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Onséz (Editirler)

Giintimiize kadar uygulanan Kasik islah programlan sayesinde bitkisel driinlerin kalite ve
miktanindaki gelismeler gdz ardi edilemez bir gercektir Ancak, hastalik ve zarathlara
dayarukbillk bagta olmak lizere kiilltilr bidkiletinin difer bircok tammsal Szelliklerinin
iyilestirilmesinde klasik sslah ydntemleri gofu zaman yetersiz kalmakta ya da oldukga uzun
bir siireye ihtiyag duyulmaktadir. Oysa ki, son 15 yil icerisinde gok huzlt gelisen bitld
biyoteknolojisi teknikleri sayesinde tarimsal dneme sahip genler farkl bitki tiirlerinden
veya organizmalardan izole edilerek, killtiir ¢esitlerine kolayca aktartabilmektedir.

Bitki biyoteknolojisindeki bag déndiiriicii gelismeler, 1980’ yillarda Agrobacterinm/un neden
oldugu kék bofazi ur hastalifinm molekiller mekanizmast agikbifa kavustuktan sonra
gerceklesmisgtir. Daha soara, dofanm en etkili genetlk mithendisi olarak adlandizilan
Agrobacterinm bakterisi, arzu edilen genetik dzellikledin izl ve etkili bir yekilde bitkilere
aktarnu igin arastincilat tarafindan genetik olarak dedistiritmigtir. O glinden berd dnemli
tarrmsal Ozellikleri kodlayan genler deisik teknikler kullandarak ¢ok sayida bitki tiirline
aktardlmus ve transgenik bitkilerin giintimitzde ekim alam 40 milyon hektas agmstir.

Bitki biyoteknolojisinin ik uygulama alanlart herbisitlere, béceklere ve viriislere dayantkh
bitkilerin geligtirilmest yoninde olmugtur. Son yillardaki arastipmalar ise stres sartlanma
dayamklilik, kalitenin iyilestirilmesi ve insan tedavisinde kullanilan triinlerin bitkiler
tarafindan {iretimi #izerine yofunlagmusur. flave olarak, degisik bitki tilrlerinin genom
hartitalariun  gikartiimast Uzerine de yogun atastirmnalar  stirdfirilmektedir. Bltén bu
gelismeler dikkate alindiginda biyoteknolojinin 21. yitzyila damgasint vuracagt agkti.

Diinyada biyoteknoloji alaninda énemli gelismeler clutken, tilkemizde de 1990 yillardan
sonra biyoteknoloji alanindaki aragtirmalata énem verilmeye baglanmugtir. Bu amagla,
TUBITAK ve DPT basta olmak iizere degistk kuruluslar tarafindan ¢ok sayida proje
desteklenerek belitli Gniversitelerde dnemli altyapslar olasturulmustur. Aynica, biyoteknoloji
konusunda ¢ok sayida genc arastines ABD ve Ingiltere basta olmak fizere lisansiistti efitim
icin yurtdisina génderilmis ve egitimlerini tamamiayarak itkemize geti donmiglerdir. Biitiin
bu olumiu gelismelere karsin, ilkemizde biyoteknoloji alanindaki gelismeler arzu edilen
seviyeye ulagamamustir, Bunun temel nedeni bu konuda yetismis elemanlann abtyapis:
yetersiz olan iiniversitelere dagiularak arastirma yapamamalar, difer taraftan da iyl aragtirma
altyapismna szhip olan laboratuvarann yetismis eleman stkintist ¢ekmesidir. Tlave olarak,
arastirma  Oncelikleri  belitlenerek  tlkesel  biyoteknoloji  politikalant da  heniiz
belirlenememigtir. -

Ulkemizde bitki biyoteknolojist alanmndaki aragtizmalann istenilen seviyeye gelebilmesi igin
iyl yetigmis aragtinicilara, altyapist ve aragirma olanaklan yiksek olan laboratuvarlarda
calisma imkant verlmelidir. Ulkemizin biyoteknoloji arastirma énceliklerinin de bir an dnce
beliflenmesinde fayda varder. Ozellikle, bircok bitki tHirfiniin gen merkezi olan iilkemizin
dogal flozasindaki bitkilerin korunmast ve Snemli tartmsal ozellilkder] kodlayan genlesin bu
bitkilerden izole edilerek kiiltiir bitkiletine aktarlmast yontndeki aragtirmalara hiz verilmesi
gerekmektedir. Ayrica biyoteknoloji konusunda nitelikli aragtine yetistinilmesine, her zaman
oldugu gibi gereken 6nem verilmelidir,

Biyoteknolojinin itkemiz icin oldukga yeni oldugu dikkate alindsginda, bu konuda Tiirkce
kaynak yetersizlifi de énemli bir sorun olarak karpimiza ¢thkmaktadir. Konuya olan ilgtyi
artirabiimek ve genis kitlelerin katilimlaring saplayabilmek icin bu konudaki Tirkee yayin



sayssintn artirlmast biiyitk Snem tagtmaktadir. Dolayisiyla, genis katlimlt ve uzman bir yazar
kadrosu tarafindan hazitlanan, bitki genetik mithendislifi ve uygulamalart alamndaki
son geligmeleri iceren bu kitabin Tiirkiye'deki biyoteknolojik aragtrmalann gelismesine,
canlt materyalle ufiragan arastirictar ile lisans ve lisansiistii efitim goren éfrencilere faydak
olacagina inanmaktayiz. Ayrica, gerek daha énce 2. baskisi yapsan L. cildin gerekse bu cildin
béltim sayist ve igerik olarak genigletiimesi igin biyoteknoloji alanmda arastirmalar ylirlten
tiim bilim adamlarnmizt davet etmekteyiz.

Biz editérler; bu kitabin hazilanmasindaki Gzverili katkdlanndan dolayr biitiia bélam
yazatlarina, $nséz yazan sayin hocalarimiza, olumlu fikir ve goriisleriyle her zaman bizleri
destekleyen mesai atkadaslarimiza, kitabin basikmast icin verdikleri destek ve yardimlanndan
dolayr Selguk Universitesi eski Rektrii Sayln Profl Dr. Abdurrabman Kutbiya, eski Rektdr
Yardimctan Sayin Prof Dr Bebiz Coskur’ ve Saym Prof. Dr Mehmel Nigambogidna, Eski
Genel Sekreter Saywn Dog. Dr. Ahmet Pokere, kitaba destegini sitrditren Selcuk Universitesi
Vaké ve Selguk Universitesi Rektoort Sayin Profl Dr. Silyman Okudan’a tesekkilrt bir borg
Diliriz.

Ankara-Bol-Konya, Snbat 2004

Sebabattin Ozcan, Ankara Universitesi
Ekrem &iirel, Abant Izzet Baysal Universitesi
Mebmet Babaogh, Selouk Universitesi
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- Onsdz (Prof. Dr. Ibrakine Geng, Prof. Dr. Riigtii Hatipoghs)

Biyolojik sistemlerin teknolojide kullandmast ve bunlardan yaratlar saflanmast geklinde
tarumianan ve basit pratik uygulamalan cok eski yillara kadar wzanan biyoteknoloji; dzellikle
20, yizyiln son ¢eyrefinde tansmu ve kapsamu genisleyen ve insanoglunun giindemini en
fazla mesgul eden hir ¢alisma alami olmugter. Mikroorganizma, insan, hayvan ve bitkiler
olmak lizere tiim canldar Gzefinde uygwlanma olanaf bulunan bu yeni teknolojilerin
igersinde bulundugumuz 21. yiizyila da damgasim vuracak en &nemli ¢aligma alanlamndan
bitisi olacagt kuskusuzdur.

Klasik bitki 1slaht uygulamalan igin yeni ve yardimer yéntemler olan bitki biyoteknolojisi
yontemleri; varyasyon yaratma, mevcut varyasyon kaynaklarindan yaratlanma ve arzu edilen
karakterlerin sisternatik siurlama olmaksizan bitki veya bitkiler digindaki organizmalardan
gen halinde izole edilerek bitkilere aktatlmasina olanak saglayarak, klasik bitki islahs
yéntemlerinin etkinligini artirmaktadur. Bitki 1slahinda etkinliin artmast ise, meveut bitkisel
firetim alanlannda, 6 milyars asan ve hezla artmaya dévam eden dilaya niifusu icin veterli
gida maddesi tiretiminin gerceklestirilmesi anlamina gelmektedir. {cerisinde bulundugumuz
yiizyilda, bitki biyoteknolojisi ybnternlerinde saglanan yeni gelismelerin, kimi tarum
tekniklerini defistirmess, taze ve iglenmis bitkisel gida iriinlerinin kalitesinde artiga neden
olmast ve tarimsal liretimin gevre fizesindeki olumsuz etkisini azalprhast beklenmektedir.

Bir tarim ilkesi olan tilkemizin bu yeni teknolojiden uzak kalmast ve bu teknolojilerden
ilkemiz tanminin ethilenmemesi séz konusu degildir. Bu nedenle, ilkemizde tarim,
ormanciik ve biyoloji alaninda ¢alisanlatn veya bu alanlarda ¢aligmayt amaclayan geng
arasttmacdammizin bitki biyoteknolojisindeki  geligmeleri vakindan izlemele ve bu
teknolojilerin tilkemizde de uygulanmass igin ¢aba gostermeleri gerekmektedir. Bilgi cagt
olan ylzyihunizda, bilgiye erismek ¢ok kolay olmakla beraber, yabanet dil egitimi agisindan
biiyk sorunlar yasayan iilkemizde erigilen bilginin Tiirkce olmasi bityiik 6nem tastmaktadis,
Bu nedenle, editétiigini Doz Dr. Sebabattin Ogean, Dog. Dr. Ekven Giirel ve Dog. Dr. Mebmet
Babaggle'nun yaptgs bu kitabm, tilkemizde bitki bivoteknolojisi yéntemlerinin anlasiliast ve
uygulanmast agisindan biiyitk katkdar saglayacag katusmdayrz.

Kitabin hazilanmasinda emefi gecen bagta sapm editérler olmak iizere, kitaba yazar olarak
katky saglayan degerli bilim insaplarinin timiinil igtenlikle kutlar, kitabin basta tarim,
ormancilik ve biyolojt alanlannda 6Frenim goren Sgrencilere ve bu alanlarda galisan
arastiztcilara yaragh bir kaynak olmasin dileriz.

Adana, Nisan 2001

 Prof. Dr. [brabim Gen¢

Prof. Dr. Riistii Hatipogln

C.U. Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii



Onsdz (Prof Dr. Hiiseyin Avni Qbeter)

Bitkilerde genetik transformasyon caligmalannimn ilk érneklerinin literatiire yansidigt 1980’k
yillarin baglaninda diinyada bu tekoclojiyl uygulayabilen laboratuvar sayist tek haneli
rakamiarla ifade edilitken, giinimiizde bu sayt binletle ifade ediimektedir, Bu konudaki
aragtirma potansiyelindeki gelismeye paralel olarak 1980%erde tiitiin ve yonca gibt miodel
bitkiler iizerinde gerceklestirilebilen transformasyon calismalan giniimizde hemen hemen
tim bitki titrletinde uygulanabilir duruma gelmistir. Benzeri bir gelisme bitkilere aktanian
genler ve yeni karaktetlerde de gozlenmektedir. 19901 yillara kadar herbisit, bécek ve
hastaliklara karst direncin artinlmast konulannoda yogunlagan aragtirmalar, gilntimiizde stres
direnci, kalitenin iyilestiriimesi, biyomolekiil tiretimi gibi ciduk¢a genis bir yelpazede ele
alinabilmekiedir. Son yillarda ise, transgenik bitkilerin insan ve hayvanlann agizdan
agllanimast, kanser ve otoimmiin  hastabiklana tedawsmde kullamlabilmesi ile égﬂi
arastirmalara rastlanmaktadir,

Ulkemizde bitkilerin genetik transformasyonu fizesine aragtirmalar 1990’k yillarm sk
yarsinda baglamugter. Ancak, bu aragtrmalanin diinya genelindeki gelismeye paralellik
gostermedidi ve nitelik/nicelik acisindan halen vetersiz oldugu tzdlerek gozlenmektedir,
2000 yilt sona itibant ile diinyada 44.2 milyon hektarltk bir alanda tarom yapilmakta olan
transgenik bitkilerin, yakin bir gelecekte hem ekilis hem de uyggl’ama zlanfan acisindan
yaygnlik kazanacaf yadstnamaz bir gercektir. Ulkemizin de bu teknolojiden minimuem rigk
ve maksimum fayda ile yaratlanabilmesi icin teknoloji transfer eden tlke konumundan,
teknolojiyi gelistirebilen ve uygulayabilen bir dilke konumuna gelmesi gerekmektedir. Bu
nedenle, tilkemizin halen oldukea yetersiz olan insan giicli ve aragtirma altyapisina, belk: de
kurulacak ulusal bir “Bitki Biyoteknolojisi Aragtizma Ensttiisit” binyesinde en kisa stirede
ulagmass gerekhidir,

Hazslanmis olan bu kitap, transgenik bitkilerin farkl alanlardaki uygulaznalammn gends bir
velpazede ele alindifit ve arastricilann oldupu kadar, her seviveden Gfrencinin de rahatlikla
yararlanabitecefi kapsaml bir Turkee kaynag chigturmaktadsr. Bu eserin, yukanda belirtiten
hedefe ulagiabiimesi agsindan ilk adum olugturmast ve kitabin gergeklestirilmest icin bagta
sayin editorler olmak lizere emef gecen tilm katthmedara tegekkir dileklerimle.

Ankara, Haziran 2001

Prof. Dr. Hiiseyin Avni Oktem
ODTU Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyolojik Bilimler Boliimii
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Onsdz (FProf, Dr. Nermin Giziiksrmig)

20. yiizyl Mendelin bezelyelerle yapug: deneylerin yeniden kesfi ve genetik biliminin
baglangict oldu. Bizlerin de gozlemleyebildigi ilk bitki (Arabidopsis thaliand) genom projesinin
tamamianmast ve The Plnt Celf, Nature gibi dnde gelen bilimsel dergilerin ytizyiin son
sayilarmi bu galigmalara ayirmast ile sonuclandi. Genetik yiizyil bir anlamda yetini TIslevset
Genetik’ yiizyilina teslim etti. Boylece bir bitki yaklasik 499.999 bitki genowmu ise tapidiklar:
vararlan ziraat, saglk, enetji ve gevre uygulamalarina tagumak icin 21, ylzydm bilim
insanlamin:  bekliyor, Copunluklza verinden kepirdayamayan ve bu nedenle tim
gereksinimlerini kendileri kargdamak zorunda olan bu canh grubunun dogaya olan katkdary;
havanin O dengesini korumak, nem saglamak, erozyonu Snlemek, diger canlilara guda, ilag
vl. kimyasallar saglamak olarak siralanabili. Bu yararlan daha da artirmak icin bu
organizmalarmn gen ve genomlannm iyi anlagimas: gerekir.

Klasik bitki inceleme ve slah yontemieri genellikle ekonomik énemi yiksek olan bitkilerin
kiiltiire altnmast ile insanlia énemli katkilar saglamistir. Yine, 20. ylizydda bitkilerin doku
kiiltiitime alinabilme yéntemlerinin gelistirilmesi baslangigta “elit” genotiplerin hizl firetimi,
haploidi, embriyo kiltiri, somaklonal varyasyon gibi teknolojilerle bu alanda ilerlemelere
neden olurken, diger taraftan kalinm maddelerinin biyokimyasal yap: ve organizasyonunun
vitzyilin ortasinda kesfi ve son geyrekteki molekiiler biyolojiye dayaliteknolojiler; molekiler
markérler, gen haritalamast, transgen teknolojisi ve son 5 yildd“DNA mikroarraylerinin
kullanttmasi, dizi analiz programlars, robotik ve biyoinformatik uygulamalar geng bilism
insantan igia kosularak bile yakalanabilmesi giic bir bilim ortarm dogurmustur.

Yurdumuzda son 20 yilda genetik ve biyoteknolojinin Deviet Planlama Teskilatiun 5 yilik
kalkinma programlarna alinmast ile gesitli i ve dig kaynaklarla desteklenen programlaria
gerek alt yapr kurulmass gerckse yetiskin insan gitcli saglanmast konusunda biyik atilmlar
gercellesmistic. TUBITAK, Marmara Aragtirma Merkezi, Gen Mithendishgi Biyoteknoloji
Arastirma Enstitiisit blinyesinde bir Bitki Biyotcknolojisi birminin (1991) ve Istanbul
Universitesi Biyoloji Bélimii, Molekiller Biyoloji Anabilim Dalinda aymt konudaki
calismalarm baslatlmasindaki (1985) éncil girisimler sirasmda  konuya ilgt duyup Ozverili
calismalar sergileyen genc arkadaslarmma, 21, yizyilda bitki biyoteknolojisi cabgmalarint
anlayip, yorumlayip ve yeni katkilarta karstlayabilmermizi sagladiklan icin tesekkir ediyorum.

Bu kitabm gesitli bolimlerini yazan arastricdarm cofu devletimizin bu konuda efitibmek

{izere yurtdigma génderdigi seckin geng bilim insanlandir. Bu aragtmclann hemen hepsi

" yurdumuza dénerek defisik Universite ve aragtirma kurumlanada ndbeti devir almaglardsr.

Yurtdisinda kalan bir kisun ise gerek ortak bilimsel programlar gerekse Szglin bilimsel

katkdarla desteklerini siirdiirmektedir. Ben, éncelikle bitki biimindeki son teknoloji ve

uygulamalar1 anlatan bir kitap yazmays ve bunu bir sonraki bilim nébetgilerine iletmeyi

hedefleyen edittirlere tesekkilr ederim, Kitaba katkisi clan tim bilim insanlariu kutarm,

Elbidigivle gerceklestirdikled bu eser geng bilim insanlanna uygulamada yardimer clacak ve
Tiirk bilim tathinde gercek yerini bulacaktir.

Istanbul, Haziran 2001

Prof. Dr. Nermin Goziikirnz:

1.U. Fen Fakiiltesi Biyolofi Boliimii

TUBITAK, MAM, GMBAE

Bitki Biyoteknolojisi Danisman:
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Onsdz (Dog. Dr. Kemal Kazan)

Bilimin, insan yagamindaki yeri konusunda hi¢ diisiindtinliz mii? Dilayanin 6teki ucunda
olan bir ilkede/kitada, “Bitki Biyoteknolojisi” kitabinn énsézilnii yazdigim bilgisayanmda
canlt olarak bir Tirk televizyon kanalindz yayinlanan mizik programin izletken bu sorn
iizednde diginmekten kendimi alamadim. Hepimizin yakindan bildigi gibi, bilimsel
gelismeler yasamamszi dontstt olmayan bir sekilde degistirdi ve defistitmeye de devam
edecek. Bir kac yil énce ancak bilim kurgu filmlerinde gdrdigimiiz sahneler, bugiin hayatn
olagan bir parcast haline geldi Birkag ylizyil dncesi yercekiminin varlift ya da ditnyann
yuvarlak olup olmadign konusunda digiinmeye baglayan insan, kisa bir siire icinde uzayin
kesfine tagtyacak bir gelismenin icinde buidu kendini. Bu gelismenin temehindeki giic, msan
diger canllardan ayiran Gzelliklerden de bitl olan bilimsel bilgl bidkimini efitim yolu ife bir
sonraki kusaga aktarabilme yetenefidir. Bilimin evrensel bir ugras: haline gelmesine bence
bu &zelik yol acrustir. Gegmiste bazen amact disinda kullamdous olsa bile, bilimsel
buluslarn yasamm ivilestiriimesinin temelini olugturdugu bir gercektir. Bu gelismelerin daha
bizyiik bir ivme kazanarak bundan sonra da stirecegini beklerek hig de zor olmasa gerek.

Insania kendini ve cevresind daha iyt tamuyabilme ugragist tim biim dailannda oldugu gibi
biyolojik bilimlerin de temelini olugturmugtur. Ozellikle 20, viigyln ikinci yawsinda
biyoloji/molekiiler biyoloji alanindaki ilerlemeler gectifimiz yiizylle damgast vurarak bu
viizyiin “bivoteknoloji ¢agr” olatak adlandinlmasina neden olmugtur. 1950°l ve 60k yillazda
DNA’nm  kaliimdaki roli ve molekiler yapismin  aydinlatdmasiyla baglayan  temel
cabgmalar, 1980l yullaxda genlerin bir organizmadan Stekine aktandmasuu rutinlestiren bir
ustalifa erigmistir. Yizminct yizyid sonlarnda gelinen nokta insan dahil éteki bir ok
canbinin | genomlarmdaki DNA - dizisinin - bilinmesinden, omurgall canlt  ticlerinin
Klonlanabilmesi dilzeyine erigmigtic,. Glintmuizde dteki bilim dallarindak: gelismelerden
etkilenmeyen bir biyoloji bifimini diiglemek bile olanaksiz hale gelmigtiv. Ozellikle fizik,
matematik, malzeme, biyokimya, kimya ve bilgisayar tekaclojilerindeki gelismeler, biyoloji
ve molekiller biyolojive yeni bir ivme kazandirmssur.

Melekiler biyolojideki gelismelerin nedenlerinden birl de kuskusuz model organizmalarm
kultanilarak aragtirma olanaklannm yogunlastrdmasidir. Tek hicrelderden Escheriebia coil
bakterisinin molekiler dizeyde tamumlanmasi, Gzellikle insanlarda hastalik yapior oteki
baktetiyel kokenli hastaldk etmenletinin incelenmesinde Sneml bir model olusturmustur,
Benzer sekilde maya, sitke sinegi (Drosophils), model nematod (C. elggansi, fare ve model
bitks Arabidepsis izerinde yogunlasan aragtirmalar, ¢ok hiicreli canldarda gen diizenlernesi ya
da biyiime ve farkldagma gibi tek hitcreli canltlarda belirgin izlenemeyen fizyolojik olaylarn
incelenmesine olanak saflamusur. Bitkilere Stnek olusturan Arabidspsiyin genom dizi analizi
2000 yidun soslatinda tamambanemistir. Gelecek on yildaki hedef bu bitkideki 25 bin genin
ler bitinin fonksiyonunun ne oldufunun molekiler diizeyde anlagilmasidir. Model
organizmalann hayat dénemlerinin kisaligs, ireme yontemlerinin genetik ¢alsmalara
uygustugu, hicrelerindeki toplam DNA miktarnm oransal azlgy, mutant bireylesin varhg
ve bu organizmalann gen aktanm  cabgmalatna  uygunlugu gibs  fakedrder bilimsel
calismalatin bagatt sanstg Snemli Slglide artirmugtir,

Bitki biyoteknolojisi, biyolojik bilimlerdeki bilgi birkiminin uygulamaya aktanlmasinem
dogal bir sonucu olarak ortaya ckougur. Gergekte bazt biyoteknolojik yontemler,
temelindeki bilimsel mekanizma bifinmeden uzun zamandir kullandmaktayds. Buaun en
bilinen Srneklerinden biri mayanin ekmek, yogurt, alkol vs. gibi maddelerin tretilmesi icin
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kullandmasidir. Yine, bitki islahinda secme (seleksiyon) yontemi ¢ok yaygmn olarak yillar
boyu kullandmsstr, Ancak fizyolojik olaylamn  temelindeki molekiler mekanizmanin
bilinmest gintmiizde bitki bivoteknclojisini kendi ayaklan Gzerinde yiikselen uygulamaya
yénelik bir teknoloji haline getirmistir,

Sevindirici bir geligme, ilkemizin biyoteknoleji alamundaki gelismelere katkusinda géritlen
artistir. Son ydlarda Gniversitelerin dgili fakiilte ve bélimlerinde bu alanda yetismis ¢ekirdek
kadrolar olugmustur. Bitld Biyoteknolojisi kitabina kendi alanlannda katksda bulunarak bir
ilke imza atan yazarlar bunun en gilizel émmegidir. Bu yapilagmania dogal bir sonucu olarak
bitki biyoteknolojisi derst, finiversite Sgretim programlarinda yer almaya baglarmstir. Ancak
bu alanda lisans ve lisans istit 8grencilerinin simdiye defin gereksinim duyduklan kaynak
bir kitabin olmayis: Bitki Biyoteknolojisi (I ve IT) kitabinn yazilmasindaki temel nedendir.

Bitki Biyoteknologs: kitabinda, gintimiize defin bu™alanda ortaya konan gelismelerin bir
gofuna ayrnuli olarak defindmigtir. Bu kitabin dk cildi bitki doku killtir wve
uygelamalariny, thinci cildi ise genetik mithendislifinin temel ilkelert ve bitkilere uygulanmast
konulannr kapsamakrtade. Bitki Biyoteknolojisi II kitabmen ilk bolimlerinde, genlerin
yapila ve ¢aligma esaslanna iliskin temel bilgiler verilmigtir (Béltim 12 ve 13). Bunu izleyen
béliimlerde bitki biyoteknolojisinin giintimiizdeki konumuna ulasmasinda énemli yert olan
gen 1zolasyon ve gen aktapm yodnremleri incelenmistr (Bolim 14, 15 ve 16). Genedk
milhendislifinin bitkilerde uygulanma alanlarma iliskin Srneklere de bu kitapta genis ver
verilmigtir. Ornegin, yabanct ot 8ldiriicii kimyasaMtra kars: kiiltir bitkilerine dayandklilik
kazandinlmast bitki biyoteknolojisinin: ik uygulamalarndan birdic (Bétim 17). Bu teknoloji
e yabana ot micadelesinde kimyasallazn kullansmi ile iiriin maliyetinin digiirilmesi
amaglamr. Ote yandan hastalik, zarazli ve virislere karst dayanddhi bitkilerin elde
editmesindeki (Boliim 18, 19 ve 20) amaclardan bir, gevre kirliligine ve tiriinlerde birikime
yol acabilecek pestisit kullamminin da azaltlmaya gidilmesidir. Ik bakssta celigkili gibi
goriinen bu ki kavram, gergekte biyoteknolojtk yakiagtmlarm bélge, bitki esidi ve pazar
Gzelliklerine gére degisebilen bir cesitlilikte oldugunun gdstergesidir.

