzimini kodladig:
diigintilen virD geni de aktif hale gelmektedir. Bu enzimin T-
DNA'nin bir zincirini sag§ ve sol sinir sekanslarindan kestigi
digtinilmektedir (6).- Tek zincir halindeki T-DNA, sad sinirin
“onceliginde bitki hiicresine transfer olmaktadir. Tek zincir
halindeki T-DNA bitki hiicresine girdikten sonra dupleks forma
doniigmektedir.
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Ti plazmit bitki hiicrelerinin genetik milhendisligi ig¢in
dogal bir vektdrdiir. Fakat yabani tip olarak adlandirilan bu
vektdrler bitkilere gen transferi i¢in uygun degildir. glinki,
T~DNAflari tzerindeki tiimdr olugturan onkogenler alici bitki
hiicrelerinde organize olmayan bliyimelere neden olmaktadir.
Ayrica bu plazmitler ¢ok biiylk olduklarindan manipulasyonlar:
da zor olmaktadir,

Bu nedenlerden dolay: bitkilerin etkili regenerasyonu
i¢cin onkogenleri tasimayan vektérlerin kullaniimas: zorunlu
olmugtur. Onkogenleri uzaklagtirilan vektdriere "disarmed"
vektdrler ad: verilmektedir. Zambryski ve ark. (3) disarmed
PGV3850 vektériinii bu yolla elde etmiglerdir. Bu vektdr T-DNA’
sinda, onkogenler yerine COK yaygin bir klenlama vektdrii olan

PBR322 sekanslarini tasimaktad:ir. Bu vektorl tasiyan
Agrobacterium, bitki hilcresini enfekte ettiginde T-DNA
bitkiye transfer olmakta fakat bitkide timér

olugsturmamaktadir. Dolayisiyla transformasyona ugramis bitki
hiicrelerinden siirgiin yenilenmesi yoluyla transgenik bitkiler
elde etmek miumkiin olmustur.

: Bitki transformasyanunda kKullanilan vektérlerin T~
DNA’sinda marker genlerin bulunmas: ¢ok oGnemlidir. ¢iinki,
transformasyona ugramis bitkilerin pratik clarak erken

devrelerde secilmesi . bilyiik vararlar saglamaktadir.
Aminogliikosit tipi (kanamycin) antibiyotiklere karsi
dayaniklik saglayan npt II (neomycin phosphotransferase FOE)
geni yvaygin olarak kullanilmaktadir. Bir bakteriyel

transposon olan fTn5'ten izole edilmig olan bu enzim,

fosforilizasyon yoluyla adi gegen antibiyotikleri detoksife
etmektedir (7). Bir reporter gen olan beta-glucuronidase
(GUS), histokimyasal ve fluorametrik olarak transqgenik

bitkilerde g6zlenebilmektedir (8).

Agrobacterium yoluyla birgok ~ bitkinin transformasyonu
"basgarilmis olmasina ragmen bazi oOnemli tarim bitkilerinin
transformasyonu halen basarilamamigtir. Bunun iki oneml i
nedeni vardir {9): 1) Doku kiiltiri yéntemlerinin yetersiz
olmasi, 2) Agrobacterium - bitki iligkisinde ortaya c¢ikan
sorunlar. Transformasyonun basarilmas: tamamen transgenik
hiicrelerden adventif slirgiin yenilenmesine baglidir. dzellikle
kallus olusumundan sonra slirgiin vyenilenmesi meydana
geliyorsa, bu durum transformasyonu olumlu yonde
etkilemektedir (9). Agrobacterium kromozomunda meveut hazi
genler konukg¢u bitki seciciliginde rol oynamaktadir, By
nedenle caligilan bitki tiiriine uygun Agrobacterium susunun
belirlenmesi 6nemli bir noktadir. Ginlmiizde kolza, pamuk,
havug¢, petunya, patates, cilek, aygicegi, titiin, domates gibi
6nemli bitkilerin genetik transformasyonu bagsarilmistir.
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Mikroprujektil Bombardimani Yoluyla DNA Transferi

