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31.12.2025 alanindaki gelismelerin bir ¢iktisi olan genetigi degistirilmis Griinler/organizmalar

: (GDO), hastalik ve zararlilara toleransin gelistirilmesinde, pestisitlere olan
ﬁ”fohgggtsﬁme'e" bagimliigin azaltilmasinda, gen kaynaklarinin korunmasinda, stres faktérlerine
T?ansformasyon (kuraklik, don, tuzluluk vb.) toleransi yiksek yeni cesitlerin 1slah edilmesinde,
Misir drinlerin besin dederinin artirilmasinda, raf 6mrinin uzatilmasinda, yenilebilir
Transgenik asilarin Gretiminde, 6zellikle de tarimda sirdirilebilirligin saglanmasinda 6nemli
Doku kiltird bir potansiyele sahiptir. Ancak, GDO’'larin diger ifadeyle transgenik

organizmalarin Grin cesitliliginin hizli yayginlasmasi, diizenleyici gozetim ve
izlenebilirlik acisindan toplumlarda her zaman endise uyandirmistir. ilk transgenik
misir cesitleri ticari olarak 1996 yilinda Amerika’da retime gecmistir. Yapilan
bilimsel calismalar yaklasik otuz yillik bir gecmise sahip transgenik misir bitkisinin
insan ve hayvan sagligi ile cevre Gzerine 6nemli bir risk olusturmadigini ortaya
koymustur. Misir giiniimiizde diinya genelinde 68 milyon ha ekim alaniyla soyadan
sonra ikinci en fazla Gretimi yapilan genetigi degistirilmis bitkidir. Misir bitkisine
en fazla (%55) herbisit ve boceklere dayaniklilik 6zelliklerini birlikte kazandirmak
amaciyla gen transformasyonu yapilmistir. Bunu tek basina %33 oraninda
herbisitlere ve %14 oraninda boceklere dayaniklilik 6zellikleri takip etmektedir.
% 1 oraninda ise diger (kurakliga, soguga dayaniklilik, besin degeri iceriginin
artirilmasi vb.) 6zellikler Gzerinde calismalar devam etmektedir. Bu derlemede,
bitkilere gen aktariminda en yaygin olarak kullanilan Agrobacterium tabanli gen
aktarim protokolinin transgenik misir bitkilerinin gelisimindeki rold ile gelecek
yaklasimlara dair temel gbstergeler incelenmistir.

The Role of Agrobacterium-Mediated Gene Transfer in the Development of Transgenic Maize (Zea
maysL.)

Reviews Article ABSTRACT

Article History: Corn (Zea mays L.) is an important warm-season cereal crop, the most widely cultivated in the world
Received: 08.12.2025 for food and Feed. It is crucial for the sustainability of agricultural production today
ngﬁg;i%: gﬁiilnze?OZS and in the future. Genetically modified crops/organisms (GMOs), the outcome of
31122025 advances in biotechnology, hold significant potential for improving tolerance to

diseases and pests, reducing dependence on pesticides, preserving genetic

K;"g’l;);gtsezrium resources, breeding new varieties with increased tolerance to stress factors
Transformation (drought, frost, salinity, etc.), increasing the nutritional value of crops, extending
Maize shelf life, producing edible vaccines, and, particularly, ensuring sustainability in
Transgenic agriculture. However, the rapid proliferation of GMOs, also known as transgenic

Tissue culture organisms, has always raised concerns in society regarding regulatory oversight
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and traceability. The first transgenic corn varieties were commercially produced
in the United States in 1996. Scientific studies, dating back nearly thirty years,
have demonstrated that transgenic corn does not pose a significant risk to
human, animal, or environmental health. Maize is currently the second most
produced genetically modified crop after soybeans, with 68 million hectares of
cultivated land worldwide. The majority of gene transformations (55%) have
been conducted to confer herbicide and insect resistance traits together. This is
followed by herbicide resistance alone (33%) and insect resistance (14%). Studies
on other traits (drought, cold, increased nutritional content etc.) are ongoing for
1%. This review examines the role of the Agrobacterium-based gene transfer
protocol, the most widely used gene transfer protocol in plant development, in
the development of transgenic maize plants and key indicators for future
approaches.

ISSN: 2979-9198
To Cite: Doganct, S., & Saglam Yilmaz, S. (2025). Transgenik musir (Zea mays L.) bitkilerinin gelistirilmesinde agrobacterium
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1. GIRIS

Orijini ve gen merkezi Amerika kitasi olan musir (Zea mays L.) bitkisi gerek Dulnya'da ve gerekse
Turkiye'de bitkisel kokenli proteinlerin yeterli ve ekonomik Uretimi icin blyik 6nem tasimaktadir
(Suzer, 2014). Musir, degisik iklim kosullar1 altinda yiiksek adaptasyon kabiliyetine sahip bir sicak iklim
tahil cinsidir. Diinyada gida, hayvan yemi, endiistriyel hammadde ve enerji arzinin saglanmasinda kritik
bir rol oynamasi sebebiyle ekilis, liretim ve tiiketim agisindan 6nemli bir kiiltdr bitkisidir (Cerit ve ark.,
2016). Ulkemizde yem bitkileri igerisinde silajlik misir %19 ile ekim alan1 ve %43 ile yesil ot iiretiminde
yiiksek bir 6neme sahiptir (TUIK, 2023). Misir tanesinden elde edilen nisasta, protein ve yag oranlar
gida sanayinin farkli sektorlerinde, kanath hayvanlarin yemlerinde ve silaj yapiminda ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilmakta olmasindan dolay1 misir ¢esitlerinin 1slahi, 1slahgilarin en 6nemli hedeflerinden
biri haline gelmistir (Tas, 2020).

