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Ozet

Genetik mihendisligi uygulamalari tarla bitkilerinin modern molekiler islahinda 6nemli
biyoteknolojik araglar haline gelmistir. 1990lardan itibaren, bitki hiicrelerine yabanci DNA'yI
aktarmak icin cesitli yeni ve etkili genetik transformasyon yéntemleri gelistirilmistir. Yaygin

Anahtar kelimeler k dl llikle dogrud dolayl f di Imaktadir. H
Bitki; Biyoteknoloji; gena tarma metoadlari genellikle dogrudan ve dolayll trans ormasyon diye ayriima tadir. Her
GDO; Gen Teknolojisi;

Transformasyon;

teknigin belli avantajlari ve dezavantajlar olsa da, glinimlizde transgenik bitkilerin Gretimi
bircok bitki tird igin rutin bir sire¢ haline gelmistir. Yine de, tekrarlanabilir bir
Transgenik. transformasyon metodu elde edebilmek icin ihmal edilmemesi gereken bircok 6nemli etken
vardir. Bu c¢alisma transgen teknolojisini kisaca gozden gegirmeyi ve bitki genetik
icin ginumuzde kullanilimakta olan

transformasyonu metodlari yeniden derlemeyi

amaglamaktadir.

Gene Technology and Plant Genetic Transformation Methods

Abstract
Genetic engineering applications have become important biotechnological tools in the

modern molecular breeding of crops. Since 1990s, various new and efficient genetic

Keywords
Plant: BiZtechnoIogy' transformation methods for delivering exogenous DNA to plant cells have been developed.
éMO- Gene " Common gene insertion methods are usually divided into direct and indirect transformation.
Technology; Despite each technique has certain advantages and disadvantages, production of transgenic

Transformation; plants has become a routine process for many plant species nowadays. Still, In order to

Transgenic. obtain a reproducible transformation methodology, there are many important factors those
should not be omitted.This workaims to overview the transgene technology and to review
the currently used methods for plant genetic transformation.
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1.Girig calismalarindan elde edilen verimlilik artisi;

ekilebilir alanlarin kritik sinirlara gelmesi nedeniyle,

Dinyadaki tarim ve ciftcilik; gida ya da hayvan yemi giderek artan dinya nifusunun temel gida

olarak kullanilmak Uzere yetistirilen tarla bitkileri
Gzerine kuruludur. Bitkilerde biyotik ve abiyotik
stresler de dahil olmak (zere verimi ve kaliteyi
etkileyecek ¢ok sayida sinirlayici faktoér mevcuttur.
Bu glgliklere karsi binlerce yildir i1slah galismalari
yapiliyor olsa da, tarla bitkilerinin klasik islah

ihtiyaclarinin  karsilanmasina yetmemektedir. Bu
durum bitki 1slah ¢alismalarinda yeni teknolojilerin
kullanilmasini glindeme getirmistir (Safitri et al.,
2016; Halford, 2012). Gen teknolojisi; transgenler
olusturarak akraba olmayan tiirler arasinda genetik
degisim ve rekombinasyon yapabilmek icin biyolojik
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bariyerleri asabilen ve boylece islah edilmis bitki ve
hayvanlarin gelistiriimesinde kullanilan bir yoldur
2009). Bu
besin degerlerinin,

(Holst-Jensen,
bitkilere,
hosgoriilerinin, patojen direnclerinin gelistirilmesi

teknoloji sayesinde;

kirleticilere karsi

ya da bitki metabolizmasi ¢alismalari yapmak gibi
amagclar ile yeni genler aktarilmakta ve bdylece
tarla bitkilerinde kalite ve Grlin artisini saglamak
icin geleneksel bitki i1slah yontemlerine katkida
bulunulmaktadir (Rivera et al., 2012; Barampuram
and Zhang, 2011).

Gen teknolojilerinin uygulanmaya baslanmasiyla,
konak bitkilere evrimsel olarak uzak olan diger
bitkilerin, funguslarin, virlslerin, bakterilerin ve
hatta hayvanlarin bile genlerini aktarmak mimkin
olmustur (Rivera et al., 2012). “Transgenik bitki” ve
“Genetigi degistirilmis organizma” kavramlari bu
sekilde ortaya cikmis ve 1980’lerden itibaren misir,
tutlin, petunya, domates, piring, kereviz, Brassica
napus, bugday, Uzim, manyok, dari ve krizantem
gibi genetik olarak kararli gen aktarimli bitkiler elde
2012).

alanlarin

Glinum{uzde;

%3.7’sinde
transgenik tahillar yetistiriimekte (Int Kyn. 1) ve
2014 yili itibariyle ABD, Brezilya, Arjantin, Hindistan
ve Kanada basta olmak lzere transgenik tahil

edilmistir (Rivera et al,

diinyadaki toplam zirai

yetistiren 28 lke bulunmaktadir (Int Kyn. 2).
Gelecekte transgenik tahillarin gesitliliginin  ve

ekildikleri alanlarin artacagina kesin goziyle
bakilmaktadir (Hansen and Wright, 1999).
Bir molekiler biyoloji terimi olarak

“transformasyon”; yabanci DNA’nin hiicre zarindan
gegerek bir konak hiicrenin igcine dogrudan alinmasi
ve bu hilicrenin genomuna basaril bir sekilde
katilmasi olarak tanimlanmaktadir (Saeed and
Shahzad, 2015). Bitki transformasyonu temel olarak
yeni gen dizilerinin bitki genomuna rastgele
kaynasmasi ile sonuclanir. Bununla beraber 15 yili
askin suredir gerceklesen blyik gelismeler bu
kaynasma Uzerinde daha ¢ok kontrol saglanmasini
ve bitki hiicrelerindeki DNA dizilerine daha kesin ve
hedeflenmis modifikasyonlari mimkiin kilmaktadir

(Baltes and Voytas, 2015). Transformasyon ilk kez

1920’lerin  sonlarinda F. Griffith tarafindan
kesfedilmistir (Griffith, 1928). Bazi tarla bitkilerinde
yabanci DNA’nin bitki hiicrelerine aktarimi igin etkili
eksikligi, bitki
uygulamalarinda hala bir

transformasyon ydntemlerinin
genetik muhendisligi
glclik olarak gorinmektedir (Barampuram and
Zhang, 2011). Transformasyonu giglestiren en
blyiik sorun; DNA'nin oldukga buyik bir elektriksel
ylke sahip, yonlendirilmesi gli¢c ve hiicre zarindan
gecemeyen bir makromolekil olmasidir (Rivera et
al., 2012).

transformasyona karsi 10 nm’lik hidrofobik bir

Buna ragmen son vyillarda
bariyer gibi davranan hicre zarini delmek igin
fiziksel

2014).

bitkilerdeki yeni ve tekrarlanabilir transformasyon

biyolojik,  kimyasal ve yontemler

gelistirilmistir  (Rivera et al., Boylece
yontemlerinin gelistiriimesinde 6nemli basarilar

kazanilmistir (Barampuram and Zhang, 2011).