Cevte kosullatndaki olumsuzluklarm bitkilerd etkileme mekanizmast bu kogullara daha
dayamkls bitkilerin elde edilmesi diinya ikliminin degismeye basladis giintimiizde daha da
6nemli hale gelmistir. Ornegin, tuzluluk ve yagts eksikligi birogu az gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde bulunan zlanlan etkileyerek bitkisel tiretimi dnemli dlctide kisitlamaktadir.
Kurakhga ve tuzluluga karst dayanidklhg fazla olan bitkilerin biyoteknolojik yontemlerle
wstah edilmesi, bu alanlardan elde edidecek tiretimi aruracaf kuskusuzdur. Bu konu, Bélim
20de mcelenmugtir. Bolim 23'de tartsilan DNA  isaretlerine (markdrlerine) iliskin
uygulamalar, molekiller biyoloji tekniklerinin bitki slabina uygulanmasimn en belirgin
éineklernden bid olarak sayilabilir. Molekiiler biyoloiide stkca kullanlan bir bagka yéntem
de, bir genin cahgmasins engelleyerek o genin eksiklifinde ortaya ¢ihan durumdan genin
fonksiyonunun bulunmasidir. Bu ve buna benzer teknolojilerin bitki biyoteknoloiisinde
uygulanmasma Ballim 22, 23 ve 26'da aynnuh clarak deginilmigtis,

Biyoteknolojinin tarimsal firetim potansiveline olabilecek etkileri kuskusuz burada verilen
orneklerde sl degildir.  Gelecekte biyoteknolojik  yontemlerin iiriinlerde  kalite
tyilegtirilmest amactyla kullanimi daha da yaygmlagacakur. Ornefin, lignin miktan azaluimug
agag tirlerdnin kagit sanayiinde kullandarak maliyetin azaltilmasy, vitamin A miktar artrbog
pitinein: dretilmest e Gzellikle beslenmesi pirince dayalt fitkelerdeki halkin gereksinimlerinin
karsilanmast, insan ve hayvan beslenmesinde kullandan ve Snemli bazt amino asitlerden
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yoksun olan bitki tohumlannn biyoteknolojik yontemlerle besleme deferinin artrbmast
gibi bam Grnekler hali hazirda gerceklestinlmisti. Bu riinlerin gerekli yasal izinlerin
alumndan sonra yaygm olacak Gretilmesi beklenmektedir. Bu nedenle yakmn bir gelecekte
bitkilerden elde edilen yad, protein, geker ve vitamin gibi temel triinlenn iceriklennde
istenilen degiymelerin yapdarak, tiriin kalitesinin actindmast ve maliyetin azaltlmas: bitki
biyoteknolojisinin temel hedefi olacaktr. Umuyorum ki, Bitki Biyoteknolojist If kitabun
sonraki baskilarinda, tiriinlerde kalite iyilestitiimesi konusu daha kapsaml islenecekar.

Biyoteknolojik yéntemler ile 1siah edilmiy bitkilerin énemli bir diger kullanun alam cevre
korumadir. Bitkilerin topraktan aldiklan besin maddeleri miktanun artinlip azaltlmast ile
besin maddelerinin daha etkin bicimde kullanilmast veya agsr metalleri bulundurarak bitki
geligimi igin elverigli olmayan bélgelerin temizlenmesinde biyoteknolojik yéntemler ile
degistirilmiy bitkilerin kullanilmast gelecekte daba da bityik bir dnem kazanacaknr. Ancak,
unurulmamalidic ki “Tkinci Yesil Devrim” olarak nitelendirilen biyoteknolojik ilerlemelerin
duellikle nifus yoguniugu fazla ve geliymighik dizeyi az olan itkelerde yaygin kullamm
olmaksizin istenilen verm ve kalite artsyins saglamak olanaksizdsr, Ustiin dzelliklere sabip
biyolojik materyallerden beklenen fayda, yine uygun tanmsal sistemlerin kullansm: sayesindle
ortaya cikacaktr, Biyoteknolojik yéntemlerin tarimasal dretime uygulanmast bu kadar olumlu
ve cesitli iken, nigin baz sancilan da beraberinde getirmektedir? Bu konu, Bitki
Biyoteknolojisi I kitsbmin son bslimiinde (Bélim 27) aynntl olarak tartgmigter.
Giiniimiizde bilimsel bilgi Gretim ve dagtiminm etkinlegmesi topjumun bir ¢ok kesiminin
bu geligmelerin tam olarak ne anlama geldigini bilemiez hale getirmistic. Bu, bazi durumlarda
biyoteknolojik yontemlerle iiretilen iiriinlerin toplum tarafindan kabulinde kugkularin
dogmasina yol agmaktadie. Yine biyoteknolojik yénternledin kullamm haklanmin cok ulusly
sitketledn eline gegiyor olmast bu alanda tekellesmeye yol agabilecedi kaygm ile baz
gruplars tedirgm etmektedir. Biyoteknolojik yéntemletin toplumun yararma kullammund en
yiksek diizeye cikartabilmek amactyla bunlann denetlenmesi gere@i bir bagka tarngma
konusudur. Ancak bu denetimin bilimsel ilerlemeyi. olumsuz clarak etkilememesine
cahymak da bir zorunliluktur. Benim kiyisel goriigiim; biyoloji ve biyoteknolojik
yontemlerin uygulandig her alanda, bitki islahindan tutun da insan saglhigna kadar, bagarh
oroekledn sayist artkca toplumun bu teknolojilere olan giiveninin de  artacagichr.
Giniimiizde patent alandaki baz yéntemlerm patent haklannin sona ermesinden sonra
yaygin olarak kullanma gececegi bir gercektir, Ancak ortaya konan gelismelerden toplumun
bilglendirilmesi son derece énemlidir. Bence Bitki Biyoteknolojisi {1 kitabinmn saglayacad
Lir bagka yarar da, sadece bilimsel teknolojiden 8grenciyi bilgilendirmek degl, aynt zamanda
toplumda bu teknolojinin getirebilecedi faydalann bilincinde olan birey sayisins artirmaltr.
Bu kitabin her iki amaca da en iyi jekilde hizmet edeceine inamyornam.

Son alarak, bu alanda bir itke imzasim atarak eksikligt duyulan bir gereksinini kargilayan
Bitki Biyoteknologisi kitabimn yazilmasindaki 8zverili cahymalanndan dolayt tiim Editdr ve
yazarlar: tebrik ediyorum. Bitki Biyoteknolojisi kitabiun birinci ve ikinci cildinin gelecekte
genisletlerek yeniden basdacag umudumu simdiden yinelemek istiyorum. Geng kugaklann
bivoteknolojiye olan dgilerini ararmaktan bagka beklendleri olmayan Editér ve bélim
yazadanmin bu gbrevi veniden severek istleneceklerine eminim. Ofrenci ve okur
kitlesinden gelecek clumtbu tepkiler bu igin baganlmasinda dnemb rel oynayacakor.

Brisbane, Haziran 2001
Do¢. Dr. Kemal Kazan
The University of Queensland, Avnsturalya
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12.1. Girxis

James Watson ve Francis Crick’in 1953 yilinda Nature Dergisi'nde yaymnladiklars
DNAnin fiziksel vapssy ile ilgili buluslars, Gregor Mendelin 1869 ytiinda
yayinladigi bezelye ile ilgili sonuclan da dahil, genetik alaninda ortaya konulan en
buyiik bulugiardan birisi ofup, ginimizde énemini hala korumakeadsr.

Biitin canlilarda hayatsal olaylarin sifresini tagiyan molekil olan DNA bir hiicrenin
kontrol merkezi veya kithphanesi olarak tatmlanabilis. Bu  kitiphanede
depolanan ve nesilden nesile belirli mekanizmalarla aktarilan bilgiler, bir hiicre veya
otganizmanin  olusumu  ve devamlli: icin gerekli olan bilgilerin  timiing
icermektedir.

1999 yilinda Caemorbabditis elegans adli bir nematodun genomunun sifresi {DNA
dizilis strast veya sekanst) c¢ozilmiistir. Bundan bir yd sopra, ], Watson'in
bagkanh@inda bir ¢ok ilkeden biim adaminin 10 yid dnce baslattiklar, insanin
DNA sekansi, gen ve kromozom haritasinin belitlenmesini amaglayan ‘Insan
Genomu Projesi’nin ilk sonuclatt agklanmss ve insan hiicre ¢ekirdefi DNAsinin
sekansinin biiyik bir kisrinin tespit edildii bildirilmistir. Sonucler kargdastirmals
olatak wve bilimsel yorumlar ile bitlikte 12 Subat 20017’den itibaren Science

Ozcan $, Giirel E, Babaoglu M (2001) Bitki B_iyotéknoloiisi -
Genetik Mihendistigi ve Uygulamalar, Selquk Universitesi Basimevi
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Dergist’nin 6zel bir saysst ile yaymlanmaya baglantugtr. Yine, bu bolim yaziirken
(Ocak 2001) ¢eltik bitkisinin DNA dizilis sirastoin tespiti bitirilmis ve gida olarak
bir cok dlkede temel besin kaynadl olan pirincin bir ¢ok Szeiliginin degistiriterek
dzha besleyict {Ornek: A vitamini {retmesi gib1) olabilmesinin yolu acdmusar.
Benzer sckilde, bitki genetikcilerinin model bitkisi olan Arabidopsis thaliana’nin
genomu bitirilmis olup, fare ve bazi balik tiirlerinin de bititilmek iizeredir. Stphesiz
bu ¢aligmalar diger bircok canbida (mikroorganizma, bdcek, bitki ve hayvan)
viritiimektedir. Elde edilen ve eddecek sonuglarm kargtlastirmalt analizleri bizlere
belki de diinya iizerindeki canldarin DNA ve genetik Szellikleti bakimindan
birbirine benzeyen cok yénleri oldugunu ortaya koyacakur,

RNA ile birdikte niikleik asitler olarak adlandictlan DNA, biitlin bu calismalarin
temelini olugturmaktadie. Nikletk asitlerin bu Szelliklerinin tespitinde en’ fazla
hizmeti basit DNA yapilarina szhip olan mikroorganizmalar {6rnek: Eschericia coli ve
Agrobacterium  sp.)  yaprusttr. Bu nedenle  bitki, insan, hayvan ve gda
biyoteknolojisinin glinimiizde ulastgl ve deride ulasacaft sonuclar DNA’mn ne
kadar bilinebilmesi ve degistirilebilmesiyle dogru orantili olarak gerceklesecektir.,

DNAnin kimyasal ve fiziksel Ozellikleri ve, bu dzellikleri kullanarak DNA
izolasyonu, zincirlerin birbirinden aynlmasi, enzimlede cesiti fragmentlere ayrilip
tekrar birlestirddmesi ve belitl bir fonksiyona sahip bir DNA parcasinn (gen) bir
hiicreden diger bir hiicreye, bir canbidan difer bir canliya zktartimast en cok
karglagilan uygulamalardir, Bu agidan, DNA’nin bu ézellikleri miimkiin oldugunca
sekillerle vertlmeye ¢absimugtr. Ciinki, bitki biyoteknolojisinin en bagari pratik
sonuclart DNAnin bu ézellikleri kullamilarak elde edilmistir,

Bu béhimde ayni zamanda DNA’dan kromozomun olusumu, kromozomlarin
genel dzellikleri ve molekiiler sitogenetik (## sit# hibridizasyon) ile ilgili kisa bilgiler
de verilmigtiz.

12.2. Niikleik Asitler

Nikleik asitler, hiicre nikleusunun en 6nemli kimyasal bilesenleridir. Hilcrelerde
baghca iki tip nikletk asit vardie. Bunlar De{z)oksitibo-Nukleik-Asit (DNA) ve
Ribo(z)-Niikleik-Asit (RINA)'dir (Sekil 12.1a,b). Niikleik asitlerin her iki tipi de
nitkleotid denilen ¢ok sayida tekli yapilardan (monomer) olusan diiz polimer
(zincitli yapi) veya polinikleotdlerdir. RNA, sitoplazmada daha yaygin olarak
bulundugu balde, DINA esas olarak cekirdek, yesil bitkilerin kloroplastlari ve biitiin
ylksek  organizmalatin  mitokondrilerinde  bulunmaktadi.  DNA  ayrica
sentrozomlarda da yer almakradir (I arol s ark., 1995).

Niikleik asitlerin gorevlerinin iyi bilinmesi onlarin yapilagmin daha iyl anlagilmasy
tgin gereklidir. Hayatsal olaylar kesintisiz bir sekilde enerji, bilgl, madde ve mesa]
akimint olustarmakiadsr. Hiicre gekirdeginden esas olarak iki tip bilgi akist
olmaktadir. Bunlardan birisi kahtimla flgili olan, digeri ise hiicrenin fonksiyonlari ile
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ilgili olanidir. Iste bu her iki olayda da bilgi akisini gergekletiren ve bilginia kaynaf
durumunda olan esas molekiller nikleik asitlerdir.

Cekitdekteki bilgi deposu olan molekil DNA’dir. Béylelikle DNA bir canlnin
fenotipi, metabolik yetenekleri, makro-molekiler bilegenleri ve motfolojik
degisikliklerini tayin etmektedir. Hicre bélinmesi esnasinda ana hiicrenin
cekirdeginde bulunan her bilginin DNA seviyesinde kopyalart yapiimakta ve yavru
hiicrelere aktardmaktadir. Hitere fonksiyonlars ile ilgili bilgler ise DNA’dan
sentezlenen bir RNA molekiili aracilsftyla gerceklestitilmektedir (Hartl, 1994).

RNAin tipi, gérev ve fonksiyonlast daha bagimsiz ve karmagiktir. Farkl tipteki
RNA’lag, biiylime ve cogalma icin gerekli olaylarda dogrudan gorev alirlar. Her bir
ézel protein veya enzimin sentezlenmesi icin gerekli bilgt RNA aracilgfyyla tagiir.
RNAmn bu fosksiyonu olugturmasindaki en &nemli kanit titin mozayik
virisinden (TMV) elde edilmistic. TMV, protein bir értii ile kapli bir RINA
molekiilinden olusur. Bu vitiisin RNA’st proteinden ayssturlmis ve tutin
yapragina astlanmiugtir. Bir siire sonra enfeksiyon yerinde virlise Gzgli protein
Sreiistiniin olugtugu gozlenmistir. Boylece, kendisini tamamlayarak sekillenen virds,
yaptak dokusunda yayilmistsr. Bu uygulama, virlis RNA’sinim kendine &zel proteint
sentez etme yetenegini tagrdigint ve ilettifiind agikea gostermektedir (Stryer, 1988;
1995).

Niikleik asitlerin kalitsal bilgiye sahip olduklatt ve naklettiklerini gdsteren kanstlarin
elde edildigi énemli buluglardan baztlart gu sekilde zetlenebilie (Stryer, 1988;
Darnell ve ark., 1990; Hactl, 1994; Lodish se ark., 2000):

1. Bakterilerde belli bir wckin kalitun seyri, farkh genetik ozelliklere sahip bagka bir
ki saflagtirdmus DNA’sinin bakteriye aktartimasiyla degistirilebilir. Buna
transformasyon denir. Transformasyonun en tyl rnedi Diplococons pnesmonia’da
gésterilmistir. D. prewmonia tirinin iki tipi bulunmakeadsir. Bunlardan bixist
kapsiilli ve patojenik, diferi ise kapsiilsiz ve patojenik degildir. Kapsulli
olanlarin DNA’st izole edilip kapsiilsiiz olanlara aktaridiginda, kapstlsiz
tiplerde de kapsil olustugu ve patojenik hale geldigi gostexilmistir.

%)

RNA iceren bitki viriislerinin hastaitk yapmas:, onlanin nikleik asit bilesimine
bagh olmaktadie. Saflastilmis viris RNA’stnun bitkiye verilmesi hastalik
olusmast icin yetetlidir. Virionlar bilindii gibi sadece RNA molekilinden
meydana gelmis molekillerdir.

3. Bir bakteri hiicrési, bir bakteriofajla enfekte oldugu zaman enfeksiyonu yapan
kistm proteinden ayrilmis olan nitkleik asittir. Bakteriofaj T2’nin DNA’st P32 ile,
proteinleri de S ile isaretlendikten sonra radyoaktivitenin dagilisindan
enfeksiyon yapan kismmn hitcre igine girmis DNA oldufu belirlenmistir. Bu da
transdiksiyona giizel bir drnektir,
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4. Paramascium ve E. cofi tirlerinde goritlen konjugasyon da vine nilkleik asitlerin
yonetici molekiil olduklarmi ortaya koymaktadr.

12.2.1. Niikleik asitlerin miktarlan

Niikleik asitlerin miktarlart bir organizmadan digerine degisiklik postermektedir. Bir
TMVnin toplam afuli@nm  %5% RNA, %957 ise proteinlerden meydana
gelmektedir. Maya hiicrelerinde DNA icerifi %1 olmasina karsmn, RNA orani %10
civarindadsr. Halbuki bakterilerin kuru agieliklarnin %60-70% proteinlerden, %10-
25 kadart da niikleik asitlerden olugmaktadir (Goodwin ve Mercer, 1988; Stryer,
1995). :

En kicik DNA’ya sabip olan ¢x174 bakteriyofajinda yaklagtk 5000 nikleotid
bulunmaktadir. Baktetiyofaj T2’de nitkleotid sayist 4.0x105, F. w4 bakterisinde ise
yaklastk 107 dir. Daha yiiksek canlifarda ise bu miktar 5x105 ila 5x10'° arasinda
defiismektedir. Nitkleotd sayilar tiirler icin 8zel ve karakteristiktic. Normal
kromozom sayisinin 2-3 katina sahip kromozom tagtyan dokulardaki hiicrelerde de
DNA miktarlas yine 2-3 kat fazla bulunmustug, (Nelson ve Cox, 1993; Brown ve
Brown, 1999}, (DNA miktart konusunda daha fazla bilgi icin bkz. Béliim 12.8.1).

12.2.2. Ntikleik asitlerin molekiiler yapilan

Niikletk asitletin molekal biyikligi 30 nikleotitten bitkac milyon nitkleotide
kadar degisebilir. Bu béliimde daha cok DNA molekiili (Sekil 12.1a) tzerinde
durulacak ve zaman zaman da karstlagtirma acsindan RNA ile ilgili bilgiler
verilecektir. RNA molekilliiniin daha kacik, tek zincirli, seker molekiiliintin riboz
olmas: ve biinyesinde bazlardan DNA’daki timin’in yerine urasilin bulunmasi
DNA’dan en énemli farklaridsr. Genel bir ifadeyle RNA, DNA’nin tek zincieli
modifiye bir formudur (Sekil 12.1b).

12.2.2.1. DNA’nin kimyasal yapist

DNA; C, H, O, N ve P elementlerinden olugan ii¢ farkli molekiiliin (seker, fosfat
ve bazlar} birleserek nitkleotidleri ve bunlarin da uzug, dallanmis zincirler seklinde
birlesmesiyle olusan niikleotid polimeridir. Kimyasal olarak su  ézellikler
siralanabilir (Demir, 1986; Darnell ze ark., 1990; Hartl, 1994; Brown, 1998; Nelson
ve Cox, 2000): '

L. Her nikleotitte bir adet bes karbonlu seker (pentoz) [DNA’da deoksiriboz (bir
oksijeni eksik, CsHiwO4) ve RNA’da riboz (CsHioOs)], bir adet azotlu baz
[DNAda Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (C), RNA’da Timin
yerine Urasil (U)] ve bir de fosforik asit {(HsPO4) bulunur. Bir polimerde
zincirin iskeleti veya omurgas: almasiklt yer alan fosfat ve geker gruplanyla
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sekillenir. Bu iskelete yan grup olatak azotlu bazlar baglanir ve olusan bu yapiya
nikleotid denilic (Sekil 12.1ab). dATP {deoksiadenozin trifosfat), dGTP
(decksiguanozin  trifosfat), dTTP (deoksitimidin trifosfat), ve dCTP
(deoksisitidin trifosfat), olmak tizere 4 farkh nikleotid vardir. Bir seker
molekiilii ve bir bazin olusturdugu yapiya ise nilkleosit denir. Bu nedenle bir
niikleotide deoksiniikleosit trifosfat veya kisaca niikleosit fosfat da
denilmeltedir.

2. Sekerin 5 karbon halkalt yapisinda bazin baglandi@ karbon atomu stirekii olarak
1> karbon atomudur. Sekerin karbon halkasinda bu baglants noktasmdan
itibaten saat yontnde déniildiikge 2, 3°, 4’ ve 5 katbon atomlars vardir (Sekil
12.1). Sekerin karbon atomuyla bazlara ait katbon atomunun halkasal yaptlarinin
karigtirilmamast igin prime veya dissit olarak () seklinde gésterilmektedir. Ayrica,
buradaki baz kelimesini kimya literatiitiindeki ‘alkali’ anlamindaki baz ile
kartstirmamak gerekir. Clinkii bu bazlar ‘temhel” anlarmndaki bazlardur.

3. Bir zincirde gekerin 5° karbon atomuna siirekli olarak fosfat grubu baglansr.
Yine bir poliniikleotid zincir lizerinde bir nikleotidih fosfat grubu difer
nitkleotidin sekerinin 3 karbon atomuna fosfodiester baglatla baglanir (Sekil
121, sol zincirde agagidan yukatiya, saf zincirde yukandan agafiya). Fosfat
negatif (-) degetli oldufundan DNA molekili de bu nedenle pegatif yik
kazanmaktadir. Bu 6zellik molekillin yeni baglar olusturmast ve Ozellikle
enzimlerle kesilmis DNA parcalarinin elektroforezisi sirasinda pozitif kutba
gitmeleri agilarindan Gnemlidir. Bu gekilde (5°-3-5-3 bir zincirde, 37-5%-3-5
diger zincizde) polinikleotid zincir devam eder. Yani, her bir zincirde ug gruplar
bir ugta 5-fosfat (5°-P), diger ucta 3™-hidroksil (3-OH) grubu olarak bulunur
(Sekil 12.1a).

4. Azotlu bazlar piirin (¢ift karbon halkal; adenin ve guanin) veya pirimidin (tek
karbon halkals; timin, sitozin ve urasil) bazlarindan olugmustur. Pirin ve
pirimidinler canlilarda sadece serbest baz §ek1mde degil, nikleosit ve niikleotid
sekillerinde de bulunurlar. DNA’da piirin ve pitimidin  birlikteligini ‘zaysf
hidrojen baglar’ saglamaktadir. Adenin ile timin arasinda 2, guanin ile sitozin
arasinda 3 hidrojen bag: bulunur. Aslinda bu tir bir eglesme rastlantt degil
bazlarin stereo-kimyasal yaptlarina baglt bir zorunluluktan kaynaklanmaktadir.
Sarmalin karatlihFi ise bazlarin kendilerine ait hidrofobik ézellikten kaynaklanan
cekim glicleri vasitasiyla saglanmaktadiz. Bu Ozellik molekiliin diy kisrsnin stvi
ortam ile iligkisini saglar ve bazlarin bir arada tutulmasins devam ettirir. Ayrica,
zaytf H baglart da ilave bir dayaniklibk kazandirr. Guanin ile sitozin arasindaki 3
hidrojen baj1, guanin ve sitozince zengin bir cift zincitli DNA poliniikleotidinin
daha stabil olmasint saglar.
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Sekil 12.1. DNA ve RNA molekiiliiniin yapist: a) ¢ift zincitli ve her zincirte 3 niikleotid
bulunan bir DNA molekilliiniin yapist (Moore ve ark, 1995'ten degistirilmigtir), b) iki
pitkleotidl bir RNA molekiliiniin {solda) ve urasilin vaptsi {sagda) (Stryer, 1988'den
degistirilmistir).
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5. DNA molekiiliinde A+(G molar konsantrasyonu T+C molar konsantrasyonuna
esitrir. Yani A+G/T+C=1dir. A+T/G+C oran: ise biyilk gofunlukta 1’e esit
degildir. Bu oranin yiksek yapilt canlilarda daima 21 seklinde olmast beklenir.
Tablo 12.1°de baz1t rnekler verilmistir.

Tablo 12.1. Baz bitki ve mikroorganizmalarin DNA’lazindaki baz egitlikleri (Lehninger,
1976; Nelson ve Cox, 1993; Hartl, 1994; Stryer, 1995).

Baz Kompozisyonu Asimetrik
(% Mol) " Baz Oram Oran
Canli A T G C A/T G/C A+T/G+C
Bugday 273 271 228 227 101 100 1.19
Misir 268 272 228 232 098 098 0.96
Maya Y3130 329 171 187 0 095 109 179
Insan 298 318 202 182 093 110 1.60
Kif mayasi 250 249 250 251 1.00  10p 1.00
E. coli 247 236 257 200 0 104 101 0.93
B.faj dx174 263 264 223 223 - 100 100 1.18

12.2.2.1.1. Piitinler

Parinler (adenin ve guanin) niikleik asitlerin temel bile§enier§dir Bunun yaninda
piirinler bazi canlilarda N-metillenmis bazlar halinde, insanlk igin farmakolojik
dneme sahip olan theobromin, kafein, teofilin ve kakao seklinde de bulunuriar.
Bunlardan bagka, ozellikle zeatin ve N6-(trans-4-hidroksi-3-metil-2-eni)-2-
metilticadenin formunda adeninin tirevieri olarak sitokinin etkili bitki blylime
hormonlatt seklinde de bulunurlar (Brown, 1998).

Piirinler e #ov0 nitkleotid seviyesinde sentezlenirler. DNA sentezi igin de pirinlerin
mutlaka deoksiniikleotid sekline getirilmesi gerekmektedir. Bu mekanizmayla ilgili
olarak bitkisel kaynaklardan tam bir sonug alinamamis olmasia rafmen
hayvanlarda ve bakterilerdeki mekanizma aydinlaulmistr. E. w/de indirgenme
difosfat seviyesinde yapimaktadir. Bu reaksiyon bir coklu-enzim kompleksi
tarafindan  gerceklestirlmektedir. Deoksiniikleotid olusumunu  gerceklestiren
maddelerden birisi, 1stya dayanikll ve hafif asidik olan tioredoksin adh 12.000
Dalton (Da) agirhiindaki bir ditiol proteinidir. Digeri ise, iki alt birimden olugan ve
Mg** gereksinimi olan difosftat riboniikleosit rediiktazdyr (Goodwin ve Mercer,
1988; Brown, 1998}.