Misir tarimimi tehdit eden zararli organizmalar, misir bitkisinin biiyiimesini, gelisimini ve sagligim
olumsuz yonde etkileyerek verimlilik ve trtin kalitesi agisindan ciddi bir sorun olugturmaktadir. Misir
bitkisinde hastaliklar; kok ve kokbogazi ¢uiriikliigii (Pythium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp.),
yaprak yanikliklar1 (Exserohilum turcicum, Bipolaris maydis), misir rastik hastaligi (Ustilago maydis),
kocan curuklikleri (Fusarium spp. Penicillium spp., Aspergillus spp.) seklinde siniflandirilabilmektedir
(Geng Kesimci, 2022). Misir bitkisinde zararlilar; misir kurdu, (Ostrinia nubilalis Hbn.), misir kogan
kurdu (Sesamia nonagrioides Lef., S. cretica Led.), misir maymuncugu (Tanymecus dilaticollis Gyll.),
musir yaprak kurtlar1 (Pseudaletia unipuncta Haworth, Acantholeucania loreyi Dup.), bozkurt (Agrotis
ipsilon Hufn, A. segetum D.-S.), ¢izgili yaprak kurdu (Spodoptera exigua Hiibn.), yesilkurt (Helicoverpa
armigera Hbn.) ve tel kurtlar1 (Agriotes spp., Melanotus fuscipes Gyllenhal)’dir. Son yillarda musir
bitkisinde ortaya ¢ikan bakteriyel govde ¢iiriikliigii (Dickeya zeae) olarak bilinen hastalik yapraklarda
sararma, kahverengilesme, govdede yumusama, nekroz ve kotii koku gibi hastalik belirtilerine neden
olmaktadir. Dickeya zeae etmeni topraktaki mikrobiyal aktivitenin zayif, bitki gelisimini tesvik eden
rizobakteri oraninin diisiik oldugu topraklar tercih etmektedir (Kumar ve ark., 2017). Miicadelede ayn
bir 6neme sahip olan mikrobiyal etmenler, iirinde verim ve kaliteyi azaltmanin yaninda, meydana gelen
toksinler araciligiyla insan ve hayvanlarda zehirlenmelere de neden olabilmektedir (mikotoksin
zehirlenmesi) (Thrane, 2001). Cevresel faktorlere bagl olarak yildan yila oranlari degisen mikotoksinler
diinya genelinde “gida giivenligi” a¢isindan 6nemli bir tehdit unsuru olarak nitelendirilmektedirler.
Misirin en 6nemli kontaminantt olan zeralenon (ZON) ilk kez, Urry ve ark. (1966) tarafindan
Fusarium’dan izole edilmistir. F. culmorum, F. equiseti, F. avenaceum, F. nivale ve F. oxysporum
tirleri tarafindan olusturulan ZON toksininin insanlarda zehirlenmelere yol agtigi, bunun yansira
Ostrojen hormonunu da etkiledigi bildirilmistir (Morgavi ve Riley, 2007; Krska ve ark., 2007
Gromadzka ve ark., 2008).

Gen teknolojisi; transgenler olusturarak akraba olmayan tiirler arasinda genetik degisim ve
rekombinasyon yapabilmek amaciyla biyolojik bariyerleri asabilen ve bdylece 1slah edilmis bitki ve
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hayvanlarin gelistirilmesinde kullanilan bir aragtir (Holst-Jensen, 2009). Gen teknolojilerinin
uygulanmaya baslanmasiyla, konak bitkilere evrimsel olarak uzak olan diger bitkilerin, funguslarin,
virUslerin, bakterilerin, hayvanlarin, hatta insanlarin bile genlerini aktarmak miimkiin olmustur.
“Transgenik bitki” ve “genetigi degistirilmis organizma” kavramlar1 bu sekilde ortaya ¢ikmis ve
1980’lerden itibaren misir, SOya, titiin, petunya, domates, geltik, kereviz, kolza, bugday, iiziim, manyok,
dar1 ve krizantem gibi genetik olarak kararli gen aktarimli bitkiler elde edilmistir (Rivera ve ark., 2012).
Genetik modifikasyonun avantajlari, raf dmri ve organoleptik kalitenin gelistirilmesi, besin degerinde
yukselme, as1 ve ilag elde edilmesi, saglik alaninda kullanimi, ¢evresel yararlari, tarim ve gida {iretiminin
artirllmasidir.

Bitkilerde etkili transformasyon yontemlerinin belirlenmesi transgenik bitki Gretimindeki en zorlu
noktalardan biridir. Uygun transformasyon tekniginin secilmesi ve gelistirilmesi kadar transgenik
bitkilerin rejenerasyonu da otuz yillik teknolojik ilerlemeye ragmen hala tzerinde galisiimasi gereken
konular olarak karsimizda durmaktadir (Altpeter, 2016). Bitkilere gen aktariminda kullanilan en yaygin
metod dolayli metod olarak da bilinen Agrobacterium araciligiyla gen aktarimidir. Dolayli gen
aktarimimda yabanci niikleik asit molekiiliiniin konak bitkiye aktarimi c¢esitli vektor bakteriler ile
gerceklestirilmektedir. A. tumefaciens, tiimor olusturan (Ti) plazmidinden bir DNA (T-DNA)
segmentinin ¢ikarilmasi, T-DNA'min konak bitki hiicresine aktarilmasi ve T-DNA'nin bitki
kromozomlarina entegre edilmesiyle bitkilerde tag timorlerine neden olmaktadir (Nester ve ark., 1984)
T-DNA, sitokinin ve oksin sentezi genleri dahil olmak {izere, hiicre ¢gogalmasina ve timdr olusumuna
neden olan gen icermektedir (Chilton ve ark., 1980). Gen aktariminda en yaygin olarak kullanilan
Agrobacterium hattt ise Agrobacterium tumefaciens’dir. A. tumefaciens bakterisi Rhizobiaceae
familyasina ait olup, dogal genetik miihendisi olarak adlandirilmaktadir. A. tumefaciens gram (-) bir
bakteridir. Enfeksiyon sonucu bitkilerde kdk bogazi uru hastaligina sebep olmaktadir. Bunu da tasidigi
Ti (timor olusturan) plasmidi sayesinde saglamaktadir. Ti plasmidi bitkilere gen aktarimi igin virtilens
bélgesini ve T-DNA bélgesini tasimaktadir (Ozcan ve ark., 2001). Bitkilere gen aktariminda kullanilan
diger bir Agrobacterium hatt1 ise Agrobacterium rhizogenes’dir. A. rhizogenes bakterilerinin tagidiklar
Ri (sagak kok olusturan) plazmidleri ise normal sartlarda sagak kok hastaligina neden olmaktadir. A.
tumefaciens gibi A. rhizogenes’de bitki hiicrelerine istenilen yabanci niikleik asit molekiillerinin
aktariminda kullanilmaktadir. Gen aktariminda dogrudan metodlar da kullanilmaktadir. Dogrudan gen
aktarimi metodlarindan en yaygin kullanilani ise biyolistik (gen tabancasi, partikiil bombardimani)
metodudur. Diger yontemler protoplastlara gen aktarimi, makroenjeksiyon, mikroenjeksiyon, zigotik
embriyoya gen aktarimi, sonikasyon, desikasyon, agolistik vd. daha az kullanima sahip yontemlerdir.
Gunlimuzde dogrudan ve dolayli gen aktarim yontemleri kullanilarak musir bitkisi de dahil birgok kulttir
bitkisine gen aktarimi yapilabilmektedir.