Transgenik bitki Gretiminin basarili sayilabilmesi

icin gerekli temel unsurlar;

e Glivenilir doku kilttira rejenerasyon sistemlerinin
gelistirilmesi,

e Gen vyapllarinin ve genlerinin bitki hiicrelerine
girmesi icin gerekli olan etkili transformasyon
tekniklerinin hazirlanmasi,

e Transgenik  bitkilerin geri  kazanilmasi ve
¢ogaltiimasi,

o Etkili
bitkilerin molekdiler ve genetik karakterizasyonu,

ve kararli gen ifadesi icin transgenik

e ihtiya¢c duyulmasi halinde genlerin elit gesitlere
geleneksel islah yontemleriyle aktariimasi,

e Transgenik bitkilerin gcevredeki biyotik ve abiyotik

hafifletmedeki etkinlikleri

degerlendirilmeleri olarak siralanabilir (Sharma et

al., 2005).

stresleri agisindan

2. Bitkilerde Kullanilan Etkili Transformasyon
Yontemleri

Etkili transformasyon tekniklerinin uygulanmasi
transgenik bitki Gretimindeki en zorlu noktalardan
biridir. Uygun transformasyon tekniginin secilmesi
ve gelistirilmesi gibi transgenik tarla bitkilerinin
rejenerasyonu da otuz yillik teknolojik ilerlemeden
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sonra bile hala asilmasi gereken bir giiclik olarak
bilinmektedir (Altpeter et al., 2016).

Genetik transformasyonun basarili olmasi kadar
tekrarlanabilir olmasi da énemlidir. Bunun icin goz
onlinde bulundurulmasi gereken bazi gereklilikler
soyle siralanabilir:

o Tek seferde cok sayida transformasyona izin

veren dastk maliyetli kolay teknikler
kullanilmasi,
e Tehlikeli yontemlerden ve maddelerden

kaginarak kullanici glivenliginin saglanmasi,
e Teknigin asgari ayar gerektirmesi,
e Arzu edilen DNA’nin istenmeyen vektor diziler

olmaksizin  kararli  bir sekilde hicreye
sokulabilmesi, boylece sadece istenen genin
entegrasyonunun  saglanmasi ve ifade
edilebilmesi,

e Her bir hiicreye az sayida genetik kopya
sokulmasi,
e Gen aktarilmis tek bir hicreden tim bir

transgenik  bitkinin rejenere edilebilmesi
(Riveraet al., 2012).
Bitki  transformasyonu  birbirini  izleyen iki
basamaktan olusmaktadir:
(1) Gegici transformasyon: DNA’'nin  bitki

hiicrelerine sokulmasidir. Bu asamada transgenler
heniiz genomla kaynasmamistir.

(2) Kararh transformasyon: Bitki hiicresine aktarilan
DNA’nin genomla kaynastigi asamadir.

Temel bitki biyoteknolojisinde her iki asama da
Ancak sonraki
kusaklara aktarabilen transgenik bitkilerin Uretimi

kullaniglidir. istenilen ozellikleri
icin ikinci asama sarttir (Altpeter et al., 2016).

Yabanci DNA’nin bitki hiicrelerine aktarilabilmesi
icin mevcut olan transformasyon yéntemleri genel
olarak dogrudan ve dolayli yontemler olmak Uzere
iki buyuk kategoriye ayrilabilir (Rao et al., 2009;
Rakoczy-Trojanowska, 2002). Dolayli yontemlerde
yabanci genin konak hiicreye aktarilmasi bir bakteri
hiicresine duyarken;

ihtiyag dogrudan

transformasyon yontemlerinde bdyle bir arac
hlcreye gereksinim yoktur (Rao et al., 2009; Tzfira

and Citovsky, 2006). Bitkilerde en ¢ok kullanilan

tabloda
karsilastirilmistir (Rivera et al., 2014; Rivera et al.,
2012; Barampuram and Zhang, 2011) (Tablo 1).

transformasyon yontemleri

2.1. Gen transformasyonundadolayli yontem

2.1.1. Agrobacterium araciligiyla transformasyon

Bitkilerde dolayli transformasyon, istenilen genin
hedef hiicreye Agrobacterium tumefaciens ve
Agrobacterium rhizogenes gibi plazmid bulunduran

bakteriler araciligiyla tasinmasini ifade eden
yontemdir (Rakoczy-Trojanowska, 2002; Patnaik
and Khurana, 2001; Zupan et al, 1997).

Agrobacterium tirleri Gzerine ilk calismalar 100 yil
kadar 6nce bitkilerdeki ta¢ gali hastaligi etkeninin
arastirilmasi sirasinda baslamis ve A. tumefaciens
ilk kez 1897 vyilinda asma bitkisinde bulunan
gallerden izole edilmistir (Hwang et al., 2015). A.
tumefaciens, bitkilerde tag¢ timoriine sebep olan Ti
plazmidine, A. rhizogenes ise sacak kdk hastahgini
tesvik eden Ri plazmidine sahiptir (Barampuram
2011; 2010).
Agrobacterium ve bitki hicreleri arasindaki ilk
bitkinin salgiladigi  cesitli
bakteride bulunan Ti plazmidinde

and Zhang, Meyers et al.,

etkilesim, rizosfere
sinyallerin,
kodlanan virulans genin (vir gen) ve kromozomal
virulans genin (chv gen) dUrinlerinin yardimiyla
bakteri tarafindan algilanmasiyla baslamaktadir.
Sonrasinda hareketli olan bakteriler konak bitki
hicrelerine dogru ylizerek bu hiicrelerle temas
Enfekte olan bitki
VIP1(AgrobacteriumVirE2 ile etkilesen protein 1)’in

ederler. hicreleri

bitki niikleusuna dogru fosforilasyonuna ve
translokasyonuna sebep olan MAP kinaz (mitogen
activated  protein  kinase)  sinyalizasyonunu
baslatarak savunma genlerinin ifadesini tesvik eder.
Aktarilacak DNA’nin  bitki

kolaylastirmak

niikleusuna girisini
icin Agrobacterium da VIP1'in
kontrollini ele gegirebilir (Hwang et al., 2015). A.
rhizogenes araciligiyla kok transformasyonu, A.
tumefaciens transformasyonundan daha az ilgi
¢ekmektedir. Bunun temel nedeni, A. rhizogenes
tarafindan sacak kok transformasyonuna ugrayan
bitkilerde