Bircok piirin nikleotidi canllann metabolizmasinda oldukga Snemli rollere
sahiptir. ATP-, NAD-, FAD-, GTP- ve ADP-glikoz gibi seker niikleotidleri bunlara
6rnek olarak verilebilit. Ayrica, halkasal niikleotidler (c-AMP, ¢-GMP, c-IMP)
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canlilardaki hiicresel haberlesmede ikincil haberci (seconder messenger) olarak
gorev yapip metabolizmanin  diizenlenmesinde ve niikletk asit ve protein
biyosentezinde énemli roller oynarlar (Konuk ve Turan, 2000).

12.2,2.1.2. Pirimidinler

Nikleik asitlerin bileseni olan primidinler sitozin, timin ve urasildir. Fakat
metillenmis-sitozin de olduk¢a yaygin bir bilesiktir. Bazi bitkilere Ozgii visin,
konvisin, spongotimidin ve y-utidin ((RNA’nm bir bileseni) gibi pirimidinlerin
yantnda amino asit eklenmis olatak da dogada pirimidinlere rastlamak miimkiindiix
(6rnek: willardiine, izowillardiine, lathirine). Bunlardan bagka dogal olarak bitkilerde
rastlanan pirimidia tirevlerinden birisi de thiamin (Vitamin B:)'dir (Brown, 1991,
Brown, 1998).

Pirimidinlerin biyosentezinde ilk olarak amonyak ve karbondioksidin birlegmesiyle
karbomil fosfat olusur. Buradan itibaren G adim sonra pitimidin halkaswa sahip
olan orotik asit yapilir. Seker fosfatlarin orotik aside ilavesi ve olusan bu yapidan
karbondioksidin uzaklagurimasyla iiridin mondfosfat (urasil monofosfat, UMP) 42
nopy sentezlenmis olar. UMP artik diger pirimidinlerin énciil molekifiidiir. Sitozin
ve timin bundan sentezlenerek piirinlerde oldugu gibi deoksijenasyon isleminden
gecirilerek DNA igin hazir molekiiller haline gelitler (Brown, 1998).

12.2.2.2. DNA'"n fiziksel yapisi

Watson ve Crick (1953)e gére DNA molekiili iki poli-decksitiboniikleotid
zincirinin yan yana, upkt iki 6rgii ipliginde oldugu gibi birbiti fizerine bikiilmesiyle
olusan bir sarmal seklindedir,. DNA bu yapistyla bir yangin veya minare
merdivenine benzetilebilir. Bu benzetmede bazlar merdivenin basamaklaring, seker
ve fosfatlar da davarar olugturmaktadir. DNA’nin bazt fiziksel ozellikler sOyledir
(Darnell ve ark.; 1990; Hartl, 1994; Mote v ark., 1995, Lewin, 1998; Nelson ve Cox,
2000; Lodish »e ark., 2000): :

1. Canlilardan bugiine kadar tespit edilen fiziksel DNA molekiilii tipleri A-DNA,
B-DNA, Z-DNA, C-DNA, D-DNA ve E-DNA’dir. Dogada en cok rastlandan
ve Watson-Crick tarafindan agiklanan tip B-DNA’dir (Sekil 12.2a,b) (Tablo
12.2). Uzun eksen boyunca her iki nikleotid (iki basamak) arasindaki mesafe 3.4
A%dur. DNA molekili tam bir donils yaptiginda, bu dénisii tamamlayan 10.4
niikleotid ¢ifti bir arada bulunmaktadsr. Dolaysiyla, 35.4 A%luk araliklarla tam
bir déatis yapilmaktadir (Sekil 12.22). A~ ve B-DNAnin izolasyonu strasinda,
daba kuvvetli dehidrasyon kogullar olusturuldugunda, C-DNA tipi elde edilir.
C-DNA’daki her bir tam déniisteki niikleotid cifti sayist 9.3’tlir. Buna bagl
olarak daha stki (kapals) bir yapt géstermektedir. C-DNA’nin sarmal gap1 da 19
A® olarak bulunmustur. D-DNAnin her bir tam donistinde 8, E-DNA’da ise
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7.5 baz cifti bulundugu gézlenmigtir. Z-DNA tipinde de bazi ig bolgelerdeki
niikleotidler duzleme gére olan duruslazmda 180%lik bir agt olusturmakta ve
buna bagl olarak da buyik ve kiicik oyuklatm yapisinda Snemli degisiklikler
meydana getirmektedir. Bu tipin kanserli hiicrelerde gérilmesi de oldulica
ilginctir. DNA’nin bu kadar farkl formunun bulunusu, onun oldukea dinamik
ve esnek bir molekiil oldugunu da gdstermektedir,

Tablo 12.2, En ok astlanilan DNA tipletinin karstlagtirlmast (Stryer, 1995; Nelson ve
Cox, 2000).

Sarmal Tipi
Ozellikler A-DNA/ B-DNA Z-DNA ;
Sekli Genis Qrta geniy Uzun
{ki baz gifti arasindaki mesafe (A®) 23 _ 34 38
Sazmal gapt (A®) 25.5 237 18.4
Sarmal yéni Saga’ Saga Sola
Sarmalin her bir dontgindekt baz ¢ift says 1 104 12
Sarmalin tam bir déndis urunlugu (A®) 253 5.4 45.6
Bax iftlerinin sarmal eksenine olan cgimi 1go 1 90
Biiyiik oyuk Dar ve defin Genis ve derin Diiz
Kigik oyuk Cok genis ve 91 Dar ve ok derin Cok dar ve derin

2. Diziligte mutlaka belirli baziar kargdikls gelmek kosuluyla ciftler olusturabilicler.
DNA’da eslesen niikleotidler birbirlerine paraleldirier. Fakat bir cift zincithi
yapida baglanma strast olarak bir zincir 5-3° yontnde buna karsilk gelen
(tamamlayici=komplementer) zincir ise 35" yéniinde smalanmaktadir. Bu
yonden iki zincie anti-paraleldir ($ekil 12.1). Baska bir ifadeyle kimyasal polarite
yontinden iki zincir birbirine zittir. Bununla birlikte DNA’y1 olusturan baziaznin
normal dizleme gore farkls acilarda molekiilin yapisina katthmalar s6z konusu
olabilmektedir, $dyle ki; tirnin 50°, adenin 51°, sitozin 52° ve guanin ise 54k
actlatla bitbirine tutunmaktadir. Bu agt farklliklart da molekilin makro
yapisinda gorilen biyik oyuk (major groove) ve kilcik oyuk (minor groove) adt
verilen yapilarin olugmasint salamakeadir (Sekil 12.2b).

3. Dogada bu giine kadar yapisal olarak 4 farklit DNA tespit edilmistir. Bunlar; a)
stkica kapall diz zincir, b) actk halkasal zincir, ¢) stiper-kiveumle halkasal zincir
ve d) Katena yapisindaki zincirdir. Herhang: bir DNA molekilini bir
kromozomdan bltin olarak cikarmak oldukea zor olmakla birlikte, bakteri,
virds, mitokondri ve plastid DNA’lagt kolayea bir bittn olatak elde edilebilir.
Bu molekiller ikili sarmala flave olarak daba fazla kivesm gdstererek (siper-
kivrimli=super-coiled) halkasal, ‘tersiyer” vapiyr olustururlar. Bu yapinn
olusturulmasinda Topoizomeraz enzimleri gérev almaktadirlar. Herhangl stk-
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kivegmlt bir DNA’nin bir bagt koparidarak onun gevsemesi veya acilmast
saglanabilirt. Buna ‘nicking’ (centme, kirma veya koparma) denir.

{a)

1 nm
(10 A%

Blyik oyuk
(Major groove}

3.54 nm
(354 A%

b

VAL

Normal DNA (B-DNA) Z-DNA

Sekil 12.2. DNA’ma fiziksel yapist a) B-DNA’da bazlar arast mesafenin sematik gdsterimi
(Moote ze ark., 1995’ten defistirilmistir), b) B- ve Z-DNA'nin yapssi ve biyiik-kiicik
oyuklar (Darnell v ark., 1990°dan degistirimistiz).

4, DNAwn siiper kwrmbigz: DNAnmn  stiper kiveinb  (superhelicity veya
supercoiled) hali, ik defa ST40 ve polyoma virislerinin kiigik DNA
molekiillerinin sedimentasyon analizi ile incelenmesi esnasinda elektron
mikroskobu caligmalart ile gdzlenmistir. Cogu dogal olarak ortaya gikan DNA
molekiilii negatif siiper sarmalidir. DNA’nim siiper kivrimbt yapiss, baglanma
saytsy, kivrim ve biikiim sayist belirlemektedir. Baglanma saysy, sarmaldaki bie
seridin digeri ile iliskili oldufu sayty ifade etmektedir, Bitkiim sayist da bir
seridin digeri izetine olusturdugu tam doniigleri ifade etmektedir. 1740 stiper
sarmalinda her bir bikiim yaklagtk olarak 10.6 baz cifti igermektedir. DNA
kivern yoni baksmindan negatif veya pozitif kwvrimli olabilmektedir (Sekil
12.3a). Negatif stiper kiviimb olusum DNA’da zincitlerin aynlmast islemine
énciilik  etmektedir. DNA’nin  stper-kivrimh  olmasinda  topoizomeraz
enzimleri rol oynamaktadir (Sekil 12.3b). Bu enzimlerin bir kisou hig siiphesiz
DNA replikasyonu ve transkripsiyon islemlerinde de rol oynamaktadr. Cesitli
canlt gruplarmdan da bitkag tip topoizomeraz enzimi elde edilmistir. Bunlar
Tip 1 ve Tip II topoizomerazlardir (bkz. Tablo 12.3). Tip 1 topoizomerazlar

10
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DNAnin bir seriding, Tip 11 enzimler ise her iki seridi de kesebilmektedir.
Topotzomeraziar 3 asamalt bir islemi katalizleyerek DNA’nin baglanma
sayisint defistirmekredirler (Steyer, 1995).

"M

Gerilinig ¢ift sarmal

Gevsetilmig ¢ift sarmal

Negatif shiper sarmal ' Poaitif siiper saemat

(b) Y -
LRI | J R
Sekil 12.3. DNA’da siper kivimldik a) topoizomerazlarca gevsetme (Moore e ark.,
1995ten defigtinlmistir), b) negatif ve pozitf siiper sarmalm yapist (Stryer, 1995°den
degistiriimistir),

5. Derisik CsCl veya CsSOy gozeltilerinde santriflij yardimiyla ya da 90-95 °C'de
wsitthirsa, DINA sagmalimin kollart agtlabilie. Buna DNA’nin denatirasyonu
denir (Sekil 12.4). Bu agilma ve zincirlerin birbirinden ayriimasi aralarmnda 3
hidrojen baf bulunan G-C nikleotidletinin daha fazla oldugu bir DNA
molekiilinde, A-T sayis: fazla olana gére daha vavas olabilmektedir. Erime
noktasina kadar sstulip denatiire edilen DNA molekill iceren ¢dzelti, yavag
yavas sogutulup 20 °C’de uzun siire tutulacak olursa DNA tekrar eski haline
gelir ve sarmall olusturur. Buna da DNA’nin renatirasyonu denilmektedir
(Sekil 12.4a). Isttilarak denature edilen DNA efer hizlica buz sicakligina (0 °C)
sogutulacak ohursa; ki poliniikleotid seridi ayrt ayrt kalir. Bu durum zincitlerin
gesith  analiz metotlatinda  (6rnek:  Southern Blotting ve melezleme)
kullandmalar: acgsindan oldukga Gnemlidir, Halkasal DNA molekiiliinde
denatiirasyon ve renatiirasyon ise c¢entiklenmemis veya centiklenmis olma
duramuna gére (Srnek: kloroplast DNA’st veya bakteri plazmid DNA’s)
farklt davransg sergilemektedir. Eger DNA kapalt halka yapida ise denatiire
oldugunda ¢ift sarmal yapt bozulmakta fakat ayrilan zincitder birbirine dolagip

11
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ayrilmamakta (Sekil 12.4b, solda), bir veya her iki zincirde yapdan bir
centikleme (nicking) ise zincirlerin birbirinden tamamen ayrimasi
saglamaktadir (Sekil 12.4b, sagda) (Lodish »e ank., 2000).

ey AT

i Renatitrasyon G
=t A i
Tl mm 2

5 3 5

\

5

Normal durum Tek zincirli denatitre durum Renatiire olmus darum

(b)

S

Birbirine L
(Cift zincirlk - dolagmay Bir zincirde Tamamen aciknng
menfeliit zincirler centikleme wyrt zincirler

Sekil 12.4. DNA’nin denatiirasyonu ve renatiizasyonu, a) normal cift sarmalda, b) halkasal
DNA’da (Lodish 2 ark., 2000°den degistirilmistir).

12.3. DNA Sentezi ve Replikasyonu

Niikleotid yapimu i¢in gerekli molekillerin yapimi da dahil yeni DINA zincirlerinin
olugturulmast iglemine bir biltin olarak DNA sentezi (DNA synthesis} ads
verilmektedir. DNA replikasyonu veya kromozom replikasyonu ise ayni zamanda
baglama ve sonlanma terimlerini de icesmektedir. Bu konuda iki durum ottaya
ctkmaktadir; 1) DNA sentezinin bir hiicrenin hayat déngéisiiniin hangi boliimiinde
gergeklestigi ve ne kadar zaman aldsg1, 2) DNA replikasyonunun sekli ve
olusumudur (Kornberg ve Baker, 1992; Stryer, 1995),

Okaryotik hiicrelerde bir hilcrenin bayat déngiisiiniin (interfaz-mitoz-sitokinez) en
uzun safhast olan interfazda, DNA sentezinden (S alt devresi) énce ve sonra iki
farklt arabile bulunmaktadir (Gi=birinci bogluk, Ga=ikinct bosluk). Gy alt devresi
tiitlere gore en degisken devredir. Bu alt devrede, S alt devresinde tiretilecek olan
DNA icin gerekli niikleotidier sentezlenmektedir (Moore e ark., 1995). Bu durum
cok huzlt bolinen mikroorpanizma hiicrelerinde bile (6tnek: Saccharomyces cerenisice)
gercekiesmekte ve devamlt olarak  korunmaktadie. Fakat bazt  istisnalar
goriilebilmektedir. Otrnegin, Drosophils embriyogenesisinde celdrdek bsliinmesi 10-

12
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15 dk icerisinde tamamlanmakta ve déllenmis yumurtanun ik 12 balinmesinde bu
bosluklar (G, G2) goriilmemektedir.

Bilindi#i gibi baz1 bakteriler optimum sartlar bulduklar zaman 20-30 dakikada bir
boliinmektedir. Bu stire cift zincirli halkasal bir DNA molekiiliiniia (plazmid DNA
gibi) bastan baga bolinecegi siireye de denk gelmektedir {Streyer, 1995). Bunun
anlamt DNA sentezi tamamianir tamamlanmaz hiicre de tkiye boltnmektedir. Buna
karsilik kisin hicre hayat déngiileri belitli bir siire durduralan (ki3 dormansisi)
bitkilerde Gy aylar boyunca siirebilmektedis. Ilkbaharda hiicreler tekrar aktif hale
gelince déngii kalinan yerden tekrar baslatimakiadir. Buna karsiik degisime
ugrayarak cesicli sekillerde &zellesmis hiicreler siitekli olarak Gi alt devresinde -
dormant duramda kalmakea ve ancak yaralanma, enfeksiyon vb. uyartilar ortaya
qikinca DNA sentezi icin hazirliklar baslatdmaktadir (Moore ve ark., 1995). Yani,
bélinmenin  olmadigi  hiicreler genellikle Gy alt devresindeki pozisyonda
kalmaktadurlar. Fakat kitlttire alinmss memeli hiicrelerinde yapilan fiizyon deneyleri,
hiicrelerin hayat déngistiniin degisik kistmlarinda da DNA sentezi igin hazir
olabileceklerini géstermistir. Eger Gy fazmdaki bir hiicre S fazindaki bir hicreyle
kaynasmigsa (flizyon), DNA sentezine hemen baslamaktadir. Bwealismaya gére, Gy
fazindaki hiicrede de DNA sentezi igin hicbir engel bulunmarnaktads.

DNA sentez isleminden sonra yeni replike olmus kromatin kademeli olarak
bikiilmeye ve yofunlagmaya baslar. G; safhasinda ise hiicre mitotik
mikrofibrillerin, kromozomlarn islenmesi ve hiicre zarinin eritilmesi icin gerekli
proteinleri yaparak mitoz icin hazirliklart bitirir. Mitozda profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz ait safhalart gerceklestikten sonta sitokinezle hiicre bélinir. Yeni olusan iki
yaveu hiicre eger tekrar béliinecekse yukarida verilen déngu yeniden baglatde.

Hiicre boliinmesi (mitoz), yeni hiicrelerin otijinal kalitsal materyal ile tipa tip aym
kalitsal materyal icermelerini saglamaktadir. Bitkilerde veya insanda 2 haploid {(n+n)
hiicrenin birlegmesiyle tam (2n=diploid) bir hiicte olan zigot olusur. Iste bu zigot
hiicresinin DNA’st  igerik olarak canltun  Sliimiine  kadar aym  sekilde
korunmaktadir. Bir insandaki hitcre tamiri olaylart hari¢ tutulacak olursa, ergin hale
gelinceye kadar zigottaki kalitsal materyalin mitoz bélinme ile 60-100 trilyon
kopyast yapilmaktadir. Bitkilerde de durum aynidir. Iste, bir canlinm bitin
hiicrelerindeki kalitsal materyalin hig degismeden korunup, kopyasinin yapilmas:
olayt IDNA molekiiliniin kendisini eslemesi yetenedi ide gerceklestirilmektedir.
DNA  molekiitiniin kendi kendini eslemesine yani kendisinin bir kopyasiu
yapmasina  DNA'nin  replikasyonu, DNA’min  duplikasyonu, DNA’nm
reduplikasyonu veya DNA’fin kendini eslemesi denilmektedir.

12.3.1. DNA’n1n replikasyonu

DNA’nin replikasyonu son 40 yidir zerinde en cok cabsilan konulardan birisidir.
Watson-Crick modeline gére olusan iki yeni DNA molekiilii eski iki zincirden
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sentezlenmekteydi. Bu aciklama gergi genetik bilginin nast kopyalandifint ve
copaltildigint izah etmekteydi, fakat burada su sotuyu akla getirmekteydi; Eslenme
tam korunumlu (muhafazakar) mu yoksa yarr-korunumlu mu gerceklesmelktedir?
Bu giine kadar DNAnin kendini eslemesnin sekli konusunda cesitli teoriler ileri
stirfilmiistiir. Bunlar; Konservatif (korumumln) teori, Semi-konservatif (yare-korununln) teort
ve Dispersif (dagimtk, rasgele) teor?dir (Sekil 12.5).

Konservatif Semi-konservatif

Orijinal DNA zinciri  mssm Yeni olusan zingir

Sekil 12.5. Cesitli teorilere gore DNA replikasyonu

Konservatif teotiye gére, DNA molekilii hig bir sekilde ige karigmadan kendisinin
bir kopyast sentezlenmektedir. Bu teori DNA’nin sadece kalip olarak kullamldigny,
sanki bir aynadaki gériintii gibi kendisinin kopyasinin yapildigin savunmakeadsr.

Semi-konservatif modelde, DNA molekiilii kendisini eglerken sarmal olugturan
zincitler bitbirinden ayrilmakta ve aysilan zincislerin karsisina ana zincirdeki gifreye
gore yeni zincitler sentezlenmektedir. Béylelikle olusan iki DNA molekiliinin
birer seridi ana (orijinal) DNA molekiliine ait olmaktadir. Bundan dolay: da yart-
korunumlu eslenme olarak ifade editmektedir.

Dispersif teoriye gore ise; yeni sentezlenen DNA molekilliinde yer yer hem eski
DNA hem de yeni DNA molekilliinden parcalar bulunmaktadwr. Yani, DNA
sentezlenirken eski DNA’nin bir parcast kopmakta ve bu parga yeni sentezlenen
DNA parcast ile devam etmektedir.

Replikasyonun sekli konusunda en ciddi ilk galiyma Meselson ve Stahl (1958}
warafindan yapilmstir. Arastwicdar, E. o/ basilin radyoakdf etiketli azot igeren bix
ortamda (SNH4CD) 14 generasyon boyunca gogaltip her generasyonda sentezlenen
DNA%arda N etiketlerinin takibini yapruslardir, Bu denemenin benzeri fasulye
tohumlarinin cimlenmesi sirasinda kék hiicrelerine DNA sentezi sirasinda 2H
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isaretli timin verilerek tekrarlanmustr, Isaretli timin verilmesi kesildikten sonra
normal timin ilave edilerek DINA  sentezi beklenmi; ve kromozomlardaki
kromatidlerin birisinin isaretli timin, diferinin ise isaretlenmemis timin ;gerchg;
gozlenmistie. Her iki sonu¢ da DNA molekiliiniin  replikasyonunun  semi-
konservatif sekilde oldugunu ortaya koymustur Buglin en ¢ok kabul gbren teor
budur Sekil 12,5},

12.3.1.1. DNA replikasyonunun baglamasi ve yénii

En ¢ok kabul géren model olan semi-konservatif replikasyonla ilgili olarak birkag
. molekiiler mekanizma ileri sirilmistir. Bunlardan en basit olanina gbre; yenu bir
poliniikleottd zinciri bir orjinden, digeri de Obiir orijinden kaynaklanmaktadir,
Buna gdre, her bir bilyime noktasmdan sadece birer zincir bityimektedir. Bu
mekanizima wzen ve dilz DNA molekiillerinde, {DNA virtisleri gibi (adenoviriis)],
gortlen bir ¢ofalma seklidie, Bu gibi durumlarda DNA molekiillerinin son uglags
sentezin baglangic ve sonu¢ kodlarim iceren birer ézel bolge olarak fonksiyon
gérmektedir Kornberg ve Baker, 1992; Stryer, 1995; Nelson verCox, 2000).

ikinci mekanizmaya gore replikasyon, bir bdlgede baglamakta ve her iki zincirin
kopyalanmas: ayni yénde ilerleyerek ‘bir onjin’ ve ‘bir biylime catalt’ olusturacak
sekilde devam edip sentez tamamlanmaktadur.

Uclincii mekanizmaya gére ise, sentezlenme islemi bir noktadan baslaysp her iki
yone dogru Herlemektedir. Boylelikle iki seridin kopyalanmasi ki yonli devam
etmektedir. Bunun neticesinde de ‘iki sentez yond® ve ‘iki biyime catal’
olusmaktadie (Sekil 12.6a,b). Bugiine kadar yapilan caligmalardan elde edilen
bulgular bu sekildeki replikasyonun daha yaygn oldufunu ortaya koymugstux
{(Zubay, 1993 Stryer, 1995).

Halkasal DINA'ya sahip canlilarda ise sentez bir noktadan baglamakta ve iki yonli
olarak devam etmektedir. Iki biiyime catalinda devam eden her iki iplikcigin
sentezi sona vardi@inda catallarin birlesmesiyle bitmekte ve iki yeni halkasal DNA
molekiilii ortaya ¢thkmaktadur,

Bitkilerde DNA replikasyonunun baglatdmass hentiz tam olarak anlagtamayan bir
takim sinyal molekiileri dle kontrol edilmektedir. Her biyiime catalinda bir tane
yeni sentezlenen iplikgik olusmaktadir. Bu iplikcige uzayan iplikcik (=leading
strand) adt verilmekte ve kesintisiz olarak 5—3" yéniinde uzamakeadie. Difer yent
seridin olusumu ise kesintili, kisa segmentler halinde olmakta (=lagging strand) ve
yine 5—3 yéniinde olmaktadir. Bu segmentier daha sonra da DNA ligaz enzimi
tarafindan bitlegtisilmekeedir (Sekil 12.6a,b). Elektron mikroskobu caligmalarinda
ise replikasyonun her iki zincirde de ayrt anda bagladifim ve hava kabarcikdan
seklinde gorlinlimier olustugunu ortaya koymugtur (Sekil 12.6¢) (Stryer, 1995;
Lodish ve ark., 2000).
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Uzayan DNA iplikcigi icin sentezlenen primer ana DNA’dan sentezlenmektedir.
Primer ise bir oligo-niikleotid (4-12 nikleotid) olan RNA molekilidiiz. Bu
primerlerin actk kalan ucuna DNA polimeraz tarafindan DNA  niikleotidleri
eklenmekte ve 53" yoninde sentez devam etmektedir. RNA ve DNA igeren bu
kisa iplikgikler Okazaki fragmentleri olarak adlandirlmaktadie (Reii Okazak:
tarafindan kesfedildikleri icin bu sekilde adlandirlmakeadsr) (Sekil 12.6b). DNA
sentezi swasinda, Okazaki fragmentlerinin oldugu iplikgik polimeraz etrafinda
lavrdmalkta ve diger iplikcik ise diiz bir hat seklinde uzamasina devam etmektedir.
Boylece, eklenecek deoksiniikleotidler de uygun yere daha cabuk eklenebilmektedir.
Ayrica bu kivrun mikleotid eklenecek kismt katalitik bélgeye daha yakin tutmakta
ve islemni hizlandirmakeadsr (Darnell ve ark., 1990; Lodish e ark., 2000).

(8} (b} S

Hodikoz

B Tok iphk
Repiikasyon ¢atali— pagtemn Primozom
pretalnlard \\\59
" &
Helikazlar Frimaz
&
e N
inli ONA
_____’"Tek iplik ﬁas;;gsnz 7 i 3
baglama zingir aktf biigalori %2 Pargati
atei [ O\ Uzayan
Pargall proteinleri P RMA e G0N gingir
uzayan \ \_,7 3
zincir - D
BNA fragmantier] \/vu ONA, lig R
polimeraz s/ y

Kesintisiz
uzayan
zineir

Replikasyonun
genel yonii

Sekil 12.6. DNA replikasyonunu: (a,b) iki yénlii basglamasi, erlemest ve enzumler (a)
Moore ze ark, 1995ten, (by Stryer 1988'den degistirilmistir), {¢) DNA’da replikasyon
bolgelerinin elektron mikroskobu gériintiistt (Damell 2 ark., 1990dan defistinlmigtir).