Bu derleme makalede, 1970’li yillardan giiniimiize kadar uzanan transgenik misir teknolojisi
Agrobacterium aracili gen transformasyonu Ozelinde tartisilmis ve gen transformasyon basarisini
etkileyen faktorler incelenmistir. Bu ¢alisma, Agrobacterium aracili gen transformasyon sistemini
kullanarak misir bitkisi ve diger bitkilerin genom diizenlemesi tizerinde ¢alisan okuyucular i¢in faydali
olacak ve gelecekte bitki genetik transformasyonu igin yeni yollar agacaktir.

2. BITKIi DOKU KULTURUNUN TRANSGENIK MISIR TEKNOLOJISININ GELISIMINE
KATKILARI

Misir arastirmalarinda hiicre ve doku kiiltiirii yontemlerinin etkili bir sekilde kullanilmasi, bitki
rejenerasyonu yapilabilen kiltirler gerektirir. Bu kiiltiirlerin gelistirilmesi, geleneksel ve modern islah
prosediirleriyle dogrudan baglantili olmas1 bakimindan oldukca 6nemlidir. Misir bitkisi iizerine ilk
rejenerasyon ve doku kiiltiirii calismasi 1975 yilinda Green ve Phillips (1975) tarafindan yapilmustir.
Elli y1l dnce yapilmis bu caligma, transgenik bitkilerin gelistirilmesine temel teskil eden ilk dnemli
gelismedir. Bu ¢aligmada embriyo skutellar dokularindan misir kallusu bu kalluslardan ise bitkiler elde
edilmistir. Caligmada inorganik bilesenler, vitaminler, amino asitler, 20 g/l sukroz, 8 g/l agar ve 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) kullanilmistir. Kalluslar, her 21-28 ginde bir alt kiiltiire alinmis ve 9
ay boyunca farklilagsma yetenegi takip edilmistir. Bitkilerin rejenerasyonu, kallusun 30 giin boyunca
0.25 mg/l 2,4-D dozunda alt kiiltiire alinmasi ve ardindan 2,4-D ig¢ermeyen Kkiiltiir ortamina
aktarilmasiyla saglanmustir. Bu yodntemle yaklasik 200 bitki elde edilmistir. Topraga nakilden
(aklimatizasyon) sonra bitkilerin %10 ila %15'i hayatta kalmis ve normal sekilde bitytimiistiir. Skutellar
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kallus olusumu i¢in optimum embriyo yas1 iSe tozlasmadan 18 giin sonrasi olarak belirlenmistir. Yadava
ve ark. (2017), misirda transformasyonu baslatmak i¢in genotip ve eksplant materyalinin se¢imi ve doku
kiiltiiriiniin ¢esitli asamalarinda kullanilacak farkli ortam tiirleri, transformasyon c¢alismalarinin
sonuglar tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegini bildirmislerdir.

3. TRANSGENIK MISIR CESITLERININ GELISTIRILMESINDE KULLANILAN GEN
AKTARIM TEKNIKLERI

Misira gen aktariminda en yaygin kullanilan teknikler Agrobacteriuma dayali gen aktarimi,
Agrobacteriuma dayali in planta gen aktarimi, partikiil bombardimani (biyolistik, gen tabancasi) ve
protoplastlara (PEG ve elektroporasyon) gen aktarimidir. Ancak ticari transgenik musir bitkilerinin
gelistirilmesinde bu yontemlerin disinda silikon karbid fiberler ve mikropiiskiirtme gen aktarim (aerosol
beam enjection) teknikleri de kullanilmistir. Giiniimiizde 307 adet transgenik musir ¢esitinin ticareti
yapilmaktadir. Bu ¢esitlerin hangi gen aktarim metodlart ile gelistirildigi Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Transgenik misir gesitlerinin gelistirilmesinde kullanilan gen aktarim teknikleri*

Gen Aktarim Teknigi Adet
1 Silikon karbid fiberler araciligiyla gen aktarimi 1
2 Mikropiiskiirtme gen aktarim teknigi (aerosol beam enjection) 1
3 Protoplastlara gen aktarimi 2
4 Elektroporasyon 2
5 Ydntemi bilinmeyen (not available) 6
6 Biyolistik 20
7 Agrobacteriuma dayali gen aktarimi 42
8 Geleneksel 1slah-transgenik dondr(ler)i iceren melezleme yoluyla 233
Toplam 307

*ISAAA GM Crops Approval Database, (2025)