(Barampuram and Zhang, 2011).

rejenerasyonun zor olmasidir
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Tablo 1. Bitkilerde en ¢ok kullanilan transformasyon yéntemleri; avantajlari ve dezavantajlari

Yontem Prosediir Avantajlar Dezavantajlar
Agrobacterium Transgen tasiyan bir plazmidi Genom entegrasyonu kesindir, Sireg yavastir. Bitkide
aktaracak olan bitki patojeni bir  disuk kopya sayistyla  bilinmeyen genetik ifadelere
bakteri kullanilir. transgenlerin yerlestirilmesi  sebep olabilecek gereksiz
kolaydir, genin entegrasyonu, vektorler aktarilabilir.  Steril
ifadesi ve  kahtimi  nesiller protokoller gerektirir.
boyunca kararlidir. Birgok dikotil
bitki ve bazi monokotil tarla
bitkileri icin etkili ve
tekrarlanabilir protokolleri vardir.
Yuksek verimlilige sahiptir.
Elektroporasyon DNA kuvvetli elektrik atimlariile  Tum bitki protoplast cesitlerine Zahmetli protokelleri  vardir.
gecirgenligi  arttinlan  hicre uygulanabilir. Farkh hiicre tipleri Cogunlukla protoplastlara
zarindaki porlardan hicre icine kullanilabilir.  Kolay, hizli ve uygulanir. Transformasyon

Biyolistik

Vakum infiltrasyon

Ultrason

Mikroenjeksiyon

Silikon karbid
fiberler

Cam  boncuklarla
calkalama

PEG

sokulur.

Genlerle  kaplanmis  yiksek
yogunluktaki taslyici partikdller
hicrelere dogru hizla atilir ve bir
adsorbsiyon mekanizmasiyla
DNA'y1 hiicre igine birakirlar.

Vakum uygulamasi, negatif bir
atmosferik  basing yaratarak
Agrobacterium gibi bakterilerin
sizmasina izin veren hicreler
arasi hava bosluklarini arttirir.

Akustik kavitasyon zar
gecirgenligini degistirerek
DNA'nin absorbsiyonunu
kolaylastirir.

Bir enjeksiyon pipeti araciligiyla
DNA’nIn dogrudan bitki
hiicresinin igine sokulmasidir.

Silikon karbid fiberler doku
slispansiyonu ile karistirilir ve
asinmaya yol agarak DNA’nin
iceri girmesini saglar.

Cam boncuklarla hizli bir sekilde
calkalama plazmid DNA’sinin
iceri girmesine olanak verir.

Plazmid izole edilmis
protoplastlarla hafifce
karigtirilir. Ortama CaCl,,

mannitol gibi maddeler igeren
PEG ¢ozeltisi eklenir.

ucuzdur.

Kolaydir. Hicre duvarina herhangi
bir 6n islem gerekmez. Farkli
hicre tipleri igin uygundur ve
hicrenin fizyolojik 6zelliklerinden
bagimsizdir.  Coklu  transgen
aktarimi mimkanddar.

Kolay ve hizlidir. Orta derecede
verimlidir. GCok sayida bagimsiz

hicre transformasyonu
gerceklesir.
Yiksek verime sahiptir. Orta

derecede maliyetlidir. Farkli hiicre
tiplerine uygulanabilir.

Transformasyon verimi
olaganisti yiksektir. Plazmidlerin
ve biitin kromozomlarin
aktarilmasina olanak saglar.

Kolay, hizli ve disik maliyetlidir.
Farkli hicre tiplerine
uygulanabilir.

Kolay, hizli ve disik maliyetlidir.
Gelismis  cihazlara, kimyasal
uygulamalara ve enzim
karigimlarina gereksinim yoktur.

ekipmana

Kolaydir ve pahali

ihtiya¢ duymaz.

verimi duslktar.

Pahalidir. Transgenlerin ¢oklu
kopyalarinin  aktarilmasi  riski
vardir. Transformasyon verimi
disuktir. Sirekli optimizasyon
gerektirir.  DNA ve hicreler
hasar gorebilir.

Bazi  Agrobacterium  suglan
belirli hicre tiplerini enfekte
edemez. Genin birden fazla
kopyasinin sokulmasi riski
vardir.

Hicre zarini pargalayarak
hicrelere zarar verebilir.

Pahali, zahmetli ve yavastir.

Verim ¢ok dugsuktir. Hicreler
zarar gorebilir ve rejenerasyon
yetenekleri disebilir. Fiberlerin
solunmasi arastirmaciya
zararhdir.

DNA hasarindan dolayr verim
disuktir.

Transformasyon verimi
dasiktar. Transformasyonda
protoplastlar  kullaniimasindan
dolayl, gen aktarilmis olan
protoplastlarin tam bir bitki
olusturmak lizere rejenerasyonu
zordur.
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Plazmidler tek bir bakteri hiicresinde 50 ya da daha
¢ok sayida bulunabilen, bakteriyel kromozomlardan
halkasal DNA
molekdlleridir (Rivera et al., 2012). Bakteriyel

ayri, bagimsiz ve genellikle
kromozomlara benzer bir sekilde kopyalanabilen ve
konak icinde kendi replikasyonlarini diizenleyebilen
Transformasyon icin

genler tasimaktadirlar.

kullanilacak bir plazmidin boyutu 5-12 kilobaz cifti

(kbp) arasinda degisebilmektedir (Hagemann,
2004; Bendich, 1987). Genetik bitki
transformasyonunda Agrobacterium’un

patojenitesinden vyararlanilmakta ve bakterinin
tasidigl plazmid, yabanci genin bitki hicresine
aktarilmasini saglayan bir vektor rol
Ustlenmektedir (Sekil 1) (Rao et al., 2009). Vektor
plazmidlere yeni genler eklenirken; plazmidlerdeki
timor uzaklastinldigindan

olusturan  genler

transformasyonda kullanilan plazmidler timor
olusturma yetenegini yitirmektedirler (Rivera et al.,

2012).

Segilen gen
/ T DNA TRANSEER]
e S— 7

. ‘
Virulans Gen b DNA — N\
\ T DNA KAYNASMASI

Agrobacterium tumefaciens

Bitki Hiicresi

Sekil 1. Agrobacterium araciligiyla gen transferi (Rao et
al., 2009).