; Agrobacterium yoluyla bazi o6nemli bitkilerin genetik
transformasyonu halen problem olusgturmaktadir. ozellikle
tahillarinda dahil oldudu monokotiledon bitkilerin
regenerasyonunda ortaya c¢ikan sorunlar ve dogal olarak
Agrobacterium'un Konukcusu olmamalarindan dolayl alternatif
teknikler denenmektedir. :

Mikroprojektil veya partikil bombardimani olarak
adlandirilan teknigin igleyis mekanizmasil tamamen bir silaha
benzemektedir. Altin veya  tugsten partikilleri, transfer
edilecek olan DNA (plazmit icerisinde) ile kaplanmakta ve
yiksek bir hizla bitki doku yiizeylerine bombalanmaktadir. Ru
teknikte de transfer edilmek istenen DNA'yl tasiyan plazmitte
selektif ve  reporter genlerin bulunmasi gereklidir.
Uyguiamada genellikle nptII selektif ve GUS reporter genleri
kullanilmaktadir. Bdylece bitki dokularinda, yabanci DNA'nin
transit veya stabil entegrasyonlari kelayca
gozlienebilmektedir. : : :

Bu teknigin caligstidgini aniamak igin tungsten
-partikiileri titin mozayik wviriisi RNAfS1 ile kaplandiktan

sonra sofan epidermal dokusuna bombalanmistir. U¢ giin sonra
bu partikilleri tasivan sofan hiicreleri incelendiginde virts
replikasycnu gozlenmigtir (10). Yine bu aragstirma gurubu CAT
{chloramphenicol acetyltransferase) genini scogan epidermal
dokusuna bombalamig ve bu dokularda yilksek derecede transit
CAT ekspressiyonu bulmuslardir.

Partikiil bombardimani ile DNA'nin bitki genomuna stabil
entegrasyonu da bagarilmigtir. Bu teknik ile misir {(11), soya
{12) ve ¢eltik (13) gibi ©onemli bitkilerden transgenik
bitkiler elde edilmistir. Partikiil bombardimani tekniginde
meristem dokulari ve embrivogenik Kkallus gibi regenere
olabilen dokular kullanilmaktadir. Bu nedenle alici dokularda
ayrica bir hiicre kiltiliriit veya 6n uygulama gerektirmemektedir.
Bu da gosteriyorki partikill bombardimani, zaman ve isg glel
bakimindan biyik bir avantaj sadlamaktadir.

Dog;udan Bitki Protoplastlarina DNA Transferi

Hiicre duvarlari uzaklagtirilan bitki hicreleri protoplast
olarak adlandirilmaktadir. Protoplast ise dogrudan DNA alimi
igin uygun - bir yvap: - géstermektedir. DNA’'nin bitki
protoplastina. girebilmesi igin kimyasal yontem (PEG 8000) ve
elektraporasyon yontemleri kullanilmaktadir. Paszkowski ve
ark.(14) PEG 6000 uygulamasi ile tiitiin vaprak
protoplastlarina Ti pilazmit DNA’sini transfer etmislerdir.
Transforme protoplastlarin seg¢imi plazmit iizerinde bulunan
nptII geni ile olmugstur. Bu ve didger calismalar, protoplast
transformasyonu yoluyvia yabanecil DNA'nin bitki genomuna stabil
olarak entegre oldudgunu ve gelecek generasyonlara geg¢tigini
gostermistir,
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Elektroporasyon teknidinde, vektér DNA'sinin varliginda
Yaklagik 350 volt elektirik akimi ile bitki protoplastlarinin

permeabilitesi saglanmaktadir. Bu uygulamadan sfonra
protoplastlar iki hafta sfireyle kiiltiira alinmakta ve bunu
~antibiyotik seleksivonu izlemektedir. Iki hatta 7 daka