3.1. Agrobacterium Aracihigiyla in planta Gen Aktarim

Bu ydntemde, A. tumefaciens yeni olusmus dokulara bitki meristemlerine enjeksiyon yoluyla transfer
edilerek yeni olusan dokularin vejetatif cogaltilmasiyla stabil transgenik bitkiler elde edilmektedir. Bu
yontem, bitkilerin aktif rejenerasyon kapasitesine dayanan rejeneratif aktiviteye bagli bitki ici
enjeksiyon iletimi (RAPD) yonteminin gelistirilmesiyle olusmustur. Misir, tatli patates, patates ve
bayhop (Ipomoea pes-caprae) gibi farkli genotipler de dahil olmak (zere glgli rejenerasyon
kapasitesine sahip bitkilerin transformasyonu igin basariyla kullanilmistir. Bu nedenle RAPD yontemi,
bitkilerde hizl1 doniistimii saglamak igin geleneksel yontemlerin sinirlamalarini ortadan kaldiran ve aktif
rejenerasyon yetenegine sahip ¢ok gesitli bitki tiirlerine uygulanabilmektedir. Yiksek transformasyon
orani, kisa siire ve kolay uygulanabilir protokol avantajlarina sahip olan ve doku kiiltiirii gerektirmeyen,
A. tumefaciens aracili, rejeneratif aktiviteye bagh bitki enjeksiyonu uygulamasi verimli ve kullanimi
kolay bir transformasyon sistemi olarak bilinmektedir (Guoguo ve ark., 2024).

Polen tiipii aracil1 in planta gen aktarimi ise ilk olarak pamukta ve celtik bitkilerinde denenmistir (Zhou
ve ark., 1983; Luo ve Wu, 1989). Ancak, bu yontemin transformasyon verimliliginin diisiik oldugu ve
bu nedenle ¢ok sayida bitki arasindan transformant se¢ilim gerektirdigi ve yontemin bazi durumlarda
tekrarlanabilir olmadig1 kanitlanmistir (Shou ve ark., 2002). Ayrica, Booy ve ark. (1989) calismalarinda,
plazmit DNA'sinin niikleaz tarafindan sindirilmesinin, polen tanelerinin genetik doniisiim i¢in vektor
olarak kullanilmasinin &niindeki en biiyiik engel oldugunu gostermistir. Polen tanelerinin niikleazi
denatiire ederken, canliliklarin1 ve ¢imlenmelerini tamamen engellemedigi One siiriilmiis ve bitki
polenini vektor olarak kullanan bir genetik doniisiim oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2001). Bu
yontemde, polen taneleri, sakaroz ¢dzeltisinde ultrasonikasyon islemlerinin yardimiyla yabanci genleri
tagimak tizere programlanmistir. Polen aracili transformasyon, doku kiiltiirii gerekliligini atlayarak
transgenik bitkiler liretmek i¢in hizli ve kolay bir alternatif yontemdir. Kisa bir siire igerisinde genetigi
degistirilmis bitkiler iiretme potansiyeline sahip olmasindan dolay1 bu yontem geleneksel tarima dahil
edilme potansiyeline sahiptir (YYang ve ark., 2017).

Listanto ve ark. (2016), Endonezya'da A. tumefaciens'in plG121Hm-Cs plazmidini kullanarak nptll ve
hpt genlerini dort misir hattinin transformasyonunda kullanmislardir. Transformasyon sonrasinda
transformant bitkilerin aklimatizasyonunu saglamislar ve segilen bitkilerle PCR analizi yapmislardir.
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plG121Hm-Cs plazmidi, nptll ve hpt genlerine spesifik primerleri kullanarak PCR analizi ile 700 bp ve
500 bp biiylikliikte transgenik dokular1 belirlemislerdir. Transformasyon frekansinin %4-13 arasinda
degistigi gdzlemlenmistir. En yliksek transformasyon frekansina yaklasik %13 ile ST-27 misir hattinin
ulastigi  bildirilmistir. Bu c¢alismada musir ¢igek piskiilinde A. tumefaciens araciligiyla

transformasyonun basarili ve hizli oldugu kanitlanmistir.

Bagka bir ¢alismada da benzer sekilde tropikal misir igin doku kiiltiiriinden bagimsiz bir in planta
transformasyon protokolii gelistirilmistir. Protokol, crylAb, gus ve bar genlerini tasiyan
pCAMBIA3301 vektorunl igeren Agrobacterium EHA105 susu kullanilarak gelistirilmistir. To
bitkilerinde transgen gus'un ekspresyonu, floresan substrat 4-metilumbelliferil-beta-D-glukuronid
(MUG) testinin hidroliz orami 6lgiilerek dogrulanirken, crylAb geninin varhigi PCR ile dogrulanmis ve
To bitkilerinin olgunluga ulasana kadar serada tam bitki olarak biiyiimesine izin verilmis ve T1 neslinin
tohumlarini iiretmek icin kendi kendine doéllenmistir. Transgenin varligi ve ayrigmasi, T: neslinde
Southern blot ve enzim baglantili immiinosorbent testi ile incelenmis ve sirasiyla transgenin varligi ve
ekspresyonu dogrulanmistir. Gelistirilen protokol, herhangi bir doku kiiltiiri prosediirii gerektirmeyen,
maliyet etkin, verimli ve genotipten bagimsiz bir yontem olup, yaklasik 75-90 giin i¢inde nispeten byik
sayida transgenik bitki tiretebilmektedir (Abhishek ve ark., 2016).