Her bir segment uygun bir Okazaki fragmentinin 5° ucuna yaklagtginda, DNA
polimeraz burada 5--»3 ekzoniikleaz aktvitesi gbstererek RINA’dan olugan primeri
koparmaktadw. Hemen sonra bog kalan bolge (primerden arta kalan yer)
deoksiniikleotidlerce polimeraz enziminin aktivitesiyle dolduruimaktadie. Daba
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sonra DNA ligaz uygun pargacikiars birbirine ekleyerek sentezi tamamiamaktadie
(Sekil 12.6a,b).

12.3.1.2. Replikasyon enzimleri

Genel olarak DNA ile ilgli bir cok enzim tespit edilmigtir. Bu enzimler a)
replikasyon enzimleri ve topoizomerazlar, b) restriksiyon ve modifikasyon
enzimleri, ¢} rekombinasyon ve tamir enzimleri olarak gruplara ayrilabilir (b ve ¢
grubundaki enzimler ileriki bolinmlerde verilmistir).

DNA replikasyonunun  baslamasindan  sonuna kadar bir ¢ok enzim gorev
yapmaktadir. H cf’de DNA replikasyon mekanizmast biitén detaylart ile ortaya
¢ikarilmig olup, bu olayda rol alan yaklagtk 20 kadar protein veya enzim tespit
edilmistir. Okaryotik hiicrelerde ise caligmalar ciaha yavas ilerlemekle birlikte, biiyiik
Sleiide benzerlikler gostermektedir. Rephkasyonda gorev alan enzimler Tablo
12.3de verilmistir. Bu enzimler genel olarak replikasyona hazitlayic, replikasyonu
baslaticy, yiiriitiicti ve sonlandiric1 olarak gesitli gérevlerde bulunmaktadirlar. Bunlar
arasinda en Snemlileri DNA polimerazlar ve DNA ligaz’dir (Lodish 2 ark., 2000)
(Tablo 12.3}. -

12.3.1.2.1. DNA polimerazlar ve DNA ligaz

DNA polimerazlar DNA senteziyle ilgili olarak ik kesfedilen enzimlerdir, Bu
enzimler decksintikleositlerin  tri-fosfat formlarmu DNA'ya ekleyerek onun
uzamasint saglayan enzimlerdir. Bunlar ancak bir kalip molekdl oldugu zaman bu i
gergeklestirebilmekte ve Watson-Crick baz cift eglemesine uygun sentez
gergeklestirmektedirler. Ik defa E. widen elde edildikten sonra diger
organizmalagdan da saflagtrdmiglardir. Fonksiyonel olabilmeleri icin mutlaka 3’-
OH's serbest olan bir primete ihtiyag duymaktadirlar (West, 1992; Stryer, 1995).

E. wolifden Gg farkl tipte DNA polimeraz (Pol I, Pol II ve Pol III) enzimi elde
edilmistir. DNA polimeraz IIT enzimi sicaklik yitkseldigi zaman sentezi durdurucu
olarak f’ka]iyet gostermektedir, Biylime catalinda da sentezi saglayan fonksiyonel .
bir enzim olarak ¢aligmaktadir. DNA polimeraz 1 enzimi ise DNA tamiri sirasmda
bosluklart dolduran enzimdir. DNA pohmeraz IPnin gergek fonksiyonu ile deili
kesin bilgilerin olmamasina ragmen, bu enzimin kimyasal ve fiziksel etkilerle
DNA’da olusan hasadarin giderilmesinde rol oynadst sanilmaktadir. E. cof’den
DNA  polimerazlar, saflagtirddiktan yillar sonra, bunlara flave olarak memeli
hicrelerinden dérdiincd bir DNA polimeraz enzimi olan Polimeraz § izole
edilmistic (Darnell ze ank., 1990; Lodish ve ark., 2000).

DNA Pol I1I%in sablon olacak DNA’ya baglandiktan sonta ayrilmast pek kolay
olmamaktadiz. Primere 20 kadar nikleotid ilave ettikten sonra Pol I ve Pol 11
enzimleri Pol IIT" e baglanmaktadir. Pol IIT enzimi uygun kosullar altinda, i ziro
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sartlarda 500 nikleotid, in zieo kosullarda ise bir saniyede 1000 nilkleotid:
baglayabilmektedir. ‘ '

Tablo 12.3. DNA replikasyon enzimleri ve topoizomerazlar (Darnell ve ark., 1990; Roberts,
1992; Hartl, 1994; Lewin, 1998; Nelson ve Cox, 2000; Lodish ze arnk., 2000),

Enzimler Fonksiyonlar

Helikazlar (Helicases) IDINA sarmalint agarak ziocirlerin birbirinden ayrdmasin
saglayan ve hidrojen baglannt kiran proteinlerdir.

Tek Zincir Baglama Proteinleri DNA Helikazlarla aynlan tek seridin dengesini saglayan
(Single Strand Binding Proteins) ve DNA’ya tetramer olarak baglanan proteinlerdir. Bu
proteinler aynbmg zincirlerin replikasyon sirasinda tekrar
hirlesmesini 6alerler. Tekrar sarmal yaptya dénmede
yardimet olutlar ve replikasyonua hizin arfinilar.

IDNA Polimeraziar Polimeraziar itk tespit edilen ve en iyi tammlanan
(Polymerases) enzimlerdir. DINA Pol I 5-3” yoniinde uzamayt
DNA Polimeraz I (Pol 1) (polimeraz aktivitesi),3"-5 ekzoniikleaz aktivitesini
DNA Polimeraz 11 (Pol II) (diizeltme, dogrulama islemd) ve 53 ekzoniikleaz (tamir
[YNA Polimeraz I1I (Pel [T} aktivitesi) islemini yapmaktadsr, DNA Polimerag III 5°-37
polimeraz fonksiyonunu yerine getiren enzimdir (bkz.
Bolim 12.3.2)

Primaz (Primase} Baglangic bdlgesinde serbest 3° hidroksil grubuna olan
gereksinimi kargilayan RINA primerlerd bu enzim
tazafindan sentezlenmektedir,

DDNA Ligaz (IONA Ligas) Yeni yapsian molekitl ugtan uca bir biitiin halinde
iiretilmediginden ayrs ayn sentezlenen parcalan birbirine
kovalent fosfodiester baglar olugturarak {3’-OH-5"-fosfat
gruplariny) DNA ligaz enzimince baglanur,

- DNA Giraz (Gyrases)  Bu enzim DNA’mn her iki seridini de birden kesmekte,
(Yopoiromeraz I} Katena olusumu ile bunun bozulmastu da
katalizlerektedir. Béylelikle farklt DINA molekiillesinin
baglantisint olusturmakta veya bu olusumu bozmaktadir.
Yine negatif siiper sarmal olugumunu katalize
etmektedir. Bu da DNA sarmalinin dénerek acllmasina
yardimet olmaktady,

Polimetazlar DNAnin sentezi swasinda 1/10.000 oraninda yanhs atikleotid
yerlestirmektedir. Bu da kabul edilemeyecek seviyede bir hata orant olarak kabul
edilmektedic. DNA Pol I ve I1I"in her ikisi de 3—5 ekzoniikleaz aktivitesine
sahip (Tablo 12.4) oldugundan bu enzimler ekzontkleaz (Tablo 12.5) aktiviteleriyle
yanlis yerlestirilmis olan nikleotidleri yerinden cikarilmakta ve dogru olanlaryla
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degistirmekteditler. Boylelikle, dizeltme islemiyle hata orans 1/1.000.000 veya daha
az bir seviyeye inditilmektedir. E ¢/ ve memeli hiicrelerindeki DNA-polimeraz
enzimierinin karsdastrmall aktiviteleri Tablo 12.4'te dzetlenmigtis (Lodish w ark,
1998).

Replikasyon sonucu yeni yapilacak IDNA molekili ugtan uca bir biitiin halinde
retilmediginden ayzt ayn  sentezlenen IDNA  parcalart birbirine kovalent
fosfodiester baglar olugturarak (3-OH-5-fosfat gruplarint) DNA ligaz enzimince
baglantr (Sekil 12.6a,b). Bu enzim rekombinant DNA lretiminde de en ¢ok
kullanilar: enzimlerden birisidir (bkz. Boltim 12.4, Tablo 12.5)

Tablo 12.4. Okaryotik hiicreler ve [. w/den, elde edilen DNA- polimerazlann
karsilastirmals baz dzellikleri (Roberts, 1992; Nelson ve Cox, 2000; Lodish e ark., 2000).°

Organizma : * Polimerazlar

Okaryotik hiicreler I i J£1] F
533 polimerizasyon yoni + >+ + +
335" ekzonikleaz aktivitest (ditzeltme fonksiyonu). T - +
RNA primerinden sentezlenmess + - - +
IDNA primerinden sentezlenmest - - + +
Cekirdekte bulunma duremu F + - +
Mitokondride bulunmad durumu - - + -
E. coli I I 111 -
533" polimetizasyon yénil + + + -
325 ekzoniikleaz aktivites: + + 4 -
53 ckzoniikleaz aktivitesi + - - -
Primerti tek zincirden sentezlenmest + - - -
Bir dakikada i wifrs'da llave edilen nitkleotid sayis: GO0 ? 30.000 -
Hicrede meveut molekiil sayist 400 I3 10-20 -

12.3.1.2.2. Diger replikasyon enzimleri

Replikasyonda rol oynayan polimerazlar digindaki difer bitin proteinler bazen
replizom olarak da adlandimlmaktadir. DNA polimerazlar her ne kadar replikasyon
i¢in en gerekli enzimler olsalar da, bir biyiime gatalinun olugmast igin tek baslarina
yeterli degildirler. Ornegin, F. w#’den saflastilan DNA polimerazlas, primer ve
gerekli nikleotidletle ayn1 ortama (7 2ifro) konuldugunda sadece bir tek seridin
replikasyonunun yapddift gortlmistiie. Ay bakteriye bu defa plazmid gibi
halkasal tek zincithi DNA verilmis ve bunun replikasyonu saglanmustir. Daha sonra
da, bu molekiliin beligli bir bélgesinden olugturulan gentik ile ayrilan zinciriesin
yeniden replikasyonu saglanmis ve bu esnada isleme katlan diger proteinler
saflastrimustir,. Okaryotik  hiicrelerden bu  enzimlerin  tamarm tek tek elde
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edilememis olmasina ragmen, etki mekanizmalary E. roffdeki mekanizmaya benzer
olmaktadir. ‘ :

Primozomlar: F slfde primaz ile iliskili olan 6 ptimozom kompleksi Okazaki
fragment primerlerinin olusumunu gergeklestirmektedir.

Helikazlar: Primozomlarla ilgili ik ¢caliymalarda elde edilen ve ATP enerjisi harcayan
bir bagka proteinin de Okazaki fragment primerlerinin olusumunda etkili oldufu
ortaya cikartmigtie. Bu proteine dnce rep protein adi verilmis daha sonra DNA’nin
acllmasint  sagladiklart  igin  fonksiyoniarina  bagh olarak  helikaz  olarak
adlandirtimuslardie (West, 1992; Stryer, 1995).

Tek Zincir DNA Baglama Proteini (ssDBP=Single Strand DNA Binding Protein): Bu
protein de biiylime gatalinin olusumu igin mutlak gerekli olup, sarmaldan yeni
actlmug bdlgelere baglanarak onu tatmakta ve sablonu bir yandan replikasyona hazir
bulundurup diger yandan da bagka molekillerin tutunmasiz engellemektedir.

Cogaltzcr Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA=Proliferating Cell Nuclear Amtigen): Bu
protein §-polimeraz aktivasyonu i¢in gereklidie. PCNA eksikliginde DNA sentezi
sirasinda  sadece Okazaki fragmentlerinin  olustugu iplik¢ik sentezlenmekte,
varliinda ise her iki kolun da sentezi gergeklestirilerek koordineli bir sekilde DNA
eslesmesi gergeklesmektedir. Boylelikle, ayn: lokustaki DNA sentezi ayni anda
gerceklesmektedir (Nelson ve Cox, 2000).

Tip I Topoizomerazlar (Tope I): Omega proteini olarak adlandirilan by enzim E.
i den elde edilmistir. Bu enzim zincirlerden birisine tutunmakta ve o zincirde bir
centik olusturup sarmal yapisini bir déniis kadar agmakta ve geridi gentik yaptigt
kisimlardan tekrar birlestirmektedir. Béylece her bir déniigte baglant sayist bir tane
azalmakta ve stipes-kiveim ortadan kaltkmalktadse.

Tip I Topoizomerazlar (Topo II): Bu enzimler giraz (gyrase) olarak da adlandidir.
Topo II'de ilk defa yine E. wik'den elde edilmesine karsin biitiin hiicrelerde
bulunmaktadir. Topo 1 ile birlikte FE. cwfdeki siper sarmal olusumunun
dengelenmesini gerceklestirmektedir. Topo 11, DINA sentezi tamamlandiktan sonra
kromozomal seviyede bulunan yeni olugmug baglanulart da koparmal islevini
gerceklestirmektedir (Tablo 12.3).

12.3.1.3. Replikasyonun ilerlemesi ve tamamlanmas1®

DNA replikasyonu kromozomlarin belirli bolgelerinde baslamakta ve bu bolgelere
replikasyon orifini denilmektedir (Sekil 12.7ab). E. cideki replikasyon orijinleri
oriC olarak adlandirlmaktadir. Bu bélgeler tekrarlanan baz dizileri ile karakterize
olmugtur. Okaryotik hiicrelerde de ayni sekilde birbitinden bagimsiz bélgelerde
verlesmis olan orijinler vardir. Ornegin . cerevisiae’deki 17 kromozom tizerinde 400
kadar otijin bulunmakta ve ancak orijine baZlanan bazt proteinletin varigmnda
replikasyon baslayabilmektedir (IKornberg ve Baker, 1992; Steyer, 1995).
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(@ Replikasyon orifini
-l Ana DNA molekiilii

iki zineirin agimasi ve
sentezin bas!amasn

Her hm ana DNA zincirlerinden bitine ~ Ana Zingir
sahip yeni kardeg DNA molekiifleri

B} Uzun tinear kromozomda Hatkasai DNA'da
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Sekil 12.7. DNA replikasyonu: a) baslama ve yend zincitlerin cligumun (Moote 2¢ ark,
1995 ten degistinilmistir), D) uzun ve linear kromozomda replikonlar (solda), halkasal
DNA'da  replikasyon orijini  (sagda) wve bir replikon (Daraell w arnk, 1990dan
degistirilenigtis).

1ki replikasyon orijini arasmdaki DNA bloguna ise replikon (replikasyon aralg)
denilmektedir (Sekil 12.7b). Ik calsmalardan elde edilen sonuglara gdre bir tek
halkasal DNA iceren E coff biicresinde buytme iki farklt noktadan baglamakta ve 30
dakikada temamlanmaktadi. Buna gdre her iki ybénde devam eden sentez
distinildiginde, blyime hew 1000 bay  gfti/sn/ber  bir  gatal  olarak
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hesaplanmaktadie. Giinkil, E oo/ kromozomu 3x10¢ baz ¢ifti icermektedir. Bu hiz
insan DNA’sinda 100 bag gifti/ snf ber bir gatal olarak hesaplanmugtie (Moore vz ark.,
1995).

Bitkilerde replikonlar vzunluk olarak 30.000°den 300.000 nikleotid ciftine kadar
degisebilmektedir. Bir saniyede ortalama 50 niikleotidin replikasyonunun yapddigt
digiiniliirse bir replikasyon araliginda replikasyon igin 10-100 dakika gegmesi
gerektigi anlamma gelir. Genom hacmi bityilk olan bitkilerle (6rnek: sofan, 4.4
milyar nitkleotid ¢ift)) cok daha kiciik olan bitkiler (6tnek: Arabidopsis, 70 milyon
niikleotid cifti) (4.4 milyar/70 milyon=62.8) arasinda DNA’nin replikasyonunun
perceldestigi S devresinin stiresi bakumindan (sofan, 10.9 saat; Arabidopuis, 2.8 saat,
10.9/2.8=3.9) ortaya ckan yaklagtk 4 kat fark biitiin bir genomda ayn: anda ¢ok
sayida replikonun akiif olmast ve replikon sayisiun sofanda Arabidopsis’e gbre cok
daha fazla oldugunu gdstermektedir (Hartl, 1994). Elektron mikroskobu ile yapilan
analizletle bu durum teyit edilmistir. '

12.4. DNA’y1 Incelememizi Kolaylagtiran Enzimler

DNA’y1 incelemek ve istenilen degisiklikleri ‘}apabﬁmek icin bir ¢ok enzim
bulunmustur  (Tablo 12.5). 1970°h yilarin  bagmda  bakteriyel restriksiyon
endoniikleazlarinin (RE, kesim enzimlerinin) (Tablo 12.6) bulunusu rekombinant
DNA teknolojisi (RDT)'nin yani ‘molekiler klonlama’nin gelismesinde en dnemli
adimlardan birisi olmugtur. RIDT%si bir organizmadan belirli bir genetik bilginin
(DNA pargastnin) digetine transferini saglayan bir dizi islemi kapsamaktadir. Genel
olarak Sekil 12.8’de gosterildigi gibi uygulanir. Once istenilen DNA pargast ¢esitli
restriksiyon enzimleri ile kesilir ve klonlanw (bkz Bolim 15). Kesilen bu parca
cogaltilacagt bir vektdriin plazmid DNA’st igine yerlestirilie. Daha sonra plazmid
bir hiicre {genellikle bakteri) icine yetlegtirilir ve hiicreler istenildigi kadar cofaltlir.
En son olarak bu hiicreler tarafindan ilgili DNA parcasinin (gen) Grettifi protein
veya enzimler izole edilip saflastirilir ve amaca uygun olarak kullanihir (Glick ve
Pasternak, 1998; Nelson ve Cox, 2000). Rekombinant DNA parcasing ireten
mikroorganizmanin kisa sirede ¢ok sayida cofalmast ilgili proteini Gretecek cok
sayida hiicre olugmasini ve bu §lemin ekonomik olmasins saglar.

Restriksiyon endoniikleazlar

Bakterilerce tiretilen restriksiyon (kesim) endoniikleazlar (RE); DNA tzerinde
belitli niikleotid dizilerini taniyarak her iki zincirde de bu dizileri tagtyan yerlerden
DNA: kesen protein enzimleridir (Oner v ark, 1997). RE’ler kesme iglerni
steasinda icsel fosfat baglarmns rasgele kirarlar ve DNAaz ile fosfodiesterazlardan
farklt olarak 4, 6, 8 nukleotidden olugutlar. Bircok enzim igin tamma yerleri
(recognition sites} her iki zincirde de aymidir. Bu tamma yerlerine palindromik
bolgeler (ters ve diizden okunugu her iki zincirde de aynt olan) denir (Tablo 12.6).
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Tablo 12.5. Rekombinant DNA diretiminde kullanilan mzimler
(Darnell vz ark., 1990; Glick ve Pasternak, 1998)

Enzimler Etkileri
Alkaline fosfotaz DNA’dan fosfat graplarim uzaklagtine
Polinitkleotid kinaz DNA’ya fosfar (PO, grubu ekler
Terminal nitkleotid transferaz  3” ucuna tam bir nitkleotid ekler
Ekzoniikleaz Bn ugtan tam bir nikleotidi uzaldagune
DNAaz 1 DNA'y geker ve fosfat arasindan gentikler
Ters {revers) transkriptaz RINA sablonuna gore DINA sendi yapar
DNA lig : Duaha énceki bdtimlerde veriimigtir .
DNA polimeraz § : . 4
Kionlama
Kaynak S
DNA vektdrl f K
geNief Enzimie kesme ‘ Enzimie
ve pargalara agma ve
aywma dizlagtirme
Za ——— RV T TN
Hedef DNA ve
Klonlama vekisrindn
hirtestintmas
ONA
konstrakti
NA‘mn onukey
ucreye a tanlmasn
Klnmanmls genli
lerin izotasyonu
Konukgu
~Hicre *
i/Klonlgm\-m;gendan ’
Rekombinap! protein Urstimi
proteinler

Sekil 12.8. Rekombinant DNA teknolojisinin uygulamgt (Glick ve Pasternak, 1998°den
degistisilerek).
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Tablo 12.6. Baz: restriksiyon endoniikleazlannm dzellikleri (Dameil ve ark., 1990 Roberts,
1992, Glick ve Pasternak, 1998).

Kesim sayis1 (kb)?
f;:zun Kaynak mikroorganizma ,(Iiiaz?;;}m A Ad2  8V40 pBR322
Al Aribrobacter butens : AGCT 143 158 34 14
Tagl Thermus aguaticas TCGA 121 50 1 13
Hphl Haemaphilus parabacmolytions GGTGA+5 168 99 4 18
Hgal Maemophilus gallinavivm GACGCHS. 102 87 0 12
EwRi Escherichia coli GAATTC 5 5 1 1
HindWI  Haemophilus influenza AAGCTT 6 12 6 1
N Nocardia otitidis GCGGCCGC 0 7 0 0

Flamma dizisi kissunda gdsterlen dizilis 533 yoniindedir; 2A: bakteriyofsj, Ad2:
Adenovirus tp 2, SV40: Stmian viriisi 40, pBR322: bir E sof plazmididir.

RE, DNA’daki bayiik oyuklara tatunarak buradaki tanima dizisinden ikili sarmala
yapisir. Bunun neticesinde DNA’nm her iki formu (A-DNA ve B-DNA) ayni
molekitlde oyuklarin konformasyonal degisimine $ore meydana gelie. Bu iki farkl

formun ayni molekiilde olugmass neticesinde DNA orta bolgeden 25° lik bir egime
sahip olur ve biiyik oyuk daha da genigler. Bunun sonucunda DNA zincirlerinden
dnee birisi, sonra da digeri endoniikleaz aktivitesiyle kesilir (Roberts, 1992},

Ozel bir RE ile DNA’nin pargalanmast, DNA’yt belirli baz dizilisinde ve yeniden
bir araya gelebilen parcalara (fragmentler) ayirir. Bu parcalar ayni zamanda Ozgiil
kesim bolgelerinin yerlesim stkhifini da yansitmaktadir. Bu durum rekombinant
DNA teknolojisinin uygulanmasinda gu agtdardan Snemlidix:

1. Genomik DNA oOrneklerinin parcalanmast ile drnefiin, EoRI enzimi, insan
genomunda yaklastk' 1.000.000 EwRI fragmenti meydana getiric (EwRI;
DNAy1 ¥-GAATTC-3 bélgesinden keser). Bu da bize genomdan elde
edilmig olan farkli vzunluktaki (bir kac baz ¢iftinden, bir milyon baz dizisine
kadat) bir milyon patcamin pgerek verlesim verl, gerekse ozellifinin
incelenmesine olanak saglar. Uzun tanima bdlgelerine sahip enzimler kisa
tantma bolgelerine sahip enzimlerden daha az frekansta DNA fragmentleri
olusturlar.

2. Otrijin ve buyiikligi ne olursa olsun, RE ile kirtdan DNA molekiilleri benzer
tek zincirli yapiskan uca sahip olutlar. Bu nedenle dtnegin, FHeoRI ile kesilmis
ve iki farkll orijinden gelen fackit iki DNA molekiili komplementer olan dért
bazdan dolayr karsiikli olarak bie araya gelir ve bunlar ligaz enzimlerince
birlegtirilir. Iste, bu ligasyon (birlesme) ile rekombinant-DNA molekitli
clusur,
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3. Restriksiyon enzimleri ve bunlarca kesilen fragmentler; DNA molekiiliinin
fiziksel olarak haritalanmasinda, bir populasyondzki polimorfizmin (gok
sekillilik) analizinde, DNA molekilllerinin  yeniden diizenlenmesinde,
molekiler problarin (sablonlarn) hazirlanmasinda, mutant Gretiminde ve
DNA’daki modifikasyonlazin tespitinde kullantlabilir (bkz. Bolim 13, 14, 23).

12.5. DNA’nin Tamir Mekanizmasi

DNA dizilerindeki hatalar ya cevresel faktorlerden (radyasyon, mutajenik
kimyasallar, veya niikleositlerin termal dekompozisyonu) ya da replikasyon
sirastnda DNA polimerazlardan kaynaklanmaktadir. Eger bu hatalar diizeltllmeden
kaltrsa somatik hicrelesde birikerek cok bilyik genetik anizalara neden olarak
hiicrelerin normal fonksiyonlarini yerine gttirm@lenm engelleyebilirler. Orzellikde,
bu durum gamet hiicrelerinde gérilecek olursa, yeni nesillerde oldukga biyik ve
onlenemez anomalilere neden olabiir. Bundan dolayl her tip hiicredeki bu
bozukluklazin diizeltilmes: hayatun dizenli devamu icin mutlak gerekliliktir (Stryer,
1988, 1995; Darnell ve ark., 1990), L

E. wifde DNA replikasyonu sirasinda gorilen dogru baz diziliminin ve bunlarin
kontroléiniin  enzimatkk olarak nasil yapddin hemen hemen tamamen
aydinlatdleustr. Bunlardan; DNA Pol I ve IIT #r witro sentezde 10.000 nitkleotitte 1
tane yanly nikleotid eklemesi yapmaktadir. E. wfnin her bir geninin 1000
niikleotitten olustugu digiinilirse, her bir replikasyonda her 10 genden birisi
mutasyona ugramis olacak demektir. Ba da her bir nesilde 1/10 birey mutant
olacak anlamina gelmektedir. Halbuki, gercekteki mutant birey sayist hig de yle
degildir. Ciinkii, normal ¢ofalmalarda ortaya cikan mutant birey sayist 1/100.000-
1/1000.000 arasindadir. Bu dizenlilik, DNA polimerazlarm dizeltme-okumast
(proof-reading) fonksiyonlar sayesinde saglanmaktadir. Bitin hiicrelerde bulunan
bu sistern DNAnin bozulmasini engellemektedir.