A. tumefaciens tasidigl DNA’nin bir kismini (transfer
DNA; T-DNA) cesitli bitkilere aktarabilmekte ve bu
sayede (retilmis pek ¢ok transgenik bitki
bulunmaktadir (Safitri et al., 2016; Harst et al.,
2015; Mozsar et al., 2015; Hiei et al., 2014; Yesmin
et al., 2014; Rahmawati et al., 2010; Toki, 1997). A.
tumefaciens araciligiyla gen transfer mekanizmasi
bakteri kolonizasyonu, bakterilerdeki hastalik yapici
sistemin aktiflesmesi, T-DNA transfer kompleksinin

olusmasi, T-DNA transferi ve T-DNA’nin bitki
genomuna  entegrasyonunu iceren birkag
basamaktan olusmaktadir (Barampuram and

Zhang, 2011). Agrobacterium — araciligiyla T-DNA
transferini etkili sekilde gerceklestirmek icin; bitki
genotipleri, bitki dokularinin kaynagi,
Agrobacterium suslari, ortamin tuz miktari ve pH’i,
Agrobacterium - doku etkilesimlerinin siliresi ve

sicakligr ile T-DNA tesvik edici bilesiklerin kullanimi

gibi bircok faktor goéz oniinde bulundurulmahdir
(Opabode, 2006). Agrobacterium hiicrelerinin yaral
doku bolgelerinin etrafindaki bitki hicreleriyle
yakin temasa ge¢cmesini tesvik eden prosedirlerin,
T-DNA
bulundurulmalidir. Agrobacterium — araciligiyla
hedef

olgunlasmamis  veya

transferini  arttirdigir  gbz  6nlnde

transformasyon icin materyal olarak

embriyonik  kiltdrler,

olgunlagsmis  zigotik embriyolar, olgunlasmis
tohumdan elde edilen kallus, meristemler, gévde
uglari, birincil yaprak nodlari, kesilmis yaprak
ayalari, kokler, kotiledonlar (nod kisimlari dahil ya
da harig), gbvde segmentleri ve kallus siispansiyon
eksplantlar  kullanilabilir

kiltdrleri gibi cesitli

(Barampuram and Zhang, 2011).

Basitligi ve etkinligi sayesinde, bu yontemle ¢ok
sayida kararli transformant (retmek mimkin
olmaktadir (Michielse et al., 2005). Ayrica biyiik,
tek parca DNA segmentlerinin aktarilabilmesi,
diuslik kopya sayilarina sahip basit transgenlerin
sokulabilmesi, kararli entegrasyon ve aktarilan

genlerin nesiller boyunca kalitilabilmesi gibi

sebeplerden  Agrobacterium  araciliglyla  gen
transformasyonu hem diger bakteri
gerceklestirilen dolayh yontemlere gore
(Broothaerts et al., 2005) hem de dogrudan
transformasyon tekniklerine gére daha ¢ok tercih
edilmektedir (Barampuram and Zhang, 2011).
Bakterinin tasidigi tek bir T-DNA’ya bagli birden ¢ok

genin aktarilmasi midmkinddr. Yontem, her biri

suslariyla

farkli transgen tasiyan farkh bakteriyel suslarin ayni
bitki dokusunu ayni anda enfekte etmesine ve
boylece birden cok genin tek bir bitki dokusuna
aktarilmasina da olanak vermektedir (Naqvi et al.,
2010).

2.2. Gen transformasyonundadogrudan yontem

2.2.1. Elektroporasyon

Elektroporasyon, elektrik atimlari araciligiyla hiicre
membranlari (zerinde polarite degisimine sebep
olarak hiicre ylizeyinde por olusturan ve bdylece
DNA’nin hiicrelere girisini kolaylastiran bir tekniktir
(Saulis et al., 1991; Fromm et al., 1986). Bircok
bitkisel doku icin basit, hizli ve ylksek verimlilige
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sahip oldugundan, genetik transformasyonda
sikhkla kullanilmaktadir (Hjouj and Rubinsky, 2010;
2007).

hem monokotil

Danilova, Elektroporasyon  yontemi
hem de dikotil

protoplastlarinda

kullanilarak,
bitkilerin
transformasyonlar yapilmistir (Barampuram and

basarili

Zhang, 2011). Musir, bugday, piring, cavdar, havug
gibi bircok transgenik tarla bitkisi Gretiminde yaygin
olarak kullanildigi halde (Sorokin et al., 2000; Tada
et al.,, 1990; Toriyama et al., 1988; de la Pefia,
1987; Fromm et al., 1986; Fromm et al., 1985,
1982)
rejenerasyon igin

Zimmermann and Vienken,

transformasyondan  sonraki
zahmetli protokoller gerektirdigi bilinmekte ve
protoplastlara

(Qayyum et al., 2009; Rakoczy -Trojanowska, 2002).

¢ogunlukla uygulanabilmektedir

Yine de ekonomik 6neme sahip tahillarin da iginde
bulundugu monokotil bitkilerin Agrobacterium

enfeksiyonuna diren¢  gostermesi  sebebiyle

onemini korumaktadir (Fromm et al., 1986).

Elektroporasyonla genetik transformasyon
gerceklestirebilmek icin kullanilan cihaz
elektroporatér olarak adlandinilir ~ (Sekil ~ 2).

Elektroporator; aliminyumdan iki paralel plaka
elektrot bulunduran 4 mm’lik bir yariga sahip olan
80-800 pl'lik bir hazneden olusur. Elektrotlar;
siispansiyon icinde bitiin halinde bulunan hiicreleri
ve hiicre igine sokulmasi istenen DNA'yI iceren sulu
bir elektrolit ile temas halindedir.

- el Kapak
Hazne
— _Hiicre
Elektrotlg{ oL | siispansiyonu

) )
Sekil 2. Elektroporator (Rivera et al., 2012).

Her bir uygulama 1.6 - 2.0 kV arasinda degisen ve
10®dan 107 s’ye kadar siiren bir ya da daha fazla

elektriksel atim uygulamasindan olusur. Uygulanan
bu voltaj, normal basing ve sicaklk kosullari altinda,
potansiyel farki 0.5 V’tan daha buyilik oldugunda
(membran voltaj esigi 0.5-1 V arasindadir), plasma
membranindaki bir elektriksel dengesizlige bagl
olarak hicresel gecirgenlige yol acar. Bu sayede
DNA, membran bltanligind ya da hicresel
islevleri degistirmeksizin, hicrelerin icine
sokulabilir (Djuzenova et al., 1996). Sonrasinda,
hicresel membranlarin eski haline donmesi ve gen
aktarilmis hicrelerin izolasyonu tesvik edilir (Rivera

et al., 2012).