3.2. Partikiil Bombardimam (Biyolistik, Gen Tabancasi)

Biyolistik yaklasik 2 mikron ¢apindaki yiiksek yogunluklu tasiyict makropartikiillerin bitki hiicrelerine
dogru hizla atilmasi ve hiicrelerden gegerken tasidiklart DNA'y1 hiicre i¢ine birakmalari esasina dayanan
bir gen aktarim yontemidir. Partikiillerin toksik veya reaktif olmamasi igin hedef hiicrenin ¢apindan
kiigiik olmasi gereklidir. DNA ile kaplanmis tungsten veya altin partikillerini plazma membranina
sokmak ve gen ifadesi saglamak igin gunpowder ivme sistemi kullanilmaktadir (Klein ve ark., 1987).
Gen tabancast metodunda primer olarak bitki epidermis hiicreleri kullanilmakta ve DNA kapli
partikiller dokulara struklenmektedir (Lu ve ark., 1996). Bu teknigin etkinligi, partikiillere yiiklenen
DNA miktari, partikiil biiylikligi ve aktarimin zamanlamasi gibi ¢esitli parametrelere baglidir. Buna
ilaveten, DNA kapl parcaciklarin dagilimi, gen tabancasi ile uygulanan ivmenin iyi ayarlanmasi ve
partikillerin plazmid ile kaplanma seviyesi de 6nemli diger parametrelerdir (Uchida ve ark., 2002; Attar,
2017).

3.3. Protoplastlara Gen Aktarim

Protoplast flizyonu ya da protoplast transformasyonu ile yapilan genetik ¢alismalarda genetik 6zellikleri
bilinen yeni bireyler elde edebilmek icin protoplastlarin rejenerasyonlar1 dnemlidir. Kati besi ortaminda
protoplastlarin  rejenerasyonu i¢cin  osmotik  dengenin saglanmasi  gereklidir.  Protoplast
transformasyonunun temeli osmotik stabilitenin varhiginda lizozim yardimiyla hiicre duvarimm
parcalanip, bakteri hiicresinden ayrilarak protoplast elde edilmesi esasina dayanmaktadir (Kaval ve
Dostbil, 2003). Protoplastlara, kimyasal (PEG) ve elektriksel (elektroporasyon) yollarla gen
aktarilabilmektedir.

Polietilen glikol (PEG) araciligiyla transformasyonda protoplastlar eksplant olarak kullanilmaktadir
(Barampuram ve Zhang, 2011). Transformasyon igin kullanilan protoplastlar genellikle yapraklarin ya
da fidelerin klorofil ve kloroplastlar bakimindan zengin olan mezofil hiicrelerinin enzimatik sindirimi
ile izole edilmektedirler (Wang ve ark., 2015). Ydntem, DNA’nin izole edilmis protoplast ile basitge
karistirlmas: bakimindan elektroporasyon yontemine benzemektedir. Ancak sonrasinda DNA’nin
alinmasi elektriksel bir atim yerine PEG eklenmesi ile tetiklenmektedir (Barampuram ve Zhang, 2011).
Kolay olmasi ve 6zel bir ekipmana ihtiyag duyulmamasi gibi avantajlarinin bulunmasina karsin
transformasyon sikliginin diisiik olmasi ve birgok tiirde protoplastlardan tiim bir bitkiye rejenerasyonun
gerceklesememesi gibi dezavantajlart da bulunmaktadir. PEG araciligiyla transformasyon yontemi ile
transgenik musir, arpa, arabidopsis(Arabidopsis thaliana), titun, geltik, Gzim gelistirilmistir (Daveya ve
ark., 2005; Barampuram ve Zhang, 2011; Zhang ve ark., 2011; Saumonneau ve ark., 2012; Tan ve ark.,
2013; Cao ve ark., 2014).

Elektroporasyon, hiicre zarinin gecici olarak yogun bir elektrik alanina maruz birakilarak
gecirgenliginin arttirilmasi prensibine dayanan bir gen aktarim teknigidir. Hedef hucreler ilgilenilen
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geni iceren bir ¢ozeltiye konulmakta ve ardindan hiicreler hiicre zariin gecici olarak agilmasina izin
veren, yiiksek voltajli bir elektrik akimina kisa bir siire (25-30 psec) maruz birakilmaktadir (Kaya ve
ark., 2019). Daha az kimyasal ve biyolojik tehlike icermesi bakimindan avantajlidir. Elektroporasyon
fiziksel bir yontem oldugundan birgok hiicre tipi i¢in yaygin olarak kullanilabilmektedir. Kimyasal
yontemler veya viral vektorlerden farkli olarak, hiicre zarinin yiizey 6zelliklerine daha az bagimli olmasi
sebebiyle ¢ok genis bir hiicre tipi i¢in avantajlidir. Elektroporasyonun en dnemli uygulamasi, hiicrelere
rekombinant DNA aktarilmasidir. Elektroporasyon, hayvan hucreleri, bitki hicreleri, yosun veya maya
gibi tek hicreli organizmalar, parazitler ve bakteriler dahil olmak iizere birgok farkli hiicre tipine
genlerin aktarilmasi amaciyla kullanilmistir (Chang ve ark., 2006).

4. Agrobacterium ARACILIGIYLA GEN AKTARIMININ TRANSGENIiK MISIR
CESITLERININ GELISTIRILMESINDEKI ROLU VE ONEMLI GELiSIMSEL OLAYLAR
Misir bitkisine ilk defa yaklasik kirk yil dnce 1986 yilinda Agrobacterium araciligiyla gen aktarimi
yapilmigtir (Graves ve Goldman, 1986). Calismada, Agrobacterium aracili gen transformasyonunun ilk
olarak yalnizca dikotiledon bitkilerin doniistiiriilmesinde kullamildigi varsayilsa da, T-DNA
ekspresyonuyla baglantili enzim aktivitelerinin tespitinin Liliaceae ve Amaryllidaceae familyalarindan
monokotillerde de gosterilmis oldugu bildirilmistir. Bu bildiride, ticari agidan énemli bir Gramineae
Uyesinin de A. tumefaciens tarafindan yonlendirilen doniisime maruz kaldigina dair kanitlar
sunulmustur. Skutellar bogum ve mezokotil iceren eksplantlar bakteri ile muamale edilmis ve T-DNA
transkriptlerinin translasyonuyla iligkili enzim aktivitesi tespit edilmistir. Agrobacterium bakteri
suglarinin T-DNA transferinde olduk¢a 6dnemli ve iyi bitylimiis olmas1 gerektigini ifade etmislerdir.