Cevresel etkenletle olugan DNA arzalan geligtiritmis birden fazla mekanizmayla
onarilabilmektedir. Bazi hiicreler cok yavas bolinir veya hi¢ bdliinmezler
(insanlarda karacifer ve beyin hiicreleri, bitkilerde epidermal hiicreler ve iletim
demetleri hitcreleri gibi). Bu hiicreler sahip olduklart genetik materyali haftalar,
aylar hatta yillar boyunca kullanmak zorundadirlar. Bununla bitlikte hiicrelerdeki
DNA devarli olarak fiziksel ve kimyasal hasara maruz kalmaktadir. DNA’st hasara
ugramis ve boliinemeyen bir biicrede hatalt olarak firetilmiy proteinlerin miktar: da
devamlt olarak artacaktir. Iste, béyle problemlere karst gelismis olan sistem, DNA
tamir sistemidir. Tablo 12.77de DNA hasarlast ve buna neden olan etkenler
verilmigtir. Yagadifimiz gezegendeki en Onemli hasar nedent glnesten gelen
ultraviyole (UV) radyasyonudur. Her ne kadar bu radyasyon ozon tabakasi
tarafindan  rutulsa da, ozonun inceldifi giinimiizde, bunun etkist giderek
artmaktadir. UV absorbsiyonu pirimidin dimerinin olusumuna neden olmaktadir.
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Bu da en fazla timin nikleotidinde siklobiiti (cyclobutyl) baglannsl sekiinde
giriilmektedir (Nelson ve Cox, 2000).

Tablo 12.7, Dizeltme gerektiren DINA lezyonlan (Stryer, 1995; Brown, 1999}

Lezyon Fakudrii Lezyonun Sekli

- Asit ve sicaklk Plitinlesin uzaklastirilmast yohayla baz
kayb1 (bir memel: hilcresinde her giin
~104 piirin kaybedilmektedir)

Iyonlastinct radyasyon ve alkillestiied ajanlar Alternadf baz defigimi

Kendilifinden olugan deaminasyon  Yanohs baz
(C->U, A—shipoksantin)

Akridin boyalan gibi maddeler Silme (delesyon)/Ilave

UL radyasyonu ve bazi kimyasallar ~ Siklobiitil dimeri, zincir kopmast
(Bleomusin) :

Psogalen tiirevieri ve mitomisin C Zineftlerde ¢apraz baglanu
gibi antibiyotikler

Dimer olusum yerlerinde DNA ve RNA sentezi durur. Hem E. w4 hem de
mayalarda bir flavin gerekdten enzim olan fotoliyaz (photolyase) siklobiitil
baglantlaries dogrudan koparmaktadie, Bu enzitn normal gorinile (visible) 1518
ihtiyag duymaktadir. Bu sekildeki enzimatik dizeltme de fotoreaktivasyon olarak
ifade edilir. Ancak, DNA’daki, hasarlarin ¢ogu direkt olarak onaridamamaktadir,
Bunlarn onarimi igin degisik yollar gelisticiimistir,

Pitinler pirimidinlere gére UV radyasyonuna daha az duyarl olmalarina ragmen,
kaynaklanan hasarlar degigik sekilde olmaktadir. Bunun en gizel Ornefi
kendiliginden olugan depiirinasyondur. Bu olayda piirin bazlar seker ve fosfat
iceriklerini molekillde birakarak DNA’dan ayrdmaktadse. Béylece bunlarin aysldifn
bolge bos kalmaktadie. Hesaplamalara gore bir memeli hiicresinde bir giinde, ortam
"sartlazt deffismemis olsa bile yaklagik 10.000 plirin molekild DNA’dan uzaklagarak
orada aptrinik bolgelerin olusmasina neden olmaktadit. Bunlardan bagka bazt
azotlu kimyasal ajanlar, bazt kompleks organik bilegikler (aflatoksing, geriye
dontistimsliz olarak plrinlere baglanie veya piirin halkasini bozatlar. Bunlara ilave
olarak, iyonlastirict radyasyon da piirinlerdeki imidazol halkasimn bozulmasina
neden olmaktadir (Brown, 1998; Konuk ve Turan, 20003,

Depitimidasyon olay1 ise ¢ok nadix olarak gérikmektedir. Ancak, sitozinin amino
grubu 37 °C’de kopmaya ok efilimlidir. Amino grubu ayrildiktan sonra da sitozin
urasile dontgmektedir. Eger bu duruma gelmis hasar onartlmazsa A:U baz ¢ifd
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G:C ile yer defistmis olacakur, Bifindigl gibi DNA hatalart efer diizeltilmezse
bunun sonucu mutasyondur Lodish 22 ar&., 2000).

E. coki bakterisinde olusan defisik arwzalarda hatali bélge bir segment halinde
kesilerek cikartlie ve yeniden sentezlenen dogru iplikcik parcast onun yerine
yerlestirilir. Hatanin  belitlenmesinde  spesifik  bir  endonukleaz enzimi g
gormektedir. Bu enzim en azindan bes farkll amzay tanmmlaytp  tamir
edebilmektedirler. Depilirinasyon veya pirimidin deaminasyonu ile olugan arizalt
béigede olugan yark tanunlandiktan sonra bu boélge ekzoniikleazlar araciligiyla
uzaklagurilmakta, tamir igi DNA polimeraz [ ve DNA ligaz enzimleri tarafindan
tamamlanmektadir (Lodish ze ark., 1998). '

Ozel bir tamir mekanizmast ise UvtABC olarzk adlandirilmaktadir. Bu
mekanizmada birgok kimyasal madde igin icine girmekte ve timin-timin dimerlexi
tamir edilmektedir. Ayrica, diger baz kimyasel maddelerin  eklenmesiyle
{(metilkolenteren gibi kanserojenik bilesikler) ortaya gtkan yapsst degismis bazlarm
olusturdugu arizalar da yine bu mekanizma ile onarilmaktadir. Bu tip onarimin
baslayabilmesi icin Gncelikle hasatli bolge bulunur. Bu iste UyrA ve UveB adh iki
protein gérev yapmaktadir. Once protein bu boigeye baglamr ve DNAmin kusom
olarak sarmals agilir. Bundan sonra, fi¢inci protein olan UvtC diger proteinlere
baglanarak arzali bolgenin etrafinr sarar. Buradaki 12 niikleotitlik bir patca kesilip
gikardir ve arizalt bolgeye uygun dizilisteki parca yerlestirilir. Burada cikarlma
isleminde helikaz II  enziminin  yardim: vardw. Daha sonra boslupun
doldurulmasinda da DNA polimeraz I etkilidic. DNA ligazlar da parcanin
birlestirilmesinde rol oynamaktadir. Onarim islemi tamamlandiktan sonra da
UvrABC proteinleri proteazlar tarafindan sindirilerek ortadan kaldirdmakracr
{Darnell ve ark., 1990, Lodish ze ark., 1998).

Okaryotik hiicrelerdeki DNA tamir mekanizmasina ait enzimlerin hepsi heniiz
kesfedilmemekle birlikte, tabii olarak olugan mutasyonlar Skaryotik DNA-tamir
mekanizmastin aydmlauimasinda yardimet olacak gibi gdriinmektedir. Ornedin,
insanfarda kalitsal bir hastalik olan kseroderma pigmentozum’lu hastalar dexi
kanserine oldukca fazla bir efilim gdstermektedir. Bu hastalardaki hiicrelerde
UV’ye baglt olan DNA hasarinmn giderilmesinde bir kac delil elde edilmigtic. Bu
delillere gore, UV etkisinden sonta DNA’nin tamir edilmesi icin bir kac farkh
enzime ihtiyag duyulmaktadir. Bundan baska bazi kalitsal hastalga sahip olan
hastalarda da kanser olusumuna bir egilim gorilmiistiic. Bu da muhtemelen bu
hastalarda DNA tamir mekanizmasinin bozuklugundan kaynaklanmaktadir,

12.6. Genetik Sifre (Kod) ve Evrenselligi

Nikletk asitlerin organizmalardaki genetik maddeyi teskil ettifi, DNA {izerindeki
belirli dizilerin genleri, genlerin de proteinlerin yapimini sagladiklart ve proteinlerin
gesitli sekillerde bir araya gelerek enzimleri olusturdukiart anlagidikran sonra, iki
bityitk makro-molekill olan niikleik asitler ve proteinler grubu arasindaki baglantty:
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anlama cahismalart hiz kazanmistir, Proteinletin en dnemli ortak Szellifi, amino asit
adt verilen belitli say1 ve cinste yapt taglarindan olusmus olmalari ve diiz zincir
seklinde uzayabilmeleridir. Proteinlerin yapisinda 20 cesit amino asit vardir.
Bunlanin dizilis siralari o proteinin kimyasal &zelligi ve biyolojik fonksiyonunu
belitleyen en dnemli faktdrlesden biridir. Oyleyse, her iki molekiiliin zincir seklinde
olmasindan dolays, genlerdeki nikleotidlerle proteinlerdeki amino asitler belithi
kurallara gore birbirine uydurulabilmelidir. Genlerin molekiler yapilart ve protein
biyosentezi, genletin izolasyonu ve klonlamast ve proteinlerin yapilar kitabin diger
balimlerinde detayh olarak iglenmistir (bkz. Bolim 13, 14 ve 24).

DNA’nin ve genetik kodon tablosunda verilen kodonlarin (bkz. Boélim 13) biitlin
canllarda aynt olmalart ve benzer sekilde ¢aligmalarindan dolayr genetik gifre
evrenseldir. Genetik kod i{zerindeki caligmalarda bazi aragtirctlar sistemnatik
bakiundan birbirinden uzak olan canllara ait sifrelerin  benzerliginin
karsdastirtlmasint amaclamiglardir. Yapilan deneylerden elde edilen bazm sonuglar
soyle bulunmustur:

¢ Hayvansal viraslerin niikleik asitlerinden hazirlanan preparatlatla bakterileri
enfekte etmek mimkiin olmustur. Bu dugymda bakteri hiicresi upkt bir
baktetiyofaila enfekte olmus gibi viral polipeptidler sentezlemeye baglamustar.

¢ Bitkilerde hastalk yapan virlisletin niikleik asitleri, bakteri viriislerinin
&ziitlerinden hazulanan yapay ottamlarda yine normal biyolojik fasliyetlerine
devam etmiglerdir.

¢ Cok defisik kokenl kaynaklardan elde edilen yapay ortamlar sanki bir
kokenden gelmiscesine davranmuglardir.

¢ Degisik organizmalarin hticrelerinden hazirlanan ortamlara, mRNA molekiili
ilave edildiginde, hepsinden benzer sonuglar elde edilmistir.

¢ Bakteri, bitki veya diger canllardan izole edilen genler (belith uzunlukta ve
dizilis sirasinda DNA pargalart) bitkilere veya diger canl: tiirlerine aktarddifinda
donodr canlida ortaya koydugu sonuglar, aktarlan canlida da ortaya koymugtur.

Biitiin bu bilgiler 15131 altnda genetik kod ile ilgili su suellikleri swalamak
miimkiindis:

¢ Her bir gifre G¢li nikleotd grubundan (kodon) (6inek: AAA veya AGC)
meydana gelmektedir. Fakat, bir kodondaki ligiineli baz daha az spesifiktir,
Yani amino asitler sifrelenirken efer birden fazla kodon bulunuyorsa cesitlilif
genelde lgiinci bazdaki degismeler saglamaktadir.

¢ Her Gclii kodon bafunsizdir ve bazs virlisler haric nikleotidlerde st iiste
gelme s6z konusu degildir.

4 Bazt amino asitler birden fazla ¢kl nikleoud tarafindan sifrelenebilir,
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¢ DBelirli bir triplet, birden fazla amino asiti gifreleyemez.

¢ Bau sifreler amino asitleri sifrelemezler, protein sentezinin baslatilmast ve
sonlandiimas: gibi islevleri yerine getirirter,

12.7. DNA Uzunluklar ve Bilgi Kapasiteleri

DNA’min uzunlugu canbidan canhya degisebilir. Bir bakteriyofaj DNA’st ortalama
10 pm uzunlugundadie. Bakterilerin IDNA’st ottalama 1 mm, insanin bir hiicresine
ait DNA uvzanlugu ise yaklastk 100 ¢, yani bir kromozomdaki ortalama DNA
uzuntufu 2 cm’den biiyik kabul edilmektedir. Bu duruma gdre, bir bakted
DNA’sindan 1.000 sayfalik, insanin bir hiicresinde bulunan DNA’dan da her biti
en az 20.000 sayfadan olusan 46 ciltlik (yaklagk 1.000.000 sayfa) bir bilgi
depolanmugtir. Canldarin biitin canlddk faaliyetleri, kimyasal, fiziksel ve psikolojik
(ndrolojik temele dayah olanlar) ozellikleri ve fonksiyonlarmnmn tamami bu bilgi
deposunun denetimi ve yonetimi alinda ylritilmektedir (Brown ve Brown, 1999).

Hiicrey: yoneten genetik bilgi ‘bireysel bilgl’ ve ‘toplumséal bilgl’ seklinde de
diglinilebilir. Hicre kendi organellerinin kurulus ve isleyisine, yani yasama,
biiyime ve {Ureme gibi biteysel ihtiyaglazin giderilmesine bireysel bilgi ile
hitkmetmeltedir, Bununla beraber, o hiictenin de bir iyesi bulundugu
organizmarun bitlin hiicreleri ile ilighi kurmasina, tiim organizmanin yonetimindeki
hiyerargiye itaat etmesine, gerektifinde ona katkida bulunmasma yarayan genetik
bilgi grubu da toplumsal bilgi icerisinde degerdendirilmektedir.

Cok hiicrell bir organizmanin icinde yasayan hilcrelerdeki toplamsal genetik bilgi,
bireysel genetik bilgi kadar Snemlidir. Hiicrenin farklilasma ve yaslanma siirect
icerisinde hiicre yaginmn gerekirdifi fenotipik ézelligi kazanmast igin sirasi gelen
genler agilmakta ve islevlerini yerine getirmekteditler. Isi bitenler tekrar kapatdip
inaktif olurlar, Béylece, bir hiicrenin hayatt boyunca kendi mikroskobik cevresinin
gerekleri ile icinde yagadigt organizmanun istelderi dofrultusunda uyumle bir sekilde
calismaktadie. Tiim organizma, her organindan bekledigi gérev ve fonksiyonlar her
an ona belith yollarla duyurur ve ondan kargiliging bekler. Biyimesi gereken bir
organda, yaralarin yeni hiicre rejenerasyonu (boliinmesi) ile kapatdmas: gereken bir
dokuda hiicrelerin ¢ogalmast istenir ve hiicre hayat déngilisiini yeniden baglatiarak
hiicreler yetéri kadar boliniir ve yara kapatilir. Yeteri kadar biyiiyen ve yaptst
tamamlanan bir organda hiicrelerin béliinmesi yavaglar ve ancak dlen hiicrelerin
yetine onlarin boslugunu dolduracak sekilde bslinme saglaniz. Iste, bunlatin hepsi
de toplumsal bilgi dedifimiz bilgiyle saglanir. Bu bilginin igletilmest de belirli bir

dilzenle, hormonal sistem ile saglanir.

Bilgi kayiplarinda veya bozulmalarinda ise o hiicrede hastalik dedigimiz olay gelisir,
boylelikle hiicre(ler) dlebilir. Bu darumda genellikle tiim organizma zarar gdrmez
ve Olen hiicrenin yerine yenisi yapshir. Ancak, hiicrede toplumsal bilgide bir degisme
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veya kaybolma olmugsa ve genellikle hormon iretimi bakimindan kendi
otonomisini kazanmugsa viicudun genel kontroliinden gkar ve kontrolsiiz sekilde
bityiime ve boliinmeye baglar. Orpenizma istemedifi halde hiicredeki bolinme
devam eder. Bu durumda hicre kendisine gelen sinyalleri de alamaz. Bupun
sonucunda da organizma igerisinde bir anarsizm ve kaos baslar. Iste bu durumda
da o hiicre habis (sarkomn=kanser) bir timér hiicresi haline gelmis olur.

12.8. Bitki Hiicrelerinde DNA’nin Bulundugu Yerler

Okaryotik hiicrelerde bircok osganel bulunmaktadir. Bir hiicredeki DNA’nin biiyiik
bir kismu cekirdekte bulunut. Bu DNA’ya niiklear DNA veya kromozomal DNA
denir. Kromozomal DNA’ya ilave olarak bitkilerde sitoplazmada plastidler ve
mitokondri olmak tizere 2 farkls yerde daha halkasal yapida DNA bulunmaktadir.
En cok incelenen plastid olan kloroplastlardaks DNA’ya ‘kloroplast DNA’
(ctDNA) ve mitokondrideki DNAya ise ‘mitokondriyel DNA’ (mtDNA)
denilmektedir (Palmer, 1985; Martin ve Herrmann, 1998; Brown ve Brown, 1999,

Bitkilerde ve diger dkatyotik canllarda DNA miktars genellikle pikogram (pg),
megabaz niikleotid ¢ifti (Mb), kilobaz niikleotid®cifti (kb) veya baz ifti (bp) ile
ifade edilmekte ve genellikle verilen deger hiicrenin haploid genomundaki DNA
miktarins ifade etmektedir. Bir pg (1012 g) (bkz. Bokim 12.10) DNA’nin yaklagtk
kac Mb niikleotid ciftine esit oldugu konusunda farkls bilditimler meveuttur. Bir
Mb 1000 (10% kb veya 1 milyon (109 ntikieotid baz ¢iftine (bp) esittir. Bu miktar
DNA Bennett ve Leich (1995, 1997)e gotre 980 Mb’a, Moote v¢ ark. (1995)’na gore
269 Mb’a esittir, Yani iki bildicim arasinda yaklagtk 4 kat bir fark vardur. Bagka bur
ifade ile 1 pg’lik DNA Bennett ve Leich (1995, 1997)e gbre 980x106 (980 milyort)
bp ihtiva ederken, Moore vz ark. (1995)e gére 269 milyon nitkleotid ciftine egittir.
DNA’da iki baz arast mesafe 3.4 A® oldugu bilindifine gore pg olarak bilinen bir
genom hacmi molekiiler uzunluk (¢m veya mm) olarak hesaplanabilmektedir. Buna
gore bir milyon bazlik bir DNA diiz yapida 0.34 mm uzunluga sahiptir,

12.8.1, Cekirdek DNA’s1 (kromozomal DINA)

Qeldidek DNA’st, bélinmenin belirli devreleri hatig, genelde kromozomal yapida
bulanue. Bir DNA ile krotozom arasindaki iliskisi Botim 12.9 ve Sekil 12.10°da
gosteritmistir.

Poliploidi olmazsa, hethangi bir tiriin IDNA oram bireyleri ve dokulart arasinda hig
degismeden nesilden nesile ayni kalir. Bu sabite, canlinin beslenmesi, biiylime
derecesi ve yag: gibi etkenlere de baglt degildir. Ancak, hilcrenin bolinmeye
hazitlandiyy zaman DNA miktart, hticre hayat déngisinde interfazin S (sentez)
safhasinda iki katina ¢ikar. Boylece, olusacak iki yaviu hticre icin de ¢ekirdek igerigi
hazirlanmis olur. Bolinmeden sonra da IDNA miktart eski haline déner. DNA
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miktarmdaki bu diizenlilik, kalitsal maddenin depolanmasinda. ne derecede dnemli
bir rol oynadigins ortaya koymaktadir (Brown ve Brown, 1999).

Giiniimiizde arttk bitki tlir ve gesitlerini birbirinden ayirt edebilmek icin gekirdek
DNA’st miktarlart tespit edilerek ok saglikl neticeler ahinabilmekeedir (Babaoglu e
ark., 1998). DNA miktanint ifade ederken kromozom sayst ile karistizlmasim
6nlemek amaciyla ‘C defert’” (‘C’ sabite manastnadir) ortaya atilmustir (Bennett ve
Leitch, 1995, 1997; Babaoglu »e ark., 1998). Replike olmamus haploid sayida
kromozoma (normal mayoz bélinme sonucu-olugan tetrad niikleuslart gibi) sahip
bir bireyin (6rnek: musir, n=10) gekirdegindeki DNA miktarina 1C, replike olmus
diploid (2n=20) yapidaki (mayoz bélinmenin pakiten safhasinda oldugn gibi)
DNA miktarina ise 4C degeri verilmektedir (Bennett v¢ ark., 2000).

Hayvanlar i¢inde memeliler, kuglar ve surungenler bitkiler icinde de aqik
tohumlularda (gimnosperm} tirler atas: genom hacmi bakumndan fark azdie
Bunlardan kiiltirii yapilan bitki tirlerinin de iginde bulundugu angiospermler,
Gzerinde en yogun calismalanin yapildigt taksonomik grup olup, DNA miktarlan
bakimindan genis bir varyasyon gostermektedir.$u ana kadar angiospetmlerden
2500 civarinda tiriin DNA miktart tespit edilmistic. Bu miktar yaklastk 250.000
tirl iceren diinya angiosperm florasiin %1'ine karsihdk gelmektedir (Bennett ve
Smith, 1991; Bennett ve Leitch, 1995, 1997). Bitkiler iizerine radyasyonun, ozon
tabakasindaki incelmenin ve global 1stnmann etkisini arastrmada cekirdek DNA-C
degerlerinin Snemli bir ézellik olabilecedi, molekiiler caligmalarda cekirdek DNA’s:
miktarmun bilinmesinin bir tirin gen kitiphanesini olusturan klon sayisiin
tahmininde aragtirscdara 151k tutabilecegi bildirilmektedir (Bennett ve Leitch, 1997).
Bazi tlirlerde elde edilen DNA-C defesleri kromozom sayilaryla birlikte Tablo
12.8°de verilmistir.

Su ana kadar Bennett ve Smith (1976), Bennett ve Smith (1991), Bennett ve Leitch
(1995, 1997) ve Bennett ve ark. (2000) tarafindan derlenerek yaymlanan DNA-C
degerlerinin yaklagik %851 mikrodensitometri metodu kullanttarak tespit edilmistir.
Son yillarda ise flowsitometri metodu daha fazla kullanidmaya baglanmisur.
Flowsitometri metodunun en biyik avantaji cok fazla sayida érnegin hizli bir
sekilde hazirlanmast ve analiz edilmesidiz, Hiicre DNA miktarin: dlemek icin
boliinmekte olan hiicrelere ihtiyag duyulmaktadir. Yine flowsitometri ile genom
hacmindeki ok kigik farklliklar bile yiksek hassasiyetle arastizlabilmektedir,
Flowsitometri benzer birgok ornekle ilgili kalitatif calsmalarda, drnegin Mediazo
titlerinin - ekotiplerini veya degisik populasyonlar,, musirda Fi hibritlerd ile
kendilenmiy hatlarmn karsilagtiimasinda bagaris sekilde kullantlnugtir (Bennett ve
Leitch, 1995).

DNA-C degerindeki varyasyonlar tiirler atasinda, bir tiir igindeki varyasyona gére
daha fazla bulunmustar. Ayrica, yapilan ¢alismalarda DNA miktarinin fazlalig veya
azliginin organizmanm karmasiklilgiyla veya kromozom saystyla orantlt olmadigs
tespit edilmigtir (Tablo 12.8). Bu bakimdan DNA-C degerinin ¢cok yiksek ve cok
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diastk oldugu tigler arasinda ortaya cikan varyasyonun sebebinin genom iginde
tekrarlanan DNA dizisinden kaynaklandsgy bildiriimistic (Bennett vé Leich, 1997).

Okaryotk bir genom i¢inde tekratlanan DNA dizilerini, 1) tekli kopya dizileri
(single copy sequences), 2) orta derecede tekrarlanan diziler (middle repetitive
DNA) ve 3) yiksek derecede tekratlanan diziler (highly repetitive DNA)
olugtugmalktadie (Hartl, 1994) (Tablo 12.9),

Tablo 12.8, Degisik bitki titlerinin hilcre ¢ekirdegindeki kromozom saydar ve DNA
miktarlan (Bennett ve Smith, 1991; Bennett ve Leitch, 1995, 1997; Beanett # ark., 2000)*.

Kromozom DNA miktar
$ay1st {(pg=10"2g)
Tiix Familya (2n) iC 4C
Hepiopappus grasilis Compositze 4 0.9 37
Avrabidspsis thaliana Cruciferae 10 02 0.6
Citras sinensis Rutaceae 14 0.4 1.6
Hordenm vujgare Graminae 14 5.1 20.2
Pisme sativan Leguminosae 14 4.3 17.1
Cicer arielinum Leguminosae 16 6.8 3.1
Beta sufgaris Chencpodiaceae 18 .8 34
Visenm album Loranthaceze 20 90.8 363.1
Zea mays Gramineae 20 2.4 9.5
Phaszolus valparis Leguminosae 22 0.6 2.4
Capsicuns annuun Solanaceae 24 3.8 15.0
Orysa sativa ssp. indica Gramineae 24 0.5 1.9
Helianthus annmus Compositae 34 3.3 13.2
Brassica neapus Cruciferae 38 1.3 5.1
Triticurs agestivur Gramineae 42 18.1 72.2
Nicotiana tabacuiy Solanaceae 48 44 17.5
Solanum tnberosuns Solanacese 48 1.8 7.2
 Agave americana Agavaceae 60 31 12.2
Ipomea batatas Convolvulaceae 90 1.7 6.6
Acacia raddiana Leguminosae 104 1.9 7.6
Bischefia javanica Euphorbiaceae 196 19 74

*Kromozom saydanna gore sualanmustar.

Tekli kopya dizileri genomda bir veya iki defa tekrarlanirlar. Fonksiyonel genleri
kodlayan diziler bu siufa girerler. Fakat, cogunlugu genik (genle ilgili) olmayan
dizilerdir. Orta derecede tekratlanan diziler genelde genom iginde 10-1000 defa
tekrarlanuglar, Baz dizilert 100 bp de 5000 bp (5.0 kb) arasinda degisic. tRNA,
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tRNA ve nusizda depo proteinlerini olugturan diziler bunlara Grnektir. Yiksek
derecede tekrarlanan diziler ise en ¢ok gorilen dizilerdir. Genom icinde 100.000-
1000.000 defa tekrarlanabilitler. Uzunluklars 5-300 bp arasinda degisebiliz. Tandem
tekrarlamalar  halinde, ATTATA, ATTATA, ATTATA // ATTATA gibi
bulunuriar. Tandem tekearlanan DNAva uydu  {satelit) DNA  denilit ve
sentromerlerle telomerlers icine alw, Transposable elementler ise g¢ekirdek
genomunun cok Snemli bir kismint olusturan, bir bolgeden diger bolgelere hareket
edebilen (kromozom i¢i veya kromozomlar arast) DNA parcalasidir. Bunlar da
gesitl genlert kodlayabilirler.