DNA’'nin yilizey konsantrasyonu ve hicrelerin

membran delinmesine karsi dayanikliigi  gibi

faktorler elektroporasyon verimini etkileyebilir.
Ayrica, cogunlukla protoplastlarin eksplant olarak
transformantlarin

kullaniimasi rejenerasyonunu

zorlastirmaktadir; c¢lnkid pek ¢ok bitki tiirlinde

protoplasttan-bitkiye rejenerasyon sistemi
gelistirilmemistir.  Yontem  intakt  dokulara
uygulandiginda, bu dokularin  kalin  hiicre

duvarlarinin elektroporasyon igin fiziksel bariyerler
olusturdugu goérulmustir (Barampuram and Zhang,
2011).

2.2.2. Biyolistik (Gen tabancasi)

Partikil bombardimani ya da gen tabancasi teknigi

olarak da bilinen biyolistik yontemi; yaklasik 2
mikron g¢apindaki yuksek yogunluklu tasiyici
makropartikillerin  (mermiler) bitki hcrelerine

dogru hizla atilmasi ve hiicrelerden gecerken
tasidiklari DNA'y1 hiicre igine birakmalari esasina
dayanir. Aktarilacak olan DNA ile kapl altin,

tungsten vya da platin partikiller  kullanilir
(Southgate et al.,, 1995). Yontem, baslangicta,
Agrobacterium araciligiyla transformasyona direncli
monokotillerin  transformasyonunu saglamak
amaciyla denenmistir (Rivera et al., 2012). 1987'de
Cornell Universitesi’nde tahillarda gen aktariminin
Ustesinden gelebilmek icin gelistirilmis (Sanford et
al., 1987) olsa da hemen hemen tim bitkilerin tim
doku tipleri icin uygundur (Hansen and Wright,
1999). Agrobacterium aracilhigiyla transformasyon
kullanilan

disinda en ¢ok transformasyon

yontemidir (Matsumoto and Gonsalves, 2012).
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Dogrudan transformasyon yodntemleri icinde
biyolistik
yontemin bircok tiir, organel, bakteri, fungus ve
hatta

(Rakoczy-Trojanowska, 2002); sirecin kisa slirede

olduk¢a popililer olmasinin sebebi;

hayvansal hicrelerde  kullanilabilmesi
tamamlanmasi, transgenik bitki Gretiminin digik
maliyet gerektirmesi; coklu genlerin veya kimerik
DNA'nin  (farkh

olmayan kaynaklardan gelen DNA’larin birlesmesi)

organizmalardan ve homolog

aktarim kolayligidir (Rivera et al., 2012).

Hicreler, protoplastlar, meristemler gibi dizenli
dokularin, embriyolarin ya da kallusun hedef olarak
kullanilabilmesi, bir vektore ihtiya¢ duyulmamasi
ve hlicrenin membran bilesenleri ile elektriksel
potansiyeli gibi elektrofizyolojik 6zelliklerinden
bagimsiz olmasi biyolistik yontemin en 6nemli

avantajlaridir (Sanford et al., 1993).

Gen tabancasi (Sekil 3), ortada bir diyaframla
ayrilan bir yiksek basin¢ odasi ile bir alcak basing
odasindan olusur (Rivera et al., 2012). Diyafram
asiri basinca bagli olarak yirtildiginda olusan basing

farki, bir makropartikiilii durdurma perdesine
carpana kadar namlu boyunca hizlandirr.
Makropartikilin  u¢ kismi  6nceden DNA ile

kaplanmis mikropartikillere sarilmistir. Durdurma
perdesi; mikropartikillerin gegmesine izin verirken,
makropartikllleri tutmak icin tasarlanmis bir tel
agdir.

— Yiiksek basingli gaz

« | odasi
Namlu .
Fisek
~
N
N
Mikropartikiller

__Vakum

Doku —__

Sekil 3. Gen tabancasi (Rivera et al., 2012).

Sonug¢ olarak, makropartikilin ylizeye carpmasini
takiben, mikropartikiller, petri kabinda bulunan
hedef dokuya dogru vyol almayl sirdirdrler.
Mikropartikillerin hilicreye carpmasiyla beraber
bazi transgenler serbest kalir ve kromozomal DNA

ile kaynasirlar (Sanford et al., 1993).

Biyolistik siireci, slreci izleyecek doku kaltiiri

boyunca hedef dokunun kontaminasyonunu
engellemek  icin, steril kosullar  altinda
gerceklestirilmelidir  (Barampuram and Zhang,

2011). Bu teknikteki transformasyon verimliligi;
sicaklik, hiicre miktari, hicrelerin rejenerasyon
yetenegi, DNA-kapli parcacik sayisi gibi bircok

degiskene baghdir (Rivera et al., 2012).
Mikropartikillerin ~ tipi ve boyutlart  6nemli
tercihlerdir; ¢link bunlar, hizlandirilmis

mikropartikillerin hiicreleri delme derinligi kadar
hedef
etkilemektedir (Barampuram and Zhang, 2011).

hicrelerdeki hasarin  derecesini de

Mikropartikilleri hiicre igine sokma olasilig

parcaciklarin  kinetik enerjileri ile orantihdir.
Bombardimandan once hedef hiicrelerin kismen
kurutulmasi ya da osmotik 6n muameleye tabi
tutulmasi,  basarili  transformasyon  sikligini
arttirmak icin yaygin olarak kullanilan bir stratejidir
(Schmidt et al., 2008). Bombardiman ortaminda
osmotik deger olusturmak icin mannitol ya da
sorbitol kullanilir ya da kisa sireli hava-kurutmasi
kullanilarak  yuksek  kararlilikta  transformant
olusumu saglanir (Kikkert et al., 2004). Tim bu
parametreler kullanilacak olan hedef dokuya gore
surekli optimize edilmelidir (Taylor and Fauquet,

2002).

kadar
yontemlerinin her biri kendine 06zgl avantajlara

Bugline gelistirilen  transformasyon

sahip olsa da Agrobacterium ve partikl

bombardimani gliniimizde en c¢ok kullanilan
yontemlerdir (Dai et al., 2001). Hem monokotil
hem de dikotil bitki

teknolojisinin

tirlerinde mikromermi
uygulandigi pek c¢ok ¢alisma
yayinlanmistir (Sparks and Jones, 2009; Wright et
al., 2001; Sagi et al., 1995).