Boulton ve ark. (1989), yaptiklar1 ¢aligma sayesinde, misirda musir ¢izgi virtisiiniin (MSV) tarimsal
enfeksiyonunu etkileyen parametreler belirlemislerdir. MSV genomunda bir dizi bélgeye klonlanmig
monomerik tiniteler enfeksiy6z olmamig ancak kismi duplikasyonlar igeren multimerik {initeler, dimerik
klonlar kadar esit derecede enfeksiy6z olmustur. Farkli Agrobacterium suslarina konjuge edilmis ard
arda dizili dimerik tnitelerin asilanmasi, hem A. tumefaciens hem de A. rhizogenes'in misira DNA
aktarabildigini ve bu yetenegin Ti veya Ri plazmitlerine 6zgii oldugunu gostermistir.

Sahi ve ark. (1990), yaptiklari ¢alismada, misir fidelerinde homojenatlarin A. tumefaciens'in biyumesini
ve asetosiringon (AS) tarafindan Ti plazmit viriilans (vir) genlerinin indiiksiyonunu engelledigini
bildirmiglerdir. Istya duyarh inhibitorlerin (2,4-dihydroxy7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one
(DIMBOA) 1.5 mM veya daha yuksek konsantrasyonlarinin iki haftalik fideler iizerinde etkin oldugu
sonucuna varmiglardir. 0.1 mM konsantrasyondaki DIMBOA, 100 pM AS ile vir geninin indiiksiyonunu
tamamen engellemis ve biiylime oranint %50 oraninda azaltmistir. DIMBOA’nin A. tumefaciens’in
vektor olarak kullanildigi misir bitkisinin transformasyon siirecinde 6énemli bir etkiye sahip olmasi
gerektigini belirtmislerdir.

Gould ve ark. (1991), misir bitkisine Agrobacterium araciligiyla gen aktarimi yapmuslar ve bitki
rejenerasyonu ile T; yavru dollerde aktarilan genleri tespit etmislerdir. Misirin Funk's G90 ¢esidinin
stirglin uglari, kanamisin direnci (npt-11) ve B-glukuronidaz (gus) genlerini iceren pGUS3 plazmidini
barmdiran A. tumefaciens’in EHAI hatti ile kiiltiire alinmustir. Eksplantlar 4 ile 6 hafta igerisinde gelisim
gostermis ve elde edilen yaprak ve olgunlasmamis tohumlarda yapilan florometrik GUS analizleri diisiik
GUS aktivitesi oldugunu gostermistir. NOS ve gus gen pargalari, orijinal transforme bitkilerden birinin
Ty nesillerinden izole edilen DNA'da polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. Southern analizi,
GUS ve NPT problarinin T yavrularinin birgogunda DNA ile melezlestigi goriilmiistiir. Bu da gus ve
nptll genlerinin yiiksek molekiiler agirliklit DNA'ya dahil edildigini gostermektedir. Bu veriler, gen
transferinin basarilt oldugunu ve genlerin kalitim yoluyla aktarildigini géstermektedir.

2000 yilina gelindiginde bile A. tumefaciens ile gen aktariminin tahillarda kullanimimin sinirh oldugu
diistiniilityordu. Diistik transformasyon verimliliginin, VirA/VirG sistemdeki virllans genlerin
ekspresyonu indiikleme kapasitesi ile baglantili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, Zea mays fidelerinin
kok salgisinin viriilans gen ekspresyonunu engelledigi belirlenmistir. VirA/VirG iki bilesenli
diizenleyici sistem tarafindan sinyal algisina kars1 yonlendirilen ve dogal olarak olusan inhibitérlerin
konak savunmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymuslardir (Zhang ve ark., 2000).
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Maisir bitkisinde A. rhizogenes ile ilk defa yine 2000°li y1llarin baginda gen transformasyonu yapilmustir.
Olusturulan tiiyli kokler ve tiiyli kok kiiltirlerinde rejeneratif bitki tretimi ¢aligmasi
gerceklestirilmistir. Misirin tiiylii kokleri, 15 giinliik kalluslarin A. rhizogenes ile enfekte edilmesiyle
olusturulmusgtur. Hormonsuz ortamda kiiltiire edilen tiiylii kokler, giiclii biiylime ve tipik tiiylii kok
Ozellikleri sergilemistir. Transgenik bitkiler, 1.6 mg/l ZT ve 0.4 mg/l NAA eklenmis MS ortamindaki
tiyll koklerden fretilmistir. PCR-Southern hibridizasyonu ile T-DNA'nin transgenik bitkilerin
kromozomuna entegre oldugu bildirilmistir (Xu ve ark., 2006).

A. tumefaciens ile yapilmis bagka bir gen aktarim ¢aligmasinda baslangi¢ materyali olarak ¢imlenen
misir tohumlar kullanilmistir. Tohumlara inokiilasyon 6ncesinde kesik atilmigtir. To ve Tq bitkileri ilk
olarak higromisin seleksiyonu ile taranmuis ve segilmistir. Ardindan PCR amplifikasyonu, PCR-Southern
ve Southern-blot analizleri ile yabanci genin misirin kendilenmis hatlarina dahil edildigi gosterilmistir.
Calismada Ty fidelerinin yaklagik %29'unun transgenik oldugu tespit edilmis ancak toplam tohum sayisi
degerlendirildiginde ise transformasyon frekansininin yalnizca %0.6 oldugu bildirilmistir (Jingxue ve
ark., 2007).

Goetz ve ark. (2009), misirin olgunlasmamis embriyolarim kullanarak once rejenerasyon saglamislar
ardindan rejeneratif hiicrelere A. tumefaciens araciligiyla DNA transferi yapmislardir. Caligma sonunda
%24 oraninda stabil transgenik bitkiler elde etmislerdir.