Tablo 12.9. Baz tiderde DNA sekanslarnm éagﬁlum (Brown ve Brown,
1999). s

Tiir Dizi Daglhml Dagilim (%)
Bakteriler Tekh kopya : ' 997
insan Tekli kopya 70
Orta derecede tekrarlanan diziler . 13
Yitksek derecede tekrarlman diziler =~ 3
Pamuk Tekli kopya 81
Orta derecede tekmrlanﬂn diziler 27
Yitksek derecede tekratlanan du;}er 8
Mistr Tekli kopya 30
Otrta derecede tekrarlanan diziler 40
Yitksek derecede tekrarlanan diziter 20
Bugday Tekli kopya ' 10
Orta derecede tekratlanan diziler 83
Yiiksek derecede tekrarlanan diziler 4
Arabidapsis thalkiana  Tekli kopya 55
Orta derecede tekrardanan diziler 27
Yiiksek derecede tekrarlanan diziler 10

Tekrarlanan DINA dizilerinin ¢ogu genle ilgili degildir veya bunlazm transklépsiyomz
olmaz. Birgok durumda bu dizilerin, genom iginde yalngzea replike olabildikleri i 1g1n
tutulduklars gérilmektedir. Tekrarlanan dizilerin bulunduklan organizmalas icin
fonksiyon olarak genik dizilerle aym énemde oldufu ve murajenik aktivitelerinin
populasyonun potansiyel gelismesine katkida bulundugu ileri stiriilmiistir. Bununla
birlikte, bazen populasyonlann uyum giictiniin kaybolmasina sebep olduklarina dair
Ornekler de gorillmiistir. Bu konular hala arasurlmaya devam edilmektedir.

Genle ilgili olrayan DNA orant en biyik C deferine sahip bir angiospermde
niklear genomun %90 hatta %99’ana kadar ulagabilmektedir. Nitklear genomda
miktar ve orant degisen ve transkripsiyonu oltnayan DNA dizisine genik olmayan
Tunk DNA’, ‘ise yaramaz DNA’, ‘bencil DNA’, ‘parazitik DNA’ veya ‘kor DNA’
gibi degisik simler veritmistir (Bennett ve Leitch, 1997).
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12.8.2. Organel genomlarn (sitoplazmik genomliar)

Okaryotik canllarda bir ok karakter gekirdek genleriyle belitlenmekte ve Mendel
kalitimu gostermektedir. Bitkilerde dier canlilardan farkl olarak (belki de daba
kompleks) gekirdek diginda, sitoplazmada 2 yerde daha genom bulunur. Bunlar
organel adiyla adlandirtlan kloroplast ve mitokondridir. Yap: olarak prokaryotiatin
(6raek: bakter) genomlarina benzerler ve ribozomiart vardir. Mendel kalitir
yetine sitoplazmile kalittm gdstetirler. Her iki organelde de kaliumda ananin katkist
daha fazladir. Genellikle kloroplast genomu mitokondriyel genomdan daha
biytktiir, Kloroplast DNA (ctDNA) ve mitokondriyel DNA (mtDNA)larn (Sekil
12.92b) en onemli islevleri fotosentez (ctDNA) ve solunumla (mtDNA) ilgili
genleri barmdirmalars ve translasyonda gdrev almalaridie. Bu organellerde bulunan
genlerin gekirdekte bulunmamasi da ilgingtir. Fakat bazi islevlerde cekirdek
genleriyle bir paylagim halindedirler. Organellerde DNA replikasyonu yapildikian
sonra DNA yeni tretilen yavru organele aktarthr (Tartl, 1994).

(@) (b)

Klorpst Mitokondri

12.8.2.1. Kloroplast DNA’s1 (¢tDNA)

Bitkilerde sitoplazmada bulunan plasddler a) kloroplast (igikta yetisen yesil
bitkilerde), b) etiyoloplast (karanlikta yetistirilen bitkilerde), c) kromoplast (sentez
ve karotenoitlerin depolanmasinda) ve d) amiloplast {(nigasta depolamasinda) olmak
tizere farkli tipte olabilmektedir. Bir bitkidek: tim plastidier aym genoma sahiptir.
Sadece sitoplazmada plastid genomlarinin farkll kopyalart bulunabilir. Plastid
genomuna plastom da  denilmektedir, Plastom DNA%t tekrarlanan  diziler
bakimindan 3 gruba ayilmaktadir. Birinci grup plastidlerde (bazt baklagilies) ters
tekrarlanan (aynt dizi ards ardina, bir dodru bir ters) dizier bulunmazken, 2. grup
genomiarda (hemen hemen biitin bitkiler) ayni1 dizinin birbirine ters tekrarlanan
kopyalart bulunur. Ugiincii grup plastidlerde de {cok nadir gériiliir) bir biri ardina
tekrarlanan (tandem) diziler bulunabilmektedir. Plastidierin kalittmm ¢ofuniukia
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ananin kontrolil altinda olmasina ragmen bazi tirlerde (Srnek: gam, yonca ve
cavdar) kalitim baba tarafindan kontrol edilmektedir (Palmer, 1985; Martin ve
Herrmann, 1998).

Kloroplastlar plastidlerin 1sikta olusan ve fotosentez yvapabilen formlaridu.
Uzerinde en gok caligilan plastid DNA’st Kloroplast DNA’s1dir (Sekil 12.9a). 1960’k
yillarda, ¢ekirdek DNA’sindan farkh Szelliklere sahip bir molekil olarak ortaya
ckartmistr. Gilintimizde titin, nusw, ¢eltk gibi bitkilerin plastid genomlarin
tamnaminin Szellikleri ortaya konulmugtur. Martin ve Herrmann (1998)a gdre
tamamen fonksiyonel bir kloroplast genomu 120-160 kb uzunlugunda tek bir
dairesel DNA molekiiliinden olugup, Gzerinde yaldagtk 60-80 gen bulunmaktache.
Buna karsihik tek hilcreli bir siyanobakteri olan Syneshecyyszisin kloroplast genomu
ise 3168 protein iiretebilmekted:r.

Yiiksek bitkilerde ctDNAmn aymu kloroplast icinde ¢ok fazla kopyass bulumbiln
Ayrica bir sitoplazma iginde birden fazla (20-100) kloroplast bulunabilmektedir
(Hartl, 1994). ctDNA ile ¢ekirdek DNA’sinmn genetk sistemi birbirinden oldukca
farklidir. Fakat bitkilerde fotosentezden sorumlu genler hem ¢ekirdelk DNA’st hem
de Kloroplast DNA’s: iizerinde paylagimis olarak bulunmaktadir. Fotosentez
enzimi olan Rubisco (tibiiloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz) her biri 2 alt
ipiteden olugan 8 kopya halinde sentezlenir. Bunlardan kiicik olant (rbceS)
cekirdekte, daha biiyiik olans (rbel) klotoplastlarda sentezlenir (Brown ve Brown,
1999).

cDNA'sinin G+C igerifn farkll tirderde farklilk gOstermesine karsin, dedisik
ctDNA EewRI restriksiyon endoniikleaz enzimiyle pargalandifinda higbirinde
normal olmayan fragmente rastanidmamistr. ctDNA’sinm diger Snemli bir 6zelligi
de molekiilde hig metillegmis baz icermemesidir. Bu da DNAnin renatiivasyonunu
oldukea kolaylagtirmalktadie. ctDNAsinn blyikligi de farkldiklar géstermektedir,
Halkasal molekiil oldukea sika gekilde kapanmss bir siiper-sarmal olustarmaktadur.
Bu molekilin en iging Szeliiklerinden birisi de, (Srnegin bezelyede) yapisinda
yaklagik olarak 18 ribontkleotid igermesidir. Kapalt yapidaki DNA molekiiliiniin
alkali-labil bolgesinin varhigina bagh olmaktadir. Bundan bagka pankreastan elde
edilen RNAaz ve RINAaz Tvin bu molekiili centikleyerek acmast, bu DNA'ya
ribontkleotidlerin girdiFini ortaya koymaktadir.

12.8.2.2. Mitokondri DNA’s1 (mtDNA)

Mitokondriyel DNA (Sekil 12.9b) kiicik halkasal yapidaki ikili bir sarmaldan
olusur. Ayrica, gekirdek DNA'sindan farkl yogunluk ve baz dizilisine de sahiptir.
Bir hiicredeki toplam DNA miktatinin yaklastk %10 kadarint tegkil eder.

Yiiksek bitkilerde, mtDNAnin mitokondsi icinde birden fazla dairesel molekil
kopyast ve birden fazla mitckondri (2-10 kopya) bulunabilmektedir. Bitki
mitokondriyel genomlart 200 kb’den 2600 kb’ye (6rnek: patateste 200 kb, kavunda
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2000 kb) kadar degisebilmektedir (Backert ve ark., 1997). Mitokondriyel DNA’da en
fazla solunumla ilgili genler bulunmaktadir. Bitkilerde hastalikiara dayaniklidlik
genleri ile kisulik (sitoplazmik erkek kisitlk = cms) genlerinin de mtDNA’da
bulundugu bildirilmektedir (Martin ve Herrmann, 1998).

12.9. DNA Kromozom lligkisi (DNA’dan Kromozoma)

Okaryotik canllarda politen kromozomlart har¢, bir ktomozom genellikle cok
uzun bit DNA molekiilinden olusur (MHartl, 1994). Drosophila ve diger bazi a
kanath sineklerde vaklagtk 1000 DNA molekiiliinden olugan ve politen
kromozomlart denilen dev kromozomlar bulunmaktadie. Genel olarak bir
kromozom, histon proteinlerine sarilmis (topa sarlmis ip gibi), genellikle kesintisiz
cift zincirli bir DNA molekilintin olusturdugu yapilarm (niikleosom) diizenli
olarak bir araya gelmesiyle (kromatin lifi} ortaya citkmaktadue (Sekil 12.10). Bir
kromozomun cok bityitk bir kismnint histon ve histon olmayan proteinler (Yo07) ve
DNA (%27) ile RNA (%6) olustorur. Bir insanda toplam DNA agurhig yaklagik 10
g olmasma ragmen uzunlugu 2x10% m’ye ulagmaktadir. Bu da giinese yaklagtk 100
defa gidip gelme mesafesine egittir (Lloyd, 1986).#

Histon proteinlerinin  biylik ¢ogunlugu hiicre déngiisiindeki §  evresinde
© sentezlenmekte ve DNA ile bidiktelik olusturmak amactyla hizhez niikleusa
girmektedir. Az bir miktari da dénglideki diger evrelerde sentezlenmekte ve bunlar
muhtemeten DNA tamiri veya transkripsivon esnasmnda kullandmakeadir. DNA
sentezinden bir ka¢ dakika sonta 2 nm ¢apindaki ¢ift zincirlt DNA (100-200 bp),
her birinden ikiser molekill olmak izere H2A, H2B, H3 ve H4 histon
proteinlerinin bir oktamer etrafinda kivedmasiyla 10-11 nm ¢apindaki niikleozomlar
olusmaktadir (Sekil 12.10} (Moore ze ark., 1995).

Histonlar 100-200 amino asitten olusan kiiciik proteinlerdir ve binyelerinde cok
miktarda lisin ve arginin bulundugundan pozitif yikludiirler. Bu nedenle negatif
yikli DNA ile baglanabilmektedicler. Ayrica, olusan bu skt yap: enzimlerin
etkisinden de korunmaktadir. Nikleozomlarda histonlara baglanan ve histon
olmayan proteinler de vardir. Bunlar asidik karakterdeki nitkleoplazmin (29 KD,
H2A ile H2B’ye baflanit) ve Nil-proteini (H3 ve H#’e baglanir)’dir. Histon
olmayan bu proteinlerin muhtemelen uzun DNA yanklarmda yapisal iskelet
olugturdugu diisinilmektedir.

Niikleozomlar (solenoid yapiat) arasinda 40-60 nikleotitten olusan bir ayirics
DNA pargast bulunmakeadir. Bu araliktan sonra niikleozoma beginci bir histon
proteini olan Hi baglanmaktadir. Hy proteini bir niikleozomdaki DNA iplikgigini
diger nitkleosomdaki DNA iplik¢ifine baglama gdrevini yapmakta ve boylece
olugan ikili bir yaptya (niikleozom {nitesine) kromatozom adi verilmektedir.
Niikleosomlarin kendi aralarinda Dbelirh  araliklarla bitlesme ve yogunlagma
neticesinde de kromatin lifi denilen daha kalin ve saglam yapilar olusmaktacir (Sekil
12.10).
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Sekil 12.10. DNA'dan kromozomun olusurnu (Moore z ark., 1995'ten degistirilmistic).
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Belirli kogullar altinda izole edilen kromatin materyalinin kalinlastids ve yogunlagtigs
gorilmistir. Bu kalinlagmus lfierde, nukleosomlar solenoid yaptar halinde
bulunmakradie. Kromatin lifleri de younlagarak 20.000 - 100.000 nikleotid
uzunlugunda  kivedmig, ilmikli yapilara (looped domains) déntgmektedir. Bu
yapuarin olugum mekanizmast heniliz bilinmemekle bitlikte, uclarin kromozom
zksindeki proteinlere baglandifn tahmin edilmektedir. Kivrilmis yapilar daha da
yofunlagarak cesith boyama teknikleri ile bovanabilen ve stk mikroskobu ile
gorilebilen kromatini (heterokromatin} olusturmaktadsr, Kromatinin daha az
yogun ve agik formu olan kromatine dkromatin denilmektedir. Okromatin 11k
mikroskobu ile gorilememektedir. Bu durum heterokromatinin  daha fazla
paketlendifinden gérilebildifii ve bu paketlenmenin genlerin belitli donemlerde
aktif hale pecip fonksiyonel olup olmamalars e iligkili oldegu  seklinde
degerlendinlmektedir.

Kromatinler yeni bir organizasyonla daha yogunlasmis ve bir metafaz
kromozomunu olusturan kromatidlere dontismektedis (Sekil 12.10). Kromatin
sentezi incelendifinde interfazin S ajt devresinde egit miktarda DNA ve histon
proteinleri yapilmaktadir. Bu durumda DNA sadece kendisini eglememekte ayni
zamanda histonlarin Gretimini de yapmaktadie, #

Yine, Skaryotik bir kromozomun ucunda bulunan ve kromozomun dengesini
(stabilites) saflayan DNA sekansianna telometler deniimektedir. Telometler
telomeraz enzimi tarafindan kromozom DNA’sinin ucuna ilave edilisler. Bu islem
bir tiir kromozomun difer kromozomlardan ayirt edilmesini saglayan bir iglemdir.
Ciinki, telomersiz kromozomlar birbirleriyle fiizyona girebilmektedirler.

Yeni sentezlenmis bir DNA molekiiliinin nastl paketlendii konusu 8karyotik
hitcrelerdeki genin tarifi acisindan iyi bir Srnektir, Bu paketlenmenin olmamast
durumunda bir ¢ok anormalliklerin olacagl ve genetik materyalin yavru hicrelere
dagiliminin dengesiz olacagt bildirilmektedir (Hartl, 1994).

Kromozomlann ‘sayis;, i¢ dizeni biyikligi ve sekilleri tirler arasinda buyik
farldilldar gOstermektedir. Mitoz profazi sonunda bir kromozomun iki kromatidi
arasinda olusan baglanma noktasina sentromer denir (Sekil 12.10). Seéntromer bir
kromozomun en Onemli bolgesidir. Sentomere kinetokor, kinometr ve primet
konstriksiyon bélgesi gibi isimler de verilmektedir (Elgi, 1982).

Cekirdekteki kromozomlar sentrometlerinin  bulundugu  yere gore asentrik
(sentromersiz), metasentrik (median, sentromer orta noktada), submetasentrik
(submedian, sentromer kollatdan birine yakin), telosentrik (subterminal, sentromer
uglardan birine ¢ok yakin), disentrik (iki sentrometli), polisentrik (ikiden fazla
sentromerli) izo (kromozomun iki kolu birbirinin aynist) ve satelitli (uzun kol, kisa
kol, itkincil yapt ve satelite sahip) kromozom olarak farkll sekillerde
simlendirlebilmektedir (Elci, 1982). Senttomerin iki yaninda kalan lisimlara
kromozom kollart denilmekte bir kromozomeda senttomerin yeri ite uzun kol/kisa
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kol orant siirekli ayn: kalip defismemektedir. Karyotip analizleri sonucu genomun
sitolojik fenotipi ¢ikarilmakta ve homolog kormozomlar dizlem zerinde
gosterilmektediz. Karyotip analizleri ile fir tanumlamast yapilabildigt  giby,
melezlemeler ile orataya ctkan farkldiklar ve ploidi seviyesi dedisiklikleri
izlenebilmektedir (Gupta ve Tsuchiya, 1991).

Son yillarda klasik sitogenetik caligmalardan molekiler sitogenetik cahgmalarina
dogru bir kayma baglamustir. Bu yolda geligtitilen en énemli metotlar; elektron
mikroskobu destekli ve tire has DNA sekanslannin prob olarak kullanddign
floresan 7n situ hibridizasyonu (FISH) veya ebeveynden birinin toplam genomik
DNA’tnin prob olarak kullanddift genomik ## sifw hibridizasyonu (GISH)
metotlaridir  (Sekil 12.11). Molekiiler sitogenetik alaninda GISH ve FISH
uygulamalartyla; bitki 1slahinda, biyosistematikte, genom iligkilerinin tespitinde,
genom karstlagtrmalarinda, introgresyon (bir tiirden az bir miktarda gesmplazinin
bagka bir tire aktarlmasi), translokasyon ve inversiyon, melezlerin ebeveynlerden
farklars, autoploidi, alloploidinin olusumu gibi bir ¢ok konuda kesin ve net
sonuglar alinabilmektedir. Agagida bu metotlaria uygulansiyla iigili bilgiler verilmis
olup, daha fazla bilgi icin bkz. Martin e ark. (1995) ve Bennett (1995).

12.9.1. GISH (genomik in sitx hibridizasyonu)

GISH metodunda bir genomun gesitli enzimlerle kesitmis bir ok tipte etiketlenmis
kiigiik DNA parcalart (toplam genom probu) rasgele difer genomun herhangi bir
yeriyle veya hepsiyle eslesmek Gzere ayni solisyonda yukandaki sekilde melezienit.
Buna iyi bir drnek $ekil12.112°da verilmigtir. Melezleme sonucu Neotiana silvestrisin
tim genom DNA’st prob (sablon) olarak kullanilmig ve Nicotiana tabacm DNA’st
(kromozomlary) ile eglesmesi ve bunun sonucunda da benzer olan ve olmayan
bélgeler ortaya cikardmugte. GISH metodu daha sonra, sadece aymt sekanslara
sahip olan bolgeler disinda kalan ve her iki tiire has bélgelerin etiketlenmis probla
eslesmesine imkan tamuyan bloklama yonteminin bulunmassyla gelistirilerek (Sekil
12.11¢) bir birine gok yakin olan Hordeun: vulgare ve H. bulbosum’un melezlerinin F,
de kolaylikla ayrimunda kullantlmug (Bennett, 1995) ve krossing-over olusumunun
izlenmesinde de faydali sonuglar ortaya koymustur.

12.9.2. FISH (floresan in situ hibridizasyonu)

FISH metodunda sekans: bilinen bir DNA seridi kullandir. Bu sekilde bir genin
klonlamast (bkz. Bélim 13) da yapdabilir. Teknik temel olarak ilk 6nce DNA
sekanslarinin  prob  olusturmak igin  etiketlenmesi (immuno veya radyoaktif
metotiarla), hedef kromozomun acilmasi (DNA’sinin denatirasyonu yoluyla tek
zincieli hale getirilmest) ve sekanst bilinen bir prob DNA ile melezlenmesi
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Sekal 1211 Biki kromozom preparadarun o se melezleme  sonrast flovesan
mikeograflars. (a) GISH metoduyla, florokromla etiketlenmis Nicotiana sifvestris total
genomik DNA’siun Newotiana tabacam kromozomlan ile eslestiriimesi. Kromozomlar
eslesme (homologi) gosteren (DNA dizisinde benzerlik olan) bolgelerde sar renkls,
eslesmenin olmadgt bélgelerde ise kirmrzt renkdi olarak gérilmektedir. Sar renidi bolgelerin
coklugu iki tirin akrabalk duromuenu da ortaya koyabilmektedir (Kenton A., Parckonny
AS., Gleba YY. Bennett MD., 1993, Mol Gea Genet,, 240: 159-169). (b) FISH metodu
kullantlarak Arabidopsise has telomer sekanslansyla (TTTAGGG) eslestiibmis  Nicotiana
spheestris kromozomlart. Probla eslesen bolgeler kirmuzs florokrom Cy3'le boyanmmstr.
(Adams SP., Hartman TPV, Lim KY., Chase MW, Bennett MD,, Leitch I}, Leitch AR,
Proc. Royal Society, baskida). (¢) (Gasteria luisti x Aloe aristatady x Gasteria lutzgi melezinin
kromozomblarnin G, gl genomik DNA’st ile eglestirilmest. Florokromla boyanmus
bolgeler eglesmenin goriddiigh bolgelerdir. G. i genomunun tamarm (4 biyik ve 2
kigiik c¢ifty benzer olarak san renkte stk vermekte, Fy melezinin rekombinant
kromozomlannda ise krossing-over nokealaring gbsteren san ve turuncu renkte segmentler
gorilmekredir. (Takahashii C, Leirch I}, Ryan A, Bennett MD., Brandham, PE., 1997,
Chromosoma 105 342-348). (d) Gemini viriisine ait DNA sekanslanyla eslestirilmig
Nicotiana tabasum kromozomlar, Kiicik 2 ¢ift submetasentsik kromozomun uzun kolunda
sant renkli 2 ¢ift melezlenmiy bélge goriilmektedir (Kenton A., Khashoggi A., Parokouny
A, 1995 Chromosome Res. 3: 346-350). (Fotograflar Prof. Dr. M.D. Bennett ve Dz, Ilia
Leitch tarafindan temin edilmistir),
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esastna dayanir. Daha sonra prob sekanslanyla birbirine uyan (complementer=
tamamiayict) sckanslar eslesir (probla denatiirasyon veya re-annealing). Yikama ve
floresania etiketlenmis (Grnek: konjuge biyotiny prob DNA'mn ilgili seridi e
eslesen verler farklh bir boyaya baglh avidinle baglanarak haritalanie. Bu gekilde
sadece probun-bagh oldugu bolgelerde belli dalga boylarinda sart g1k veren renk
olugumu saglanir, Bu durum da floresan mikroskobu ile tespit edilir (Sekil
12.11b,d). Eger probla eslestriimemis bolgeler propidyum iyodidle boyantrsa
(counter staining) aymi gdrlintd altinda onlar da kirmuziya boyanir. Béylece, hedef
DNA tzerinde prob DNA’nin eslestidi bélgeler sari, diger bélgeler kirmizi renkls
olarak goriiliitler (Bennett, 1995).

12.10. DNA’nin Olgiilmesinde Kullanslan Bazi Birimler! i

DINA uzpnlnfunun ffadesindg;

Baz gifu=base pair (bp)=Cift zincirsi DNA’da birbirine karsilik gelen ik
baz #

Kilobaz cifti=kilobase patr (kb=kbp}=1000 bp.

Megabaz cifti=megabase pair (Mb=Mbp)=1000 kb=1 milyon bp
Angstrém (A0)=101W m

Nanometre (nm)=10Y m= 10 Ae

Mikrometre {um)=10- m

Milimetre (mm)=10- m

i

DNA&RNA kiitlesinin ifadesinde;

Pikogram (pgy=10-2 ¢

Nanogram (ng)=10% g

Mikrogram (ug)=10¢ g

RINA molekesiler adirkg: veya uspnlugnnnn fadesinds';

Niikleotid sayist (nt)
Kilo niikleotid sayis: knt=1000 nt)
Baz cifti (bp) veya Kilobaz cifti (kb)

Protein ve ensimierin molekiler afirlgimen ifadesinde’;
Dalton (Da=D)=gram/mol (=yaklagtk 1 H atomau kiitlesi)
kilo Dhalton (x1)=1000 Da

'Biology Hyper Text Book {1998), htip:/ /esg-www.mit.edw:8001 /esghio/
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12.11. Sonug

Bu bélum yaztirken bir timevarim amaglanmistir. Genetigin ve tim yasamsal
falivetierin temelinde oturan ve 1953 yilinda baslayip hala en Onemii buluglar
arasinda ver alan en temel molekiller olan nitkleik asiterin (DNA ve RNA}
yaptlarindan  baslanmis  ve  kromozomlarla  iliskisi  ortaya  konulmustur.
Kromozomlar {izerinde belitli bolgelerde (lokus) yer alan ve belieli islevleri olan
genlerin (belirhi uzunlukta ve dizilis swasmda DNA pargalart); amino asider,
proteinler ve enzimlerin sentezlenmesi ve buplarin degisik faaliyet ve karakterlerin
ortaya cikmasinda kullanimi, sonugta hep DNA’dan kaynafim almakta, tim
islemler RNA ve diger sitoplazmik organellerin igbitlifiyle sekillenmektedir. Bu
islemler detaylt bir sekilde kitabin diger béliimlerinde verilmigtir.

Bilinen ve killtiire alinmis bitkilerden baglamak suretiyle, DNA dizilis siralarinin ve
bu sealarda genlerin yetlerinin (gen haritalars) tespit edilmesi, gelecekte biiyiik
sorunu teskil edecek olan ekolojik dengenin bozulmasma baglt sekonder
problemlerin ¢oziiminde bize rehberlik edecektir. Yani, kuraklik, artan sicaklik,
fazla nem ve tuzlu sartlarda yetisecek, mikrobiyal enfeksiyonlara daha toleransly,
Gstiin verimli ve disik masrafll daha fazla {rin elde cdebilme yollarm
saflayacaktir. Su anda devam eden caligmalarla, sSkak aydinlanmasinda lisiferinden
oksi-liisiferin olusumunu saflayan enzimin genleri ates boceginden {zole edilip,
titin bitkisine klonlanarak stk yaymast saflanmgnr. Benzer sekilde baa
bakterilerin tiretebildigi biyolojik olarak ayrigabilir plastik Gretiminden sorumlu
genlerin bitkilere aktardmasiyla bitkiler de plastik tretebilmektedirler. Ciinki, bitki,
insan, hayvan, bécek, bakteri, fungus vb. biitiin canlilarin hepsinin farkli vzenluk
ve dizilis sirasinda ama hemen hemen aynt temel fiziksel ve kimyasal ézelliklerde
paylastiklar: tek gey belki de hiicrelerinde bulunan niikleik asitlerdir. Bu nedenle
doku, organ vh. ozellikler bakimindan birbirleriyle uyusmazlik gosterseler de RINA
ve Ozellikle IDNA bakimindan birbirlerine uyumiudutlar. Bitkilerde yapdan bu tlic
uygulamalar da kitabin diger bélimlerinde veriimekeedir.