383



Gen Teknolojisi ve Bitkilerde Genetik Transformasyon Yéntemleri, Kalefetoglu Macar vd.

2.2.3. Vakum infiltrasyonu

Agrobacterium araciligiyla bitki transformasyonunu
kolaylastirmak icin kullanilan yontemlerden biridir
(Sekil  4).
bakteriler mitotik ve mayotik boélinmelerin yogun

Vakum infiltrasyonu uygulamasinda;

olarak gerceklestigi bitki kisimlarina dogrudan
sokulur. Bunun igin erken generatif dénemdeki
bitkiler %5’lik
slispansiyonu sadece cicek

Agrobacterium iceren sukroz

kaba,
durumlari bakteriler ile temas edecek sekilde, bas

iceren bir

asag yerlestirilir. Bu kaplar genellikle birkag dakika
0.05 bar’hk basinca birakilir
(Rakoczy-Trojanowska, 2002). bir zaman

buyunca maruz
Belirli
surecinde yapilan bu vakum uygulamasinda fiziksel
olarak bitki dokusundaki hiicreler arasinda hava
bosluklarinin azalmasina sebep olan bir negatif
atmosferik basing yaratiimis olur. Boylece patojenik
bakterilerin  hicrelerarasi  bosluklara girmesi
saglanir. Bir bitki parcasinin ya da dokusunun
vakuma maruz kaldigi slirenin uzamasi halinde asiri
hidrasyon gerceklesebileceginden, vakum siiresinin
ayarlanmasi hayati 6neme sahiptir (Rivera et al.,
2012). Vakum infiltrasyonunun bu amagla kullanimi
ilk kez 1993 vyilinda Arabidopsis bitkisinde
gerceklesmis (Bechtold et al., 1993) ve yontem o
zamandan beri farkli bitkilerdeki Agrobacterium
aracihgiyla transformasyonu gelistirmek (izere
uygulanmaya devam etmistir (Safitri et al., 2016;
Mariashibu et al., 2013; Nanasato et al., 2013;
Chopra and Saini, 2012). Yontemin en bilyuk
avantajl in vitro kiltire ihtiyag duymamasidir

(Rakoczy-Trojanowska, 2002).

Agrobacterium
igeren siispansiyon

vakum pompasi

Sekil 4. Vakum infiltrasyonu (Rivera et al., 2012).

2.2.4. Ultrason

Agrobacterium araciligiyla gergeklestirilen bitki
transformasyonu; hem konak bitki 6zgllligi hem
hedef dokudaki uygun
ulasamamasi sebepleriyle
Dikotiller, monokotiller ve
gimnospermler gibi cesitli bitki gruplarindaki bu

de Agrobacterium’un
hiicrelere
kisitlanabilmektedir.
engelleri asmak ve DNA transferini arttirmak
amaciyla gelistirilen yontemlerden biri de ultronik
dalgalardir. Bitki protoplastlarina ya da bitin
halindeki bitki hiicrelerine yeni genlerin aktariimasi
icin kullanilan bir yontemdir (Trick and Finer, 1997;
Joersbo and Brunstedt, 1992). Sonoporasyon olarak
da bilinen bu yontem;
akustik

olusturarak hiicre zari gecirgenliginin gecici olarak

ultrasonik dalgalar

aracihgiyla kavitasyon kabarciklari
degistirilmesi ve DNA gibi makromolekiillerin hiicre
icine alinmasi esasina dayanmaktadir (Miller et al.,
2002). Bu sirada olusan kanallar sayesinde icsel
bitki dokusunun Agrobacterium’a maruz kalma
yogunlugu ve DNA’nin hiicrelere alinma siklig
artmaktadir (Liu et al.,, 2006). Bu

kullanilacak olan

islem igin
dokular; bir mikrosantrifij
tliplndeki birka¢ mililitrelik sonikasyon ortaminda
suspanse edilir. Daha sonra ortama plazmid DNA
eklenir ve ortam hizla karistirildiktan sonra,

ornekler sonikasyon icin  hazirlanmis  olur.
Ultrasonik dalgalar olusurken biyolojik hiicrelerde
ya da dokularda fiziksel dlzensizliklere sebep
olabilecek bircok olay gerceklesir.
Transformasyonda kullanilan ultrasonik dalgalarin
canhlarda olusturdugu biyolojik etkilerin en 6nemli
iki mekanizmasi kavitasyon ve isinmadir. Isinma
olayi hem ultrasonik  probun  kendisinin
Isinmasindan hem de kavitasyon sirasindaki isi
olusumundan kaynaklanmaktadir (Miller et al.,
2002). akustik

kavitasyon biyolojik

Ultrasonik yontemde olusan

ve dokularin sicakliginin
sicakhgin birkac derece yukarisina kadar 1sinmasi;
hiicre metabolizmasini arttirabilir ve dokunun
perfliizyonuna yol acabilir (Nyborg et al., 2001).
actigi
tamamen yikarak

Ultrason uygulamasinin yol kavitasyon

kabarciklarinin - membranlari
hlcreye zarar vermesi riski mevcuttur (Liu et al.,
2006). Buna ragmen bu yontemin yaprak dokulari,

olgunlasmamis kotiledonlar, somatik ve zigotik
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embriyolar, kokler, govdeler, silrgin uglari,
embriyonik slispansiyon hiicreleri ve bltin
halindeki  fidelerde transformasyon verimini

arttirdig1 bilinmektedir (Trick and Finer, 1997). Bu
teknikten vyararlanilarak gen aktariimis birgok
transgenik bitki bulunmaktadir (Subramanyam et
al., 2015; Yenchon and Te-chato, 2015; Beranovaet

al., 2008; Tang et al., 2001; Sawahel, 1996).

2.2.5. Mikroenjeksiyon

Madeni vyag cam bir mikro-kapiler
pipetiyle DNA’nin  bitki
dogrudan ve kesin olarak aktarilmasi esasina
dayanir (Rao et al., 2009; Crossway et al., 1986). Bu
islem pahali bir

iceren,

enjeksiyon hiicresine

mikromanipliilator gerektirir.
DNA’nin hiicre nikleusuna girisi sirasinda hicreler
hassas bir emme glicline sahip olan ve yine madeni
yag iceren bir tutma pipeti ile sabitlenir (Rao et al.,
2009). Enjeksiyon yapilmis hiicreler ya da hicre
yiginlari daha sonra doku kultlri sistemlerinde
cogaltilarak bitki olusturmak Uzere rejenere olurlar
(Barampuram and Zhang, 2011). Teknik oldukca
zahmetli olmasina karsin

yavas ve oldukca

verimlidir. Ayrica aktarim acisindan oldukca
kesindir ve bitki hilcrelerine sadece plazmidlerin
degil kromozomlarin tamaminin girisine olanak

vermektedir (Jones-Villeneuve et al., 1995).