Cao ve ark. (2013), benzer sekilde doku kiiltirt temelli bir siirgiin gogaltim sistemi gelistirmisler ve A.
tumefaciens araciligiyla misira gen transformasyonu yapmuslardir. Transformasyonda A. tumefaciens
susu, genotip, doku kiiltiirli agamasi, ortam bilesimi, kiiltiir sicaklif1 ve ylizey aktif madde oram olmak
tizere alt1 faktoriin etkili oldugunu bildirmislerdir. Agropin tipi bakterilerin (EHA101 ve AGL1), misir
stirgiin dokularinin transformasyonunda oktopin tipi sustan sekiz kat daha etkili oldugu belirlenmistir.
14 adet misir genotipi lizerinde yapilan ¢alismada glukuronidaz (GUS) pozitif eksplantlarin ortalama
siklig1 %36 ile %76 arasinda degismekte oldugu goriilmiistiir. Geng stirgiin dokularinin Agrobacterium
enfeksiyonuna en duyarli olanlar oldugu sonucuna varmiglardir. Transformantlar, PCR ve Southern Blot
hibridizasyon analizleri ile tamimlanmustir. Transformasyon freakansi1 % 2 olarak tespit edilmistir.

YU Gui Rong ve ark. (2013), birkag¢ elit misir hattinin olgunlasmamis embriyolarin1 Kullanarak A.
tumefaciens’in EHA105 ve LBA4404 suslar ile gen aktarimi yapmislardir. Calismada transformasyon
verimliliginde; olgunlasmamis embriyolarin, enfeksiyondan 6nce farkli 1sil islem siirelerinin, ko-
kultivasyon ortamina L-sistein’in eklenmesinin, farkli seleksiyon ve yetistirme yontemlerinin etkisi
karsilagtirmiglardir. Optimum kosullar altinda, glifosat direngli 2mG2-EPSPS geni, 78599, Zong 31 ve
BA dahil olmak iizere birkag¢ tipik misir genotipine transforme edilmistir. Calisma sonucunda;
EHA105'in LBA4404'ten daha bulasici oldugu gosterilmistir. Ko-kiiltiir ortamina L-sistein (100 mg/l)
eklenmesi ve olgunlagsmamis embriyolarin enfeksiyondan once 3 dakika isitilmasi, transformasyon
verimliliginde énemli bir artisa yol actigi1 da bildirilmistir. Eksplantlarin ko-kiltiivasyon ortaminda 4-
10 glin boyunca bekletilmesinin, direngli kalluslarin hayatta kalmasi igin faydali oldugu sonucuna
varmiglardir. Rejenerasyon ortamina yiiksek konsantrasyonda 6-BA (5 mg/l) ve diisiik konsantrasyonda
2,4-D (0.2 mg/l) eklenmesinin rejenerasyonu 6nemli dl¢iide artirdigi sonucuna varmiglardir. Transgenik
hatlarla yapilan biyoassay uygulamasinda yapraklara glifosat herbisiti puskirttlerek 66 adet glifosata
direncli transgenik bitki elde edilmistir. Transformasyon verimliligi PCR ve Southern-blot analizleri ile
%8 olarak belirlenmistir.

Char ve ark. (2017), CRISPR/Cas9 sisteminin bircok monokotiledon ve dikotiledon bitkide gucli bir
genom diizenleme araci oldugunu bildirmislerdir. CRISPR/Cas9'un uygulamasi diger niikleaz tabanl
genom diizenleme araglarina kiyasla daha basittir. Ancak; optimizasyon, dogruluk ve verimlilik elde
etmek icin belirli bir tirde DNA iletimi ve doku rejenerasyon yontemlerinin dikkate alinmasi
gerekmektedir. Kullandiklar1 sistem, bir Escherichia coli klonlama vektorii ve bir Agrobacterium ikili
vektoriinden olugmaktadir. Tek veya ¢oklu gen hedeflemesi icin dort adet kilavuz RNA
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada dort misir geni (ZmAgol8a, ZmAgol18b, dihidroflavonol 4-rediktaz;
antosiyaninsiz gen) kullanarak mutagenez sikligi ve kalitim agisindan degerlendirme yapilmstir. Cesitli
allelik mutasyon kombinasyonlarini tasiyan To transgenik bitkilerin, hem Hi-Il hem de B104
genotiplerinde %70'in {izerinde mutant oran1 meydana getirdigi bildirilmistir. Genetik ayrisma yoluyla,
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CRISPR transgeni olmadan yalnizca istenen mutant alelleri tasiyan ayrismalarda Ti dolleri
uretilebilmektedir. Aktif bir CRISPR/Cas9 transgeninin kalitimi, sonraki nesillerde ek hedefe 6zgii
mutasyonlara yol agmaktadir. Farkli Cas9/gRNA modiilleri barindiran iki ayr1 Agrobacterium susunun
misirin - olgunlasmamis embriyolarinda maliyet verimliligini artirmak i¢in kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Ajith ve ark. (2018), stper ikili plazmid vektor pSB1’i, musir bitkisinin transformasyonunda
kullanmiglardir. Bazi vektérlerin boyutunun biiyiik olmasindan dolay1 klonlanmanin zorlastigi, genom
ile butlinlesme stirecinin zahmetli ve verimsiz oldugu ve baz1 Agrobacterium suslarinda kendiliginden
mutantlara yol ac¢ti81 bilinmektedir. Bu sinirlamalar, ytliksek verimli vektdr olusturmanin 6niinde 6nemli
engeller olusturmaktadir. Arastirmacilar yaptiklari bu calismada misir transformasyonunda es-
entegrasyon adimi gerektirmeyecek sekilde gelistirilmis olan plazmidleri kullanarak kigk, basit ve cok
yonli ticlii vektor sistemi olusturulmaya calismiglardir. Bu yeni tanimlanan plazmitlere, pSB1'de
kusurlu oldugu tespit edilen viriilans genlerini geri kazandirmanin yaninda baska virulans genlerini de
eklemislerdir. Yardimci plazmitlerin farkli konfigiirasyonlarinin T-DNA ikili vektoriyle birlikte Ggli
vektorler olarak test edilmesi, misirda hem transformasyon sikligin1 hem de transformasyon sayisini
neredeyse iki katina ¢ikarmaktadir. Yeni tanimlanan ticlii vektorler, elit akraba hatlar i¢in hizli bir misir
transformasyon yonteminin gelistirilmesini saglamustir.