Bu boélim ile DNA’nminn daha iyi anlagilmasi, cepitli amaglar igin defistirtlip
kullanilmasi, bu kitabin takip eden diger bélumlerine bir temel teskil etmesi, Bélim
13 ve Bélim 14’le birlikte Tirkiye’de bitki genetigi, molekiler biyoloji, molekiiler
genetik ve biyoteknoloji derslerine katkida bulunmak en biyik dilegimszdir.

Bélim yazilirken Stnekler Szellikle bitkilerden verilmis olmasina ragmen, difer
canltlarla bitkiler atasinda DNA’nin yapist ve Szellikleri, kromozomlarin yapist ve
genom organizasyonu bakimindan pek fazla farkin bulunmadiyi da dikkate
alinmahidir. Hatta, bitkilerin bircok (coklu genom yapilati ve déllenme biyolojleri)
agidan daha karmasik olduga soylenebilir,
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Bolum 13
Genlerin Molekiiler Yapilari ve Protein
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13.1. Girig

Canldarda farkli karakterlerin olusumu bilim adamlarinie her zaman ilgisini
gekmistir. Uzun siire genlerin varhifindan habersizee yapilan ¢aligmalar, 6nce hiicre
ekirdeginde kromozomiarin kesfi ve daha sonra genlerin kromozomlar lizerinde
bulundugunun ispatlanmasiyla yeni bir boyuta ulagmustir. Béylece, yapilan
calismalarin cogu genlerin dogal yapilart ve fenotipi nasd kontrol ettikleri izerinde
yoguniasmigttr. Ornegin, nasil oluyordu da bir genin bir alleli bezelyede kinigik tane
tretirken, bir digeri yuvarlak tane olusumuna neden oluyordu? Giliniimizde
aragtirma sonuglarina dayanarak bir hiicredeki bitin biyokimyasal reaksiyonlarin
dzel ¢ boyutlu yapiya sahip enzimler tatafindan katalize edildigl artik
bilinmektedir. Genlerin proteinlerin yaptlaring belicledifi ve hatta proteinlerin
yapdart ile genetik materyalin yapist arasinda diski oldugu gdsterilmigtir.

Gen fonksiyonunun dogas: hakkmda dk ipuclan insanlarda yapian ¢aligmalardan
elde edilmigtir. Yirmincei ylizyilin baglarinda Garrod (1909) bircok kalitsal insan
hastaliklarinin resesif mutasyonlardan kaynaklandigini belirtmigtir. Bu hastaliklarin
baziart direkt olarak temel viicut kimyasint etkileyen metabolik noksanlidklara
dayandirilabilmektedir. Ornein, bir otozomal resesif allel tarafindan kontrol edilen
fenitketonuri hastalifiy; fenilalaninin tirozine cevrilememesinden kaynaklanmaktadir.
Boylece, fenilalanin birikerek zehirli bir bilesik olan fenilpirtvik aside
doniismeksedir.

Ozcan §, Girel E, Babaoglu M (2001) Bitld Biyoteknolofisi 11 -
Genetik Mithendisligi ve Uygulamalari, Selguk Universitesi Basimevi



Genlerin Molekiiler Yapilart ve Protein Sentezi

Bu bolimde genlerin molekiler yapular 6zetlenerek, caligma sisternleri ve protein
biyosentezinde gerceklesen olaylar detaylt bir sekilde incelenecektir.

13.2. Genlerin Molekiiler Yapilars

Genlerin kromozomlar Uzerinde tagindigt ve dogrusal (linear) olarak dizildikleri
1910 yiinda Morgan tarafindan ispatlandiktan sonra, kromozomlardaki kalisal
genetk bilginin ise deoksiriboniikleik asit (DNA) oldugu Avery re ark. (1944)nm
bakterilerde yaptikian transformasyon deneyleri sonucunda ortaya konmustur.
DNA yiiksek molekiler afirha sahip olup, azot bazlart (piirin ve pirimidin) ile’
deoksiriboz ve fosfat gruplanindan olusmakradir. Piirinler adenin {(A) ve guanin (G),

pirimidinler ise sitogin (C) ve #imin (T)'den olusmakradirlar. Bir azot bazinio bir
deoksitiboz sekeri ve bit fosfat grubuna baglandiginda olugan yapiya niikleotid ack
vetilmektedir (Daha fazla bilg icin bakiniz Bolum 12).

Kalitimda DNA'in roli anlagtldiktan sonra, ara;;mr;cﬂar DNA'nmn gergek yapist
buimaya caligmuglardir. Watson ve Crick (1953), DNA'mn bag ciftlerinin hidrojen
baglartyla birbirlerine baglandiklart bir cift helezonvari polmukleotld sarmalindan
olustupunu bulmuglardir. Bazlarin cift olusturma islemi oldukea spesifik olup,
adenin ile timin, guanin ile de sitozin eslesir. Dolayistyla, primidin nitkleotidlerinin (C
ve T) toplamuyla, piirin niikleotidlerinin (A ve G) toplami daima birbitlerine esittir.
Ayztea, T miktart A miktanna, G miketart ise C miktarina daima esit olmasina
ragmen, (A+T) her zaman (G+C)'ye esit olmayabilic Dolaysiyla, bir DNA
sarmalindaki iplik¢iklerin herbiri digerini tamamlayict bir Szellige sahiptic (Bke.
Balim 12).

Bir kromozom biitin kromozom boyunca uzanms olan tek bir DNA molekili
tagimaktadir. Genetik materyalde DNA ile beraber riboniikleik asit (RNA)Yde gorev
almaktadir. RNA, #mzn primidinin yerine srasile (U) ve seker kompleksinde ilave bir
oksfjen atomuna sahip oluguyla DNA'dan farkithk gdstermektedir (Bkz. Bélim 12).

Hiicre bélinmesi oncesinde DNA  molekilinin  kopyas: olusturularak
¢ofaltidmakta ve kopyalar hiicre bélinmesi siiresince yaveu hiicrelere
dagitiimaktadir.  DNA'nn kopyalanma  isleminin  yar-muhafazakar  (semi-
konservatif) oldufu Watson ve Crick tarafindan dnerilmis ve daha sonra bircok
arastirma grubu tarafindan dogrulanmigtr. Buna gore, DNA cift sarmals céziilerek
fermuar gibi agilir ve acilan iplikciklerin her biri kalip gbrevi iistlenerek bunlan
tamamlayan yeni iplikciklerin sentezini saglarlar. Bu islem sonrasinda olusan iki
adet cift sarmal orijinal sarmalin aynist olup, her biri bir eski bir de yeni iplikcikten
olugmaktadit.

Bit gen, bir DNA molekilu uzerinde birkag viiz nikleotid giftinden olusan ve bir
protein Greten pargalazin her birine verilen isimdir. Kisaca, niikleik asit bazlarnm
dogrusal bir dizisi bir araya getirilerek bir amino asit sentezlenir. Daha sonra amino
asitlerin bir dofrusal dizisi birlestirilerek bir protein biyosentezlenir. Dolayisiyla bir
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genin nitkleik asit bazlarthin sirast amino asit gegitlerinin olusumunu ve bunlarin da
bitbiriyle olusturduklart  kombinasyonlar farkit proteinlerin’  biyosentezini
saglamakeadir. Bir protein yaptsal bir Gnite olabilecefl gibi, bazi biyolojik
aktivitelerin baslatilmasini katalize eden bir enzim de olabilir. Proteinin iiretim
islemindeki bir hata veya bir degisiklik, niikleik asit bazlannin graplandirlmasing
degistireceginden, sonucta genin fonksiyonunu degistirerek, mutasyon olugumuna
neden olacaktir. Tiim bu sentezleme islemleri bolimin ilerleyen kisumlarinda
detaylt bir gekilde agiklanmaktadir.

13.3. Genlerin Caligma Sistemleri

Genlerin gercek fonksiyonlarnin ortaya konmasi, Beadle ve Tatum (1940)'un
Nenrospora tizerinde yaptiklars arastirma ile olmugtur. Beadle ve Tatum haploid bir
genoma sahip bir fungus olan Newrospora'nin mutantiarins incelemiglerdir. Tlk olarak
mutasyona neden olmak igin Newrospora'yt radyasyona tabi tutmuslar ve daha sonza
dikkat cekici mutant fenotipleri belitlemek igin askospotlart killtiir ortaminda test
etmislerdir. Caltsma sonunda besin ortaminda bir veya birkag 6zel besin elemend
ile desteklenmeden yagayamayan bircok agxomophlar saptamislardir.  Bitin
durumlarda auxotrophic thtiyaca neden olan mutasyon tek-gen mutasyonu kalstimina
sahip olup, yabani tiple melezlendiklerinde 1:1 orantns vermilerdis.

Mutant irklarin bir seti minimal bir besin ortaminda biiyiiyebilmek igin argininine
ihtiyag duymaktaydt. Bu uklar Beadle ve Tatum'un daha sonraki caligmalarinin
odak noktasint olugturmugslarder. Tlk olarak, arastuscilar bu mutasyonlarin farkh
kromozomlar tzerinde {i¢ ayrt lokusta oldugunu saptamuglardir. Beadie ve Tatum
arg-1, arg-2 ve arg-3 olarak adlandirdiklars bu fi¢ lokusun herbirindeki auxotrophlann,
arginin ile akraba olan ornitin ve sitrulin kimyasal bilesiklerine karst farkl
teaksiyonda bulunduklanin belirlemislerdir. rg-7 mutangt minimal besin ortamuna
ilaveten ornitin, sitrulin ve arginin ile desteklendifi zaman biyimistie. arg-2
mutantt arginin veya sitrulin tizerinde biytimils fakat ornitinde biiytimemigtir. a7g-3
mutantt ise yalntzca arginin ile desteklendifinde baylimistiir (Tablo 13.1).

Tablo 13.1. Takviye elementlerine karsilék olarak erg mutantlaninmn bityime durumlan (+ =
bliyiume, - = bilyilyememe).

Takvive Elementi

Mutant Ornitin Sitrulin Arginin
arg-1 + -+ +
arg-2 - + +
arg-3 - - +
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Bunlar gibi bitbiriyle alakali bilesiklerin hiicresel enzimler tarafindan stk sik
karstikli déntstime ufradiklars bilinmekteydi. A7 mutantlarmun  Szelliklerine
dayanarak Beadle ve Tatum Newrvspord’daki bu tip doniigtinler igin su biyokimyasal
modeli énermiglerdis:

Oncii (precursot) —————% ornitin ——* sitrulin ——® arginin
(P ) enzim X ensim Y enurm 2 et

arg-1 mutantlar enzim X’e sahip olmadiklar icin arginin dretiminde ilk adim olan
énciinlin ornitine doniigliming saglayamazlar. Bununla bitlikte a7g-7 mutantlar
normal olarak enzim Y ve enzim Z’ye sahip olduklasi icin oznitin veya sitrulinden’
biri ile takviye edildiklerinde arginin tiretebilirler. Ote yandan, arg-2 mutantlar
enzim Y ve arg-3 mutantlan enzim Z bakinindan eksiktitler. Dolayisiyla, belirli bir
gendeki bir mutasyonun tek bir enzifin Uretimini engeﬁed1g1 varsayﬂmaktadir
Daha sonra cksik olan enzim bazi biyosentetik reaksiyon zincirinin olusumunda
engel olugturmaktadir. Bu engel reaksiyon zincirinde normal olarak bu noktadan
sonra gelen herhangi bir bilesifin hiicrelere  takviye olarak verilmesi yoluyla
aglabilir. Bu bilgilerin 15181 altnda yukandaki model bir”butlin olarak goyle
gosterilebilie: ‘ '

arg-T’ arg-2 arg-3
enzim X cn}im Y enzim Z
Oncit = orpitin. TP sitruling P arginin

‘Bir gen-bir enzim hipotezi’ olarak bilinen bu model genlerin fonksiyonlarinin
anlastimasinda ilk heyecan verici bilgileri saglamustir. Bu modele gbre genler bir
sekilde enzimlerin fonksiyonlarindan sorumluduslar ve her bir gen agik olarak
yalnizea bir enzimi kontrol etmektedir. Beadle ve Taturn’un buluglarinin sonuglan
t¢c madde halinde dzetlenebilir:

1. Yagayan bir hiicre igindeki (## wivg) biyokimyasal reaksiyonlar birbirinden ayrt

merdivenvar reaksiyonlar olarak olugurlar.
2. Her bir reaksiyon dzel olarak tek bir enzim tarafindan katalize edilir.

3. Her bir enzim tek bir gen tarafindan kontrol edilir.

13.4. Bir Gen-Bir Enzim Hipotezi

Beadle ve Tatam™un ortaya attifs bir gen—bir enzim hipotezi gliniimiz anlayisina
gore de biyosentettk reakstyonlarin temelini olugturmaktadir. Giintimuzde artk
molekillerin her birinin bir enzim tarafindan katalize edilen bir agamalar serisi
seklinde sentez edildigi bilinmektedir. Ornegin, bir biyosentetik reaksiyon zinciti
baglangic materyali 1 ve son drliind 5 olan 4 asamadan olugabilir:
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A B ‘ C ‘ D
1 » 2 » 3 b 4 » 5

Her bir asama A, B, C ve D olarak adlanditilan bir enzim tarafindan katalize
edilmektedir. Burada “a” geninin A enzimini, “b” geninin B enzimini ve dier
genlerin (¢ ve d) diger enzimleri (C ve D) katalize etudi sdylenebilir. Eger bir
enzimden sorumlu olan geni inaktive edersek, gerekli bir agamayr engellemis ve
reaksiyon zincirinin kesintiye ugramasmsa neden olmus oluruz.

Asagidaki diyagramda “b” geninde olusan bir mutasyon sonucu B enzimi elimine
edilmigtir.

“a” peni “b” geni “c” geni “d” geni
A B C I

1—-—————»2% ........... 5 3 b e

Bu durumda hiicre bilegik 2vi bilesik 3’e cevigecek reaksiyonu gerceklestizemer.
Reaksiyon zincist bilesik 2’de bloke edilmekte ve daha ideriye gidememeksedir.
Ancak, efer hiicreye bilesik 2°den sonraki bilesiklerden (3, 4) herhangi biti verilirse,
hiicre bilesils 5°1 Gretebilecektir. Fakat bilesik 1 ve 2 ne kadar verilirse verilsin hilcre
bilesik 5’1 Gretemeyecektir, ciinkil reaksivon bilesik 2’den itibaren bloke edilmigtir.

Bu hipotezi bir bagka Grnekle daha detaylt agklayabiliriz. Farzedelim ki bliylime
igin gerekli bilesik G*yi sentezleyemeyen bes adet (1’den 5’¢ kadar) mutant izole
edilmigtir. A’dan E’ye kadar bes bilesifin biyosentetik reaksiyonlar zincirinde
gerekli oldugunu bilmemize rafmen, yabani tipte bunlann hangi sira ile
sentezlendiginin  bilinmedigini kabul edelim. Her bir mutanun biyimesini
destekleme kabiliyetini &lemek icin bitin bilegikler test edilmiy ve agafidaki
sonuclar elde edilmigtir:

Test Edilen Bilesik :
A B C D E G
(+ = biyime, - = biyliyememe)

1 - - - + - +

2 - + - + - +

Mutant 3 - - - - - +
4 - + + + - +

5 + + + + - +

Reakstyon zincirindeki bilegiklerin siwasiny bulmak icin daha dnce tanumladifemez
prensibi uygulamamiz gerckir. Burada temel nokta, bir mutasyonun reaksiyon
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zincirinde gerekli olan bir enzimi engelleyerek biyosentetik zinciri bloke etmesidir.
Dolayistyla mutant, zincirde gerekli olan bir bilegige sahip olamadigmndan sonraki
gelen bilesikler: liretemez, Eger bloke edilen bilesikten dnceki herhangi bir bilegik
eklenirse, mutant yine de zincirdeki diger bilegikleri iiretemeyecektir. Oysa mutant
sonraki bilesikleri Gretmek icin gerekli olan enzimlere sahiptir. Eger bloke edilen
veya daha sonsaki bilesiklerden herhangi biri ilave edilecek olursa mutant
biiyliyecektir. Bu testte reaksiyon zincirinde en son gelen bilesik en fazla sayida
mutantin bitylimestne tzin verecek, en dnce gelen bilesik ise en az sayida mutantin
yasamuni destekleyecektir. Dolayisiyla diyagram agagidaki sekilde olugturulabilir:

A > B = C = D > E > G

Her bir mutantin zincicde hangi noktada bloke edildigine bakddigmda, bésirici
mutantin. E-A  déntsiminde bloke edildifi ve bu mutanun E tarafindan
desteklenemeyecedi actkga gorilecektir, E'nin digindaki diger bilesikler ise mutant
5in  biliyiimesini  destekleyecektir. Mutant 4%Uun ise E veya A tarafindan
desteklenemeyecegi ve A-C dondsiiminde bloke edildifi gorilecektis. Benzet
yaklagunla 5-4-2-1-3 stralamast elde edilir ve diyagrama agagudaki sekilde ilave edilir:

5 4 2 ! 3
A > B ¥ C > D » B » G

13.5. Gen~Protein Iligkileri

Bir gen—bir enzim hipotezi, genin fonksiyonunun anlaglmastna yarayan nemli bir
acdim olmugtur. Ancak genlerin enzimlerin fonksiyonunu nasi kontrol ettigini
anlamak igin oncelikle, enzimlerin protein olmalarindan dolays, proteinlerin
yapilatinm incelenmesi gereklidir.,

13.5.1. Proteinlerin yapist

Bir protein molekiild, diiz bir iplik iizerinde sonlatindan bitbirine baglanmig amino
asitlerden olugsan bir makromolekit olup, genel formili H2N-CHR-COOH
seklindedir. Bu zincirdeki reaktif grup (R) glisin amino asidindeki gibi bir hidrojen
atomundan, triptofandaki gibi kompleks bir zincire kadar hersey olabilir. Yagayan
organizmalarda her biri farkls bir R grubuna sahip olan 20 adet yaygin amino asit
vardir. Proteinler gelencksel olarak dért seviyeye szhip oldugu disiinilen karmasik
bir yaptya szhiptitler. Tlim bu yapilar 24. Bélimde Proteinler ve Protein
Miihendisligi bagligr alunda detayh olarak aciklanmaktachr.
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13.5.2. Protein dizisinin belirlenmesi

Belitli bir protein saflastiildiginda, bu proteini olusturan gesitli amino asitlerin
belirli bir boliimil saptanabilmektedir. Ancak, proteinler sabit sayjida belirli
bzellikteki amino asitlerin birlesmesiyle olusmug bir vapt degildir. Her bir protein
kendine has karaktesistik diziye sahiptir. Kiigiik bir polipeptidten her defasinda bir
arnino asitin kesilip tantmlanmas: yoluyla amino asit dizisi belirlenebiliz. Ancak,
biiyiik polipeptidler bu yolla kolayca dizi olusturmazlar.

Biiytik polipeptidlerin dizisinin bulunmast i¢in Fredetick Sanger etkili bir metod
gelistirmistir. Proteindeki belirli amino asitler arasindaki baglart kiran farkh birgok
proteolitik enzimler bulunmaktadir. Bu enzimler 6nce biiyik bir proteini kiigiik
pargalar haline getirebilmekte ve daha sonra bu pargalar kromatografik kafit
tzetindeki bir ¢oziicl igindeki hareket hizlarna gore ayrilmaktadirlar. Farkle
parcalarin deisik gézﬁcﬁlerée farklt hizlara sahip olmalarindan 6tirii, pargalarin
ayrigtmint tesvik etmek icin iki-boyutla kromatografi kullantdabilir (Sekil 13.1a). Bu
teknikte, bir patrca karigtmy bir ¢dziictide ayrildiktan sonra, kromatografi kafids 90’
déndiriilerek bagka bir ¢ozici kullanli. Kagst boyandiginda polipeptidler kagit
iizerinde karaktetistik kromatografik yapilarda noktalar halinde belirirler. Bu durum
proteinin parmak izi olarak adiandrilie. Her bir nokta kesilip ¢ikarilabilis ve parcalar
kagittan yzkanablhr Her bir noktanmn yalnizea kiiciik polipeptidler icermesinden
dolayt amino asit dizileri kolayca belitlenebilir.

Farkll proteolitik enzimler kullantlarak protein farkli noktalardan bolinir ve
caliyma tekrarlanarak parcalarin bagka setleri elde edilebilis. Degisik calismalardan
elde edilen pargalat bitbiriyle ¢akisabilir. Dolayisiyla, bu sorun bulmaca gozer gibi
kiigiik parca diziletinin eglestirilmesi yoluyla ¢dziiliir (Sekil 13.1b). Bu ince teknifi
kullanarak Sanger amino asit dizilerinin ve hatta farkl amino asitlerin miktarlarinin
belitli bir proteine ézel oldugunu ispatlamistit.

13.6. Protein Biyosentezi

DNA seklinde organize olmus olan genetik bilgl kopyalanma esnasinda ya daha
fazla DNA halinde kopyalanir, ya da protein haline doniigtiirilic. Bu islemler
DNA’nin fonksiyonuny olugturan bilgi transfer islernleridir.

DNAnm protein biyosentezini nasil idare ettiffinin itk ipuglar, bakteriofajlarda
genlerin etkisini gostermesinin (expression), transktipsiyon (yaztlun) adt verilen bir
olay ile, bit DNA kalibindan RNA molekiillerinin sentez edilmesinin bir sonucu
oldugunun bulunmasiyla anlaglmstir. RNA gift iplik¢ikli DNA sarmalinin yalntzea
bir iplikgiginden sentezienir. Bu yazilm islemi RNA polimeraz adt verilen bir
enzim tarafindan katalize edilir ve kopyalanmanin (replikasyon) kurallatina benzer
yollart takip eder (Sekil 13.2). RNA, DNA ile benzetlikler gésterir, ancak RINA’da
seker olarak riboz kullanilir ve DNA’nm timin (1) bazinin yerine urasii (U)
bulunur, Bir hitcreden RNA’mun izalosyonu birgok temel RNA ¢esidiyle sonuglantr.
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Bunlar; ribozomal RNA (fRNA), transfer RNA (tRNA), elgi (mesajc) RINA
(mRNA) ve az miktarlardaki diger kitciik RNA’lardir.

1. gozeltiden dnce
(a’ I, gizeltideki hareket 90° lik déndtirme 1. gézeltideki hareket
L] @ Ly @
¢ 4
: BRI y
MK
4 e @
4 e o4 ¢ L] L 4
. Proteinin parmak izi
(b}

Polipeptid par_galan

Protelnin amino asit dizisi

Sekil 13.1 (a) Bir polipeptid parca kangtmunin iki-boyutlu kromatografisi. (b} Tam bir
amino asit dizisinin ingast icin polipeptid parcalamm dizilimi. Aynt protein iizerinde farkl
proteolitik enzimler kullantdarak farkh parmak izlesi elde edilir ve bu parmak izletindeki
galigan amino asit diziled eglestizilerek proteinin tam amino asit dizisi belirlenmis olur
(Griffiths »2 ark., 1996'dan uyatlannmugtir).

Ug farklt biiyiikliikteki RNA, protein biyosentezinin makinalart olan ribozomlart
olusturmak icin spesifik proteinlerin bir swrast halinde birlesir. Bir elci RNA
(mRNA) molekilinden ribozom yardimuyla bir polipeptidin sentezlenmesine
translasyon (cevrilim) denir. Transfer RNA (tRNA) ise daha ziyade kiigiik RINA
molekiillerinin bir grubunu kapsar. Bunlarin her biri belirli bir amino asite ézel
olup, amino asitleri ribozomlara tagirlar. Boylece, her taginan amino asit bilyiimekre
olan bir polipeptide baglanir.

Bir DNA kalibindan dretilen mRINA molekilleri proteinler halinde gevrilen bilgiyi
icerirler. mRNA’daki bazlarin dizilimi amino asitlerin dizisini belitler. [lerideki
kistmlarda bu iglemin nasil gerceklestirildifi ve bu genetik sifrenin nasil
¢ozimlendigi ayrintls olarak verilecektit.
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1

Sekil 13.2. Tek iphkeikh bir DINA kalibindan setbest nitkleotidles kullantlarak RNA’nin
sentezi. Islem RINA polimeraz enzimi tarafindan karalize edibmekredir.

13.6.1, Protein biyosentezinin kurallan

Hiicrelerdeki DNA, RNA ve protein biyosentezi arasmndaki karmagts ilishi
dénisiimlidir ve asagidali sekilde dzetlenebilir:

DNA » RNAe T Protein

{ !

DNA, RNA sentezini; RNA da protein biyosentezini idare eder ve bazt bzel
proteinler de hem RINA hem de DNA sentezini katalize ederler. Bu sirkiiler bilgi
déntisiimi bitlin hiicrelerde olugur ve molekiler biyolojide “Temel Kural” olarak
isimlendirilir. Arastwma sonuclarina dayantlarak protein biyosentezinin kuraliars
dért madde halinde dzetlenebilir:

1. Proteinler sinirlt sayida farkl alt iinitelerin bitlesmesinden meydana gelirler.
Teorik olarak amino asit sisfinmn stnirsiz olmast ve defisik organizmalarda
birkac diizine amino asidin metabolik iirinler olarak tanimlanmalarina
rapmen, yalorzea 20 farklt amino asit protein yapimmda kullantimakeadie
(Tablo 13.2).

2. Alt tinitelerin her birt sirayla zincire eklenmektedis. Proteinlerin ingast adim
adim gerceklesen bir olaydir. Protein biyosentezi amino (NHz) kismindan
basiar ve karboksil (COOH) kismina dogru devam eder.