Yine de kalin bir lignin ve selliloz tabakasi igeren
bitki hticre duvarlarinin mikrokapiler cam pipet
girisine engel dolayi bitki
hiicrelerindeki kullanimi kisithdir. Mikroenjeksiyon

olmasindan

icin hedef olarak protoplastlarin kullanimi bu
kisitlamayi teorik olarak ¢dézmektedir. Ancak bu
toksik
vakuolden sitoplazmaya gecerek protoplastin hizli
bir sekilde olimiine sebep
tasimaktadir (Rao et al., 2009).

durum; hidrolazlarin  ve bilesiklerin

olmalari riskini

2.2.6. Lazer mikroiginlar

Dogrudan bitki
sorunlarindan biri birgok tlirin protoplastinin bir

transformasyon ydntemlerinin

bitkiyi yeniden olusturamayacak kadar kirilgan
olmasidir. Ayrica yabanci genin kloroplast gibi

organellere sokulmasi, DNA’nin hem plazma

membranindan hem de organel zarindan ge¢cmesini
(Weberet al.,
1988). Genetik materyallerin hiicrelerin igine lazer

gerektirdiginden oldukg¢a zordur

mikroisinlari  kullanilarak  sokulmasi ile  bu
zorluklardan Ustesinden gelinebilmektedir. Lazer
Isini sayesinde; sadece bitki hicrelerinin degil
organeller gibi hiicre ici yapilarin ve hatta tek tek
DNA molekdillerinin Gizerinde bile nazik¢e ve kesin
olarak galisiimalar yapilabilmektedir (Rivera et al.,

2012).

Lazer mikroisinlari araciligiyla transformasyon; bitki
hicre duvarlarini lazer mikro isinlariyla delinmesi
ve boylece yabanci genlerin hiicre icine alinmasinin
kolaylastirilmasi esasina dayanan bir yontemdir
(Weber et al., 1990). Bu metodda, UV atimi yapan
odaklanmis bir lazerden ¢ikan mikroisinlar ile bitki
hicre duvarinda kendiliginden iyilesen delikler
(yaklastk 0.5 um) acilmasi s6z konusudur
(Tsukakoshi et al., 1984). Bu deliklerin acik kalma
siresi bes saniyeden kisa olup bu siire yabanci
DNA’nn icinde bulundugu hipotonik tamponun
hiicre icine alinmasi igin yeterlidir.

Bu yontem ile c¢ok sayida hiicreye Isinim
yapilabilmekte ve hicreler DNA girisinden sonra
tamamen iyilesebilmektedir. Bu avantajlarina
ragmen, 100 nm’lik bir lazer 1sinini odaklayabilecek,
pahali donanima gereksinim duydugundan yéntem
fazla popller degildir. Ayrica lazer 1sinimi biyolojik
materyale zarar verebileceginden buyik dikkat
isteyen bir tekniktir (Rivera et al., 2012; Lin and
Ruddle, 1981).
Uretilen transgenik bitkiler arasinda; kavun

(Khames et al., 2009), bugday (Badr et al., 2005),

Lazer mikroisinlari araciligiyla

piring (Guo et al., 1995) gibi ticari bitkiler
mevcuttur.

2.2.7. Silikon karbid fiberler araciligiyla
transformasyon

Silikon karbid fiberler aracihgiyla transformasyon,
bitki transformasyonu icin en ucuz ve en az
karmasik yontemlerden biri olup uygulanmasi igin
fazla teknik ekipmana ve yetenege gereksinim
gostermez (Hassan et al., 2016; Kaeppler et al.,
1990). Bitki duvarlari  bitki

hiicre genetik

385



Gen Teknolojisi ve Bitkilerde Genetik Transformasyon Yéntemleri, Kalefetoglu Macar vd.

muhendisligi calismalarinin 6nemli bir kolu olan
DNA aktarim teknolojisi bakimindan bir bariyerdir.
Bu yontemde kullanilan silikon karbid elyaflar 10-80
mm uzunlugunda, 0.6 mm c¢apinda, karakteristik
olarak sert ve kolayca kirilarak keskin uglar
olusturan (Rakoczy-Trojanowska,
2002).

hlcrelerde DNA’nin girisine imkan taniyan delikler

materyallerdir
Bu materyaller keskin uglari sayesinde

acarlar. Silikon karbid elyaflar bitki dokusu ve
plazmid DNA’sI iceren bir slispansiyona eklenir ve
daha sonra bir vorteks yardimiyla galkalanir. DNA-
kaph elyaflar bitki hicreleri ve elyaflar arasindaki
carpismalardan kaynaklanan kiclik deliklerden
gecerek hiicre duvarina girer (Wang et al., 1995).
Silikon karbid elyaflar negatif yiikli olduklarindan
DNA’ya baglanmaz ve boylece aktarim verimini
disirmezler (Mutsuddy, 1990). Aktarim yapilacak
bitki dokulari olarak hiicre yiginlari, olgunlasmamis
embriyolar ya da kallus kullanilir (Wang et al.,
1995).

Yontemin verimliligi; elyaf boyutuna, vorteksleme
sekline, bitki
hicrelerinin niteliklerine,

kosullarina, kullanilan  kaplarin
materyaline ve bitki
Ozellikle de hicre duvarinin kalinligina, baghdir
2002).

olmasi,

(Rakoczy-Trojanowska,
dusak
rejenerasyon

Transformasyon

veriminin hicrelere ilerdeki

yetenegini olumsuz etkileyecek
zararlar verebilmesi ve elyaflarin solunmasi haline
arastirmacilarda ciddi hastaliklara yol acabilmesi
yéntemin en 6nemli dezavantajlaridir (Songstad et
al., 1995). Bunlar arasinda en 6nemli kisitlama
silikon karbid

elyaflar aracihigiyla transformasyon;

disik verimliliktir. Bu sebeple,
ancak gen
tabancasinin olmadigi ve Agrobacterium-araciligiyla
transformasyonun zor oldugu ya da mimkiin
olmadigl (¢cogu monokotilde oldugu gibi) belirli
durumlarda bitki transformasyonu igin cazip bir

alternatif yontem olarak onerilmektedir (Rakoczy-

Trojanowska, 2002). Bu ybdntem misir, tltdn,
pamuk ve vyerfistigi gibi Dbitkilerde genetik
transformasyon i¢cin  basariyla  uygulanmistir

(Hassan et al., 2016; Arshad et al., 2013; Kaeppler
et al., 1990).