protoplast kiltiurit yvapildiktan sonra olugan mikrokaililer 5-g
~ hafta siireyle selektif kat: ortama alinirlar. Fromm ve
ark.(1%) transgenik misir kallilerinde, her haploit genon
basina nptlI geninin. 1-5 kopyasini bulmuslardir wve bitin
transgenik kalliler nptII ekspressiyonu géstermislerdir.
Didger calismalarda graminae bitkilerinden olan bugday bl )

ve italyan ¢imi (17) protoplastlarina DNA transferi olmakla

birlikte transforme hicrelierin regenerasyonu
basarilamamistir. Buna karsin hiicre kiiltirleri ile ceitik
bitkisinin regenerasyonu ve stabil DNA entegrasyonu

bagarilmistir (ig).

Bitki protoplastlarina DNA transferi teknidginde en &nemli
engelleyici faktér alici bitki protoplastlarinin regenerasyon
yetenekleridir, Bu teknigin dider olumsuz yénleri, protoplast
ile calismanin zorludu ve uzun zaman almasidir. Ayrica
transforme bitkilerin oran: ¢ok dislik (31'den az) olarak
gerceklegmektedir. Fakat bunlarin vyanisira aliec: bitki
bakimindan herhangi bir segicilik gdstermemes: Gnemli bir
avantaj saglamaktadir.

Enjeksiyon Teknigi Ile DNA Transferi

Tahillarda, kiiltiire aiinan hucrelerden regenerasyoen
yoluyla veni Ditkiierin alde edilememesi sorunu gen
transferleri bakimindan Kisitlayici bir faktér oclmaktadir. Bu
nedenle gen tranferinde alternatif teknik arayislari devanm
etmektedir, de la Pena wve ark. (19) selektif marker genini
tagiyan plazmit DNA‘sini dogrudan geligmekte olan c¢avdar
basak taslagina enjekte etmiglerdir, Bu caligmada da npti:
geni marker gen olarak kullanilmigtir. DNA enjeksiyonundan
sonra basaklar biliyviimeye birakilarak diger enjekte edilmig
bitkiler ile tozlanmigstir. Elde edilen tohumlar kanamycin
ortaminda cimlendirilerek dayanikli olanlar sec¢ilmigtir. Pu
bitkiler {izerinde yapilan analizler, yabanci DNA‘nin bitki
genomuna entegre oldugunu géstermigtir. :

Aslinda DNA enjeksiyon yontemi, wuygulamas:i kolay ve
sonucun ¢okK ¢abuk alindidi bir tekniktir. Enjekte edilecek
olan DNA‘nin miktari ve alici bitkinin geligme doénenmi
teknigin bagarisi ac¢isindan énemlidir.

Sonug
Bitkilere gen transferleri konusunda biiyiik basarilar elde

edilmigtir. Birbirlerinden g¢ok farkl: tekniklerin denenmig
olmasi belki de bu basariy: saglayan en o6nemli faktdérdir.
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Yukarida anlatilan tekniklerden higbirisi bitin bitkiler
igin yeterli olamamistir. Agrobacterium yoluyla gen transferi
en bagarili yontem olmakla birlikte bazi sorunlari wvard:ir.

. Bunlardan en onemlisi Agrobacterium’'un dogal olarak Kkonukg¢u
bitki seciciligi gosternmesidir. Dogrudan bitki
protoplastlarina gen transferi, uygulama a¢isindan 2or
olmasina ragmen bazi bagarilar elde ediimigtir. Teorik olarak
protoplast kiltiri bagarili olan bitin bitki tilirlerinde bu
teknik uygulanabilir. Fakat monckotiledon bitkilerin diigik

regenerasyon vetenekleri bu yontem ol gy enge]
olugturmaktadir. Bu nedenlerden dolayil partikiil] bombardiman:
teknigi ozellikie menokotiledon bitkilerin genetik

transformasyonu i¢in onem kazanmigtir.
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