Rodrigues ve ark. (2020), hem A. tumefaciens hem de A. rhizogenes araciligiyla misir genomlarina
hedeflenen nokta mutasyonlarimin etkili bir sekilde uygulanmasini saglamak amaciyla dizenli
araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) aracili baz diizenleme yoOntemi
gelistirmiglerdir. CRISPR, bilim insanlarinin bakterilerde kesfettigi tekrarlayan DNA kumesidir.
RecA'da fonksiyon kaybi mutasyonlari iceren EHA105 suslarini tiretmisler ve bu mutasyonlarin misir
transformasyonu i¢in iglevsel oldugunu bildirmislerdir. A. rhizogenes’in K599 susu tarafindan kok
gelisiminin saglanmasinda RolB ve RolC'nin dnemini vurgulamislardir. Kullandiklar1 transformasyon
yontemi 10 koloniden 9'unda oldukga etkili olmus ve hiicrelerin en az %80'inde diizenlemeler
yapilabildigi a¢iklanmistir. EHA105 ve K599 ile yapilan bu g¢aligmada hedef dist mutasyonlarin,
Cas9'dan bagimsiz olduklar1 ve kullanilan sitidin deaminazin aktivite noktalar1 olarak TC motiflerinin
Onemini gostermis olmasi bakimindan 6nemlidir. CRISPR aracili baz diizenlemenin, daha verimli bitki
transformasyonu saglamak i¢in Agrobacterium suslari ile birlikte kullanilmasi 6nemli bir gelismedir.

Agrobacterium aracili bitki gen transformasyonu, gen(ler)in Uriinlere aktarilmasi i¢in dogal
Agrobacterium sistemini taklit eden bir tekniktir. Bu teknik sayesinde, bugiine kadar birgok bitki tirtine
farkli ve 6nemli tarimsal 0zellikler kazandirilmig ve bitkilerin genetik yapilari modifiye edilmistir. Bu
teknik, transgenin kararli entegrasyonu, uygun maliyet gibi birgok avantaja sahip olmasinin yaninda
bitkilerin Agrobacterium'a direncgli olmasindan kaynakli diisiik transformasyon verimliligi, hedef dis1
transgen entegrasyonu gibi bazi zorluklari da tagimaktadir. Bu nedenle misirda ve diger bitkilerde
genetik transformasyon verimliligini artirmak i¢in Agrobacterium aracili transformasyonun daha iyi
anlagilmasi gerekmektedir (Rahman ve ark., 2024).

5. SONUCLAR

Son yillarda gen aktarim teknolojilerindeki hizli gelisim, artan diinya niifusunun ihtiya¢ duydugu gida
ve biyolojik madde gereksinimlerini karsilamak anlaminda da biiyiik 6neme sahiptir. Giiniimiize kadar
musir bitkisi de dahil olmak {izere en yaygin olarak kullanilan gen aktarim yontemi, A. tumefaciens
araciligiyla gen aktarimi olmustur. Bu yontemin tercih edilmesinin baglica nedenleri, yabanci genlerin
bitki genomuna stabil bir sekilde entegrasyonunun saglanmasi, diisiik maliyetli olmasi ve gen
transformasyonu sonrasi yiiksek oranda bitki rejenerasyonu imkani sunmasidir. A. rhizogenes ise daha
siirlt sayida ¢alismada yer almakta olup, genellikle kok tiirevi transformasyonlar i¢in kullanilan bir
yontemdir. A. tumefaciens araciligiyla gen aktariminda, gen aktarim orani son derece diisiik oldugundan,
gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yiiksek oranda siirglin olusumu gen aktarma g¢alismalarinin
bagarisinda onemli rol oynamaktadir. Bu problemin ¢6ziilmesi igin bu kiiltiirlerin morfogenetik
kapasitelerini etkileyen fizyolojik, ekolojik ve genetik faktérlerin net olarak bilinmesi gerekmektedir.
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Turkiye’de Agrobacterium araciligiyla misir bitkisine gen aktarimi ile ilgili herhangi bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Oysa iilkemizde misir olduk¢a yaygin tiretilen bir tahildir. Amerika’dan ve diger
kitalardan biiyiik oranda transgenik musir {iriinii ithal edilmekte ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir.
2025 yili itibariyle {ilkemize ithali gerceklestirilen 41 transgenik {irliniin 28 tanesinin transgenik misir
oldugu diisiiniildiigiinde iilkemizde de bu alanda ¢alismalarin biran 6énce yapilmaya baslanmalidir. Bu
arastirma ve (retim faaliyetlerinin ithal misira ayrilan harcamalarin/dévizin iilkemizde kalacagi
anlamina gelmektedir. Bu sekilde iilkemiz kendi yem ihtiyacim kendisi karsilamis olacak ve iilke
ekonomisine katki saglanabilecektir. Ancak bunun i¢in temelde ilk olarak yapilmasi gereken sey,
Biyogiivenlik Kanunu’nda gerekli diizenlemelerin giin gegmeden yapilmasi olacaktir. Ayrica,
Agrobacterium aracili transformasyonla iliskili zorluk ve sorunlarin giniimiizde ve gelecekte
CRISPR/Cas9 ve benzeri modern biyoteknolojik sistemler ile entegrasyonu daha ¢ok tartigilmalidir.

Cikar Catismasi Beyani
Makalenin yazarlar arasinda bilinen ya da olas1 bir ¢ikar ¢atigsmasi yoktur.

Arastirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.
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