2.2.8. Cam boncuklarla ¢alkalama

Hicrelerin plazmid DNA ile cam boncuklarla dolu
bir ortamda calkalanmasi esasina dayanan bir
yontemdir. Karmagsik cihazlar ve 06zel kimyasal
uygulamalar ile enzim karisimlari olmadan
uygulanabilen bu teknik; kolay ve ucuz olmasinin
yani sira elektroporasyon kadar kisa slrede
gerceklesebilmektedir. Ancak c¢alkalanma sirasinda
¢ok sayida DNA’nin hasar gérmesi ve hiicrelerin
canhliklarini kaybetmelerinden dolayl en verimsiz
uygulamalardan biridir. Bitkilerde nadiren kullanilir
(Rivera et al., 2014). Grayburn ve Vick (1995) cam
boncuklarla calkalayarak yara olusturulmus gencg
Helianthus annuus fidelerinde Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla plazmid transformasyonu

Gzerinde ¢alismalar yapmistir.

2.2.9. Elektroforez

Monokotil olmak Gzere

olgunlasmamis embriyolarin transformasyonu igin

embriyolari  basta
seksenli yillarin sonunda gelistirilmis kolay ve
maliyeti disiik bir transformasyon yontemidir
(Songstad et al., 1995; Griesbach et al., 1994).

Gen aktarimi yapilacak embriyolar, elektrotlara
baglanan iki pipet ucunun arasina vyerlestirilir.
Anoda bagli pipetin dar ucunda agar, geri kalaninda
bir elektroforez tamponu bulunur. Katoda bagl
pipet DNA ve bir elektroforez tamponu ile karisik
agar icerir. Bu pipet embriyonun apikal meristemi
ile temas halindeyken; ikinci pipet embriyonun
bazal apikal kismina yerlestirilir. 15 dakika boyunca,
25 mV’luk bir voltaj ve 0.5 mA’lik bir akim
elektroforez icin en ¢ok kullanilan parametrelerdir
(Songstad et al., 1995). Akimin agilmasi; embriyo
boyunca DNA'nin katottan anoda dogru —apikal
meristemden bazal kisma dogru- yavas¢a akmasina
sebep olur. Kolay ve ucuz bir teknik olmasina
ragmen embriyolarin hayatta kalma orani cok
diistk oldugundan bitki transformasyonunda tercih
edilmez (Rakoczy-Trojanowska, 2002).

2.2.10. PEG araciligiyla transformasyon

Gegici gen transformasyonu, son yillarda, in vivo
kosullarda proteinlerin ve protein komplekslerinin
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hiicre alti lokalizayonu ile gen ifadelerinin
susturulmasi icin en etkili tekniklerden biri haline
Gegici gen

yararlarindan biri kararli gen transformasyonuna

gelmistir. transformasyonunun
gore daha hizli olmasi ve rekombinant bir proteinin
haftalar icerisinde ifadesine ve analizine olanak
vermesidir (Baur et al., 2005). Bu amagla en ¢ok
kullanilan tekniklerden biri de oldukg¢a etkili bir
yontem olan polietilen glikol (PEG) araciligiyla
gerceklestirilen  protoplast  transfeksiyonudur
(Wang et al., 2015; Tan et al., 2013; Baur et al.,
2005).Polietilen (PEG)-araciligiyla
transformasyon, DNA’nin protoplastlarin eksplant

glikol

olarak kullanilmasiyla aktarildigi bir yontemdir
(Barampuram and Zhang, 2011). Transformasyon
icin kullanilan protoplastlar genellikle yapraklarin
ya da fidelerin klorofil ve kloroplastlar bakimindan
zengin olan mezofil hiicrelerinin enzimatik sindirimi
ile izole edilirler (Wang et al., 2015). Yontem,
DNA’nin
karistinlarak

izole edilmis protoplast ile basitce

aktariimasi bakimindan
elektroporasyona benzer; fakat sonrasinda DNA’nin
alinmasi elektriksel bir atim yerine PEG eklenmesi
ile tetiklenir (Barampuram and Zhang, 2011). Kolay

olmasi ve 0Ozel bir ekipmana ihtiyac duyulmamasi

gibi avantajlarinin bulunmasina karsin
transformasyon sikhginin diisik olmasi ve birgok
tirde  protoplastlardan  tim  bir  bitkiye
rejenerasyonun gerceklesememesi gibi
dezavantajlari bulunan PEG-aracihgiyla
transformasyon  yonteminin  kullanilmasi ile
transgenik arpa ve misir Uretimi

gerceklestirilebilmistir (Barampuram and Zhang,
2011; 2005).
protoplast transformasyon sistemi Arabidopsis,

Daveya et al., PEG-araciligiyla

tatlin, misir, piring, Gzlim gibi cesitli bitkilerde

cahsilmistir (Cao et al., 2014; Tan et al., 2013;
Saumonneau et al., 2012; Zhang et al., 2011).

3. Sonug

Gen teknolojisi; hiicrelerdeki genetik yapinin

aydinlatilmasi ve gen ifadesi c¢alismalari igin

kullanilmasinin  yani sira ticari 6neme sahip
bitkilerin verim ve kalite kriterlerini ylkseltmek ile
farkh biyotik ve abiyotik etkenlere karsi direncli

bitkiler Uretmek icin vazgecilmez bir ara¢ haline

gelmistir. Genetik transformasyon bitkilerde dogal
olarak mevcut olmayan ve geleneksel yontemlerle
elde edilemeyen

pek c¢ok oOnemli 06zelligin

kazanilmasi acisindan gen teknolojisinin
glnimizdeki en oOnemli uygulama alanlarindan
biridir. Farkh hicre tipleri ve farkli bitkiler igin yirmi
yili askin siredir dogrudan ve dolayl birgok
transformasyon yontemi gelistirilmistir. Ancak tim
transformasyon yontemlerinin her bitkiye uygun
olmamasi, hiicrelerin canhliklarinin azalmasi, distk
verimlilik ile rejenerasyon zorluklari gibi problemler
arastirmacilari stirekli olarak yeni ydontem arayisina

ve yeni optimizasyon galismalarina itmektedir.

Transgenik bitki teknolojisinde sadece hedeflenmis
gen degisiklikleri ile verim ve kapasite artisinin

saglanabilmesi, yakin gelecekte, dinya gida

ihtiyacinin ~ saglanmasi  igin  blylk  umut

vadetmektedir.
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