3. Her bir zincir spesifik bir baglangic noktasina sahip olup, biyiime belirli bir
yénde devam eder. Dolayisiyla bu islem baglangic ve durma sinyallerine thtiyag
duyar. Polimer sentezi yapan bir hiicresel mekanizma isleme dogru noktadan
baslay:p son vermeseydi, bir hiicre kismen tamam olur ve muhtemelen ige
yaramaz polimerlerie dolu olurdu. Ince bir sekilde planlanmus olan hiicresel
mekanizmalar bu olumsuzluga neden olmayacak dogru baglangic ve son
verme islemini garanti attina alir,
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Ik sentetik iiriin genellikle modifiye edilit. Bir protein molekiliinin
fonksiyonel formunun uzunlugu cok seyrek olarak ilk sentezlenen formunun
uzunlufuyla aymidir. Orijinal zincir ¢ogunlukla aktif degildir veya tam degildir.
Akdf bir zincir yapmak igin spesifik enzimler orjjinal zincirin uzunlugunu
degistirirler. Proteinler gofunlukla kisalthir ve RNA zincitleri birbirlerine
baglanir. Uzun RNA zincitlerinin uzak parcalari birbirine, aradaki parca
uzakiagtirilarak, eklenebilir veya protein zincirleri kovalent bagiatla birbirlerine
sartlabilirler (Sekil 13.3). Ilk zincitler de zincirin olugtarulmas: esnasinda veya
sentezi tamamlandiktan sonra bazt kimyasal eklemelerle karslagabilicler. Metil
gruplart DNA, RNA ve proteindeki spesifik bélgelere eklenebilir. Aymi sekilde -
fosfat gruplart ve oligosakkaritlerin genis bir ‘sesidi proteinlere ilave ediliz. Bu
tip kimyasal defisiklikler 6nemli fonksiyonlara sahip olabilitler.

Tablo 13.2. Genetik kod. Topiam 20 adet olan amino asit, kendilerini kodlayan 64 adet
kodon ile bitlikte verilmistir, :

Birinci kodon &

_ ikinci kodon
. @
UCcu
}+ Phe b
} Leu uca
UCG 2
CCuU }.:,
CCC o
Leu COA Pro :'o:
CCG 3.
ACU 5
e |ACC . 3
ACA Thr
Met |ACG
GCU
val [ GLC
GCA Ala
GCG

Ala: Alanin, Arg: Arginin, Asn: Asparagin, Asp: Aspartat, Cys: Sitein, Flis: Histidin, [le:
Isoldsin, Gln: Glutamin, Glu: Glutamat, Gly: Glisin, Leu: Lésin, Lys: Lisin, Met: Metionin,
Phe: Fenilalanin, Pro: Prolin, Ser: Serin, Thr: Treonin, Trp: Triptofan, Tyr: Tirozin, Val;

Valin,
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Sekdl 13.3. Dogrusal biyopolimerlerin olusumlanndan sonrasi modiftkasyonlar.

13.6.2. Transkripsiyon (Yazilim)

Transkripsiyon islerni, DNA replikasyonundaki baz eglesmesi kurallarinin aynisint
takip eder. Hangi DNA kaynafs kullandusa kullanisin, sentez edilen RNA
(A+G)/(U+C)= 1 oranma sahiptir. Hatirlanacagt gibi bu oran DNA’da
(A+G)/(T+C) seklindeydi. Bu baz eslesmesi bir RNA transkriptinin genin
givenilir bir kopyast oldugunun garantisidir. ~ *

RNA yalmizca bir DNA iplik¢iginden yazihr ve ayni DNA iplifinin bttin
kromozom boyunca veya hiicre dongiistinlin tiim dénemlerinde transkripsiyona
uframast zorunlu degildir. Déngiiniin farkh dénemletinde dretiien mRNA,
kromozomun farkl bélgelerine hibridize olmakta, bdylece her bir dénemde farklt
genlerin aktiflestigi gosiilmektedic (Sekil 13.4). mRNA’yt tretmek i¢in transkript
edilen DNA iplikifine kalip (sens) iplik¢ifi ve kargisindaki tamamlayict iplikgife de
kalip olmayan (antisens) iplikcik adi verilir (Sekil 13.5). Transkript edilen mRNA,
“T”nin yerine gecen “U” diginda, kalip olmayan iplikcikle tam bir benzer diziye
sahiptir.

Dogal olarak transkripsiyon gibi cldukca kontrollii bir kimyasal reakstyon kendi
kendine gerceklesmez. Bu reaksiyon RNA polimeraz ad:i verilen bir enzim
tarafindan  katalize edilir. Sekil 13.6, E. w#de RNA polimerazin yapismi
gostermektedir. Enzimin dért alt Gnite tipinden olustugu goriilmektedir. Beta ()
alt finitesi 150000, beta prime (B%) 160000, alfa (of 40000 ve sigma (o) 70000 dalton
molekiil agirhga sabiptir. Sigma (6) alt unitest kompleksten ayrilarak yalin enzim
(cote enzyme) olusumunz neden olur. Sigma ile bitlikteki tam enzim RNA
polimeraz-holoenzim olarak adlandirimakta ve transkeipsiyon baglangicinin dogru
olmast igin gereklidir. Yalin enzim ise baglangic sonrast transkripsiyona devam
edebilir. Transkripsiyon; baglangic, uzama ve sona etis safhalari olmak iizere iig
farklt safha halinde gergeklesiz.
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Y

{a)
RNA Transkripsiyon
transkriptieri
& ¢
CcsCl % e CscCl
ayrighrmast ey ayristirmas:
{denatiirasyon) v ; {denatiirasyon)
RNA'larin tek
geritli DNA ile
karighriimas:
RNA - DNA RNA - DNA
hibridi hibridi
A= Hibridize —% s,
olmamis - g ©
RNA
seridi
d
(b) 5- il 3‘

Seldl 13.4. (a) DNA-RNA hibridizasyonu, her bir RNA transkeiptinin 2na¢ DNA’am
yabszea bir iplifini tamamlayiet oldugunu gostermektedir. (b) Zut ki DNA iplikciginden

gergekiesen transkripsiyonun birbirine asimetrik pozisyonu (Griffiths 2 ark, 1996'dan
uyarlanrmistis).

Kaitp clmayan
iptikeik 5

DNA
Kalip iplikeik 3

5

$ekil 13.5. f-galaktosidaz enzimini kodlayan genin bir bolimiinden transkript edien ve
sentezlendigi kalip DNA'y1 tamamlayses olan mRNAun dizisi.

Sigma faktori

Yatn enzim Holoenzim

Sekil 13.6. RNA polimesazin yapist. Yalin enzim iki adet of polipeptidi, bir B ve bir de [}
polipeptidierini igerir. Sigma (o) alt iinitesinin eklenmesi promotor (tejvik edici)
bélgelerinin dogru baslangic yapmalazuu saglar.
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13.6.2.1. Baglangig safhasi

Ilk otarak, RNA polimeraz enzimi genden énde bulunan ve promotor {tesvik edici)
olarak adlandirdan bir bélgeyi tamr. Yaptiklart gorev aynt olmasina rafmen
promotorlatin yapist prokaryot ve dkaryotarda kiigiik farkliliklar gdstermektedir.
E. wli genomunda 6 farkli transkripsiyon baglangic noktasindaki promotor dizileri
Sekil 13.7°de pésterilmektedir. Sekilde de gorildigi gibi her durumda kismi
homolojiye sahip iki bélge dikkati ¢ekmektedir. Bu bolgeler transkripsiyon
baslangic bélgesine gore bulunduklart yerden &tirii —35 ve —10 bolgeleri olatak
adlandirimakeadir.

Okaryotlardaki promotor yapist ise Sekil 13.8'de ézetlenmistir. Okaryotik
promotor’arda da korunan bolgelerin varipn dikkati gekmektedir. Transkrip-
siyonun  baslamasins  saglayan RNA polimeraz II'yi yoneten TATA katusu,
transkripsiyon baglangic noktasindan memelilerde 30 baz ¢ifti (-30 bp) ve mantarda
ise 60-120 baz cifti énde bulunmaktadie. TATA kutusu promotora yakin difer iki
korunmus bélge ile bitlikte olduunda en etkin sekilde ¢algsr. Bu bolgeler
transkeipsiyon baglangic bélgesinden yaklagik 100 bp ve 200 bp énce gelirler.
CCAAT kutusu (~ -100 bp) bu bdlgelerden ilki e GC-zengin bélge (~ -200 bp)
ikincisi olarak hizmet eder.

RNA polimerazin ayrilan tinitesi olan sigma (o) faktori, enzimin 6zellikle promotor
bélgelerini tanimasint ve baglanmasins saglar. Ik olarak holoenzim bir promotoru
arastirr ve -35 ve ~10 bélgelerini tantyarak promotora gevsek bir sekilde baglanir
(Sekil 13.9). Elde edilen bu yeni yapiya kapalt promotor kompleksi adt verilir. Daha
sonra enzim promototra stkica baBlanarak, promotor igindeki DNA’mn iki |
iplik¢iginin —10 bélgesinde birbirinden ayrilmastnt saglar. Bu yapt ise agtk bir
promotor kormpleksi olarak adlandirtir. Yaklasik olarak 10 baz cifti ¢oziilir ve
polimeraz enzimi RNA zincirini inga etmeye baglar. Enzimin bu is i¢in kollandig
yapt malzemeleri ATP, GTP, CTP ve UTP’den olugan dort riboniikleosit
trifosfatlardir. Ik veya baglangic noktast genellikle bir piirin niikleotidir. Ik
nitkleotid yerlestisildikten sonra, polimeraz ikinci niikleotide baglanir ve onu birinci
niikleotidle birlestirit. Boylece, RNA zincirinin baglangic fosfodiester bagt olusmus
olur. Bu agamada baglangze safhast tamamlanms olur. '
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(a) Gught E. of promotorlan

i [ AANTAC
rrn {DXE}, TCAGGG
Gealer 8:54 GCGGEG
T7 A3 ABACGG
T7 A2 CAGGTA 25
£d Vil TCTCCG

CABADAA . .EP GGGATCCC
GICTGAAR. .GA GGAAAGCG T
ARTA.CCA CTGGCGGTG

ACATGA. AGT ARACACGE . [l TGARRC
ACRTGANGTA ACATGCAG & cTaceT
CIRTEIT. . TC GCGCTTGE ’j GTCAAA

&=

(b) promotorianm ortak sekanslar:

-35 bélgesi 16 bolgesi
TTGACAT i5-20bp TATAAT

Sekil 13.7. (a) Aln gigli E. wf promotorundaki mavi renkle gostertlen ortak dizildy.
Dizilexin yazihmt sirasinda aralanmda birakilan bosliklar ortak  dizilerdeki homoloiivi
maksimum diizevde gésterebilmek amaciyla buakibmustar, (b Promotoriann ortak dixzilerl.
Royu siyah bazlar biitiin promatorlarda meveut iken, renkli gosterilen hazlar hazdarinda
meveut, bazilarmda ise degildir (Lodish s ark., 19957 ten uyartanmstir).

g

-

 CCAAT : TATA

e .
~200 bp ~100 bp -~ 30bp

Sekit 13.8. Yuksek Okaryotlarda promotorun yapssi TATA kutusu mRNA baglangg

bdlgesinden yaklagtk 30 bp 6nde bulunur. Diger iki korunmus bélge olan CCAAT ve GC

kutular: genellikle transkripsiyon baglangic noktasindan, strastyla, yaklastk 100 ve 200 bp

énde bulunurlar.

13.6.2.2. Uzama safhas:

Baglangtg safhasinin baglamasindan kisa bir siire sonra sigma faktoériin RINA
polimerazdan ayridir ve uzama safhast baslar. Transkxépsiyonan uzama safhasmda
RNA  polimeraz, rboniikleotidlerin biuiyilyen RNA zincirine ardigtk olarak
baglanmalarini saglar. RNA, daima 53’ yéniinde sentez edili. Bu islem
esnasinda RNA polimeraz DNA kalibt boyunca aysdan DNA iplikeiklerinin
olusturdugu transkripsiyon kabarcsgt ile beraber hareket eder (Sekil 13.9). Bu
kabarcik i¢inde bulupan DNA  kalibindaki bazlar teker teker gelen
siboniikleotidlerle eslesirler. Bu transkeipsiyon aleti ilerledikee ayrilmgs olan DNA
iplikgikleri tekrar birbirine sanilarak eski cift sarmal hallerine geri dénerler. Bu islem
DNA  replikasyonu ile transkripsiyon arasindaki iki temel farklhga igaret
etmektedir. Bunlar:

59



A. Yeldirim

Gevgsek
bagianma
\ /'/ Holoenzim DNA'mIn promotor

bolgesi

Gift sarmals tarayan

RNA polimeraz
po Polimarazin sikica

promotar bisfgesine
bagfanmasi

Polimerazin DNA
getitierini ayimast

A
/ Transkripsiyon

Kabargit

Transksipsivonun baslamas:
P
Sekil 13.9. Transkripsiyonun baslangsc safhass. Ilk olarak RNA polimeraz bir promotor
bolgesi aragtrr. Buldugu  promotor bélgesine sikica baglanarak kapal bir kompleks
olugturur. Holoenzim ‘kisa bir DNA boélgesini agarak DNA iplikgiklerini gbzer ve
transkopsiyon  baglaularak sigma faktdrG serbest tarakidr (Darnell 22 ark, 1990°dan
uyarlanmugtie).

a) RNA polimeraz transkripsiyon siiresince yalnizca bir RNA ipligi tretmektedir.
Yani, yalnizea bir DNA iplikcii kopyalanmaktadir. Dolayistyla transkrip-
siyonun bu yizden asimetrik oldugu ifade edilir. Oysa DNA replikasyonunda
her ki iplik¢ikde kopyalanmakeadir. .

b) Transkeipsiyonda DNA'mn ¢ozilGmi sinuelidir ve gecici bir siire igindir.
Yalnzca RNA polimerazin DNA kaltp iplikgigini okumasina yetecek kadar
iplikeik aynisimy gerceklesir. Buna kargilik DNA replikasyonunda iplikeikler
bitbirinden tamamen kalict olarak ayrilitlar,
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13.6.2.3. Sona erig sathasi

Promotor’larin transkripsiyon igin baglangic sinyalleri olarak gdtev yapmalars gibi
genlerin sonlarindaki difer bélgeler de sona eris sinyalini verirer. RNA polimeraz
sona ers sinyallerini de tanwr ve sonucta olgunlagmarus (ham) RNA ve enzim
DDNA kalibindan ayrilir. E. cw/7de gerceklesen transkripsiyonun sona erdirilmesi iki
anz mekanizmaya sahiptir.

Iiki, islemin direkt olarak sona erdirilmesidir. Bitirici diziler yaklassk olarak 40 bp
igerirler ve kalip iizerinde 6 veya daha fazla A tarafindan izlenen GC-zengin bir
bolge ile son bulurlar. RNA {izerindeki tamamlayict GC dizileri siralanss
sekillerinden Gttt transkriptin bu bélgesinde kendisi tizerinde tamamlayict bir bag
olusturma kabiliyetindedir. Bu bolgede sonug olarak olusan gift iplilecikli RNA
bolgesi sag tokasi kiveumt olarak adlandilir (Sekil 13.10). Bu kwrm DNA
kalibindaki A’lara kargilik gelen bir seri U ile son bulur. Sa¢ tokast kivrimi yapist ve
U serisi RNA polimerazin serbest birakilmast ve transkripsiyonun sona erdiriligi
icin bir sinyal gérevi gdriir.

Sona erigin ikinci tipinde, RNA polimerazin sona eris sinyalletini tanimast icin 7bo
olarak isimlendirilen itave bir protein faktdriintin yardumsna thtiyag duyulur. Bu tip
sona eris sinyaline sahip mRNA'larda sa¢ lavemn yapist ve U serisi
bulunmamaktadir. Ilk olarak rhp RNA iizerindeki spesifik bir bélgeye baglanir ve
RNA’ys RNA polimerazdan gekerek kurtastr ve transkripsiyonun sona ermesini
saglar. Sona erisin her iki mekanizmasinin etkinligi, cevreleyen diziler ve diger
protein faktérlerd tarafindan da edilmektedir.

13.6.3. Translasyon (Cevrilim)

Translasyon, yapt ve fonksiyonunun ézelliginden &tiirii transkripsiyona nazaran
daha komplekstir. mRNA protein biyosentezini ydnetmesine ragmen, mRNA ve
20 amino asidin hepsi bir tiip i¢inde karstiedsp protein olusumu beklenilse, bunun
gergeklegmeyeceBi goriilecektir. Cinkd, protein yapime icin baska komponentler
gereklidir. Bu komponentlerin yapilarinin anlagtimast translasyon mekanizmasinin
anlagilmasinda anahtar rol oynamaktadr,

mRNA protein yapuninda gerekli olan bilgileri iig harf olarak kodlanmus bir sekilde
tastr. tRNA’lar mRINA’daki bu kodonlagt tantyan ve karsilik gelen amino asidi
biiytiyen protein zincitine yerlestiren bir adaptér veya terciiman olarak gérev
yaparlar. t(RNA’in bu adaptér fonksiyonunun pitf noktas, onun cift iplikgikli
olarak son bulan yapisinda yatmaktadir, tRNAnin son kisminm bir tarafi spesifik
bir amino asitle eslesmektedir; difer tarafi ise mRNA’daki kodona karsdik gelen bir
antikodon igermektedir. Ribozomlar ise protein biyosentezinin fabtikalar olup bir
proteinin yaptmu igin amino asitlerin bitlikte baglanmalanint saglayan sartlan
olustururlar. Bu bdliimde tiim bu yapilar ve translasyonun olusumunda oynadiklats
roller detayli olarak incelenecektir.
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RNA transkripti

Sekil 13.10. RNA pelimerazda bis sona eris bélgesinin yapist.

13.6.3.1. Transfer RNA (tRNA)

Protein biyosentezinde oldukca énemli bir foffksiyona sahip olan tRNA Gegiil
yapragnt andiran bir yapiya sahiptir ($ekil 13.11a). Aslinda bu molekiliin gercekte
bu sekilde goriitmedigi, normalde L seklinde kivedmig bir yapiya sahip oldugu
bilinmektedir (Seki! 13.11b). Ancak, iicgil yaprag: modeli tRINA'nin ikincil yapisim
yani molekiilin baz gifflegmesini gOstermesi agisindan  Onemlidir. Ornegin,
diyagtamin tepesinde tRNAnm 5 kismt sagda ve 3° kismt solda olmak tizere iki
ucu gosterilmekredir. Bu uglar birbiriyle baz eslesmesine sahip olup, kabullenici dal
olarak adlandiriiir ve 7 baz giftine sahiptir. mRNAnn yaztlimuni tangyan kodonun
bazlarini tamarmlayict ve antiparalel olan blge antikodon kivein olarak adlandirt.
Diger bir bolge ise daima modifiye olmug urasil bazlart igermesinden Stiiri -
kiveimt (dibidrourasil kiveims) adt verilen kistmdir. TWC kiveunt ise adiny, hemen
hi¢ degismeyen iig baz dizisinden (TWC) almaktadir. Psi (§) tRNA icinde modifiye
olmus bir baz1 (psendouracil = yalana urasil) simgelemektedir. Antikodon kivrumi
ile TYC kiveimy arastnda uzunlugu 4 ile 13 baz ¢ift arasmda bulunan degisken
krvrim bulunmaktadsr,

Bu sekiller, tRNA niikleotid dizilimlerinin olduk¢a detaylt kimyasal analizler ve
molekiilin genel seklinin K181 kristalografi metoduyla incelenmesi sonucunda
belitlentmistir. tRNA molekiilleri birgok yapisal benzerlik gostermelerine rafmen,
her biri dofru sentetaz enzimi tarafindan taninmastnt saglayan benzersiz (farkli) bir
¢ boyutlu yaptya sahiptiz. Sentetaz enzimi bir fRNA’nmn, aminoagl-tRNA'y1
olusturmak icin spesifik bir amino asit ile birlesmesini katalize eder. t(RNAnin
rutulmasinin spesifiklii protein biyosentezinin bitiinligi agsmdan onemlidir.

RNA’nin nereden geldigi, DNA’st isstilarak kismen denature edilmis bix hiicreye
radyoaktf (RNA'nn verildigi bir cabsma ile gésterilmistir. Otoradiyografi
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metoduyla hiicre igine verilen radyoaktivitenin kromozomlarin belitli bélgelerinde
toplandign  goriilmistir. Bu bdlgeler muhtemelen tRNA genlerinin  yetini
gostermektedir. Bunlar bir proteini lireten mRNA’dan ziyade tRINA’y1 tireten DNA
bolgeleridir. Etiketlenmis tRINA anac¢ gen ile arasindaki baz dizisi eslesmesinden
otirii bu bélgelere hibridize olmaktadir. Ayni durum tRNA igin de gegerlidiz. Bu
olay bize her genin protein kodlamadifing, bazi genletin translasyon komponenti
olan RNA'y: kodladsfint gostermektedir. tRNA’nm ticgiil yaprag gibi olan sekli
muhtemelen maksimum stabiliteyi saglamak amacsyla olusturulmaktadir. (RNA
niikleotidleri iginde birgok modifiye olmus bazlar  {pseudouracil=y gibi)
bulunmakta ve bunlar tRNA’nm kivedmasinda divekt rol oynamaktadurlar. Aynt
zamanda, diger tRNA fonksiyonlarinda da gétev aldiklari farz edilmektedir.

Bir tRNA’nin 3’ sonuna bir amino asidin baglanmasina tRNA’nim yakalanmast ady
verilir ve aminoacil-tRNA sentetaz adi verilen bir enzim tarafindan katalize edilir.
Her bir amino asit igin oldukca spesifik olan yalmzca 20 adet sentetaz enzimi
bulunmaktadir. Her bir enzim spesifik amino asidini dogru tRNA ile birlestirir.
Hem amino asit hem de (RNA igin oldukga spesifik olan bu reaksiyon, amino
asidin aminoagil-AMP’yi olusturmak igin ATP tarafindan akgve edilmesini ve daha
sonta aktiflesmis amino asidin uygun tRNA’ya transferini gerektirir.

13.6.3.2. Genetik kod

Genetlk kod terimi, 20 adet amino asidi gésteren ve mRNA’lardaki ii¢ bazli kod
kelimelerinin (kodon) setini ifade eder. Genetik kodun olusum sekli ile ilgili
kodonlanin gakisip cakismad:gt, kodda boghuklar olup olmadif ve bir kodonun kag
bazdan olustugu gibi birgok sorunun cevabs 19607arda yapian ¢alismalatla ortaya
cikarlmugtir,

13.6.3.2.1. Kodonlann ¢akigma durumu

1961 yiinda Tsugita ve Frankel-Courat, tiitiin mozatk virisiinden elde edilen
mRNA’daki bir bazt defistiediklerinde (missense mutation) yalnizea bir amino
asidin defistifini gormiiglerdir. Bu da kod ¢akigmasmin olmadifing, her bir ticli
kelimenin (kodon) birbitinden bagimsiz  oldugunu  géstermistir.  Ornegin,
AUGCUA seklinde bir mikeo mesaji goz 6niine alam. Kodun tcli olarak bastan
itibaten okundugunu kabul ettifimizde, efer kodonlar ¢akismeyorsa AUG ve CUA
seklinde okunacaknr. Ugiineii baz olan G’deki bir degisiklik yalnizea bir kodonda
(AUG), dolaysstyla bir amino asitte degisiklife neden olacaktir. Diger yandan, eger
bir ¢akigma sz konusu olsaydt, G bazt tic komsu kodonun (AUG, UGC ve GCU)
bit parcast olacaktt. Dolayisiyla, son Grlin olan proteinde li¢ amino asidin degisiklizi
s6z konusu olacaktl. Ancak, stte bahsedilen ¢alisma ile bunun béyle olmadigt ve
kodonlarin birbirlerinden bagimstz olduklars actkea gosterilmistir.
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Amino asit
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$ekdl 13.11 Transfer RNA ((RNAYnin Szeluleri. () Maya'ya ait fendlalanin RNA’ya ait
spesifik  dizi  yapst  y=psdodoiiridin, mG=metilgnanozin, m2G=dimetilguanozin,
mi=metilinozin, UH2 (veya DHU)=dihidroiiridin. (b) tRNAPhe’nin {i¢ boyutlu yapis.
(Griffiths 2e ark., 1996’ dan uyatlanmsstr).
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13.6.3.2.2. Kodda bogluk bulunmamast

Eger kodda terciime edilmeyen bogsluklar bulunsaydi, bir mesajdan bir baz ctkaran
veya ekleyen mutasyonlar bitkag kodonu deistirebililecektt ve bir sonraki boslukta
ribozomun notmal faaliyetine donmesi beklenecekti. Eger herhangi bir bogluk s6z
konusu degilse, bu tip mutasyonlar iskelet defisimine neden olacaklarindan
olumeiil olacaklardt.

AUGCAGCCAACG geklindeki bagka bir kiiglk mesajt omek alalm. Eger
translasyon mesajin ilk bazindan baglarsa, kodonlar AUG, CAG, CCA, ACG
seklinde okunacaktir. Eger ilk U'dan sonra bir ekstra baz (X) eklenirse, gifre
AUXGCAGCCAACG sgeklinde degisecektir. Dolayisiyla kodonlar AUX, GCA;
GCC, AAC olacaktr. Dikkat edilirse sifredeki biitiin kodonlar defigmektedir.
Béylece okuma iskeleti bir baz sola kaymistir, yani ikinci kodon orijinal mesajda,C
ile baglarken, yeni mesajda Cnin yerini G almistir.,

Diger yandan eger koddz bogluklar bulunsayd:, genetik koddaki her bir kedon bir
veya daha fazla terclime edﬂmeyen bazlarla cevrili olacak. Eger bogluk Z harfi ile
gosteﬂh.tse basta vetilen mesaj AUGZCAGZCCAZACGY sekline déntigecektir.
Bu mesajin herhangi bit bdlgesinden bir bazin silinmesi veya eklenmesi yalnizca bir
kodonun defismesine difer kalan kodonlari aynen korunmasina neden clacaktr.
Ornegin, ik kodona bir ekstra baz (X) eklenisse, ik kodon AUXGZ sekline
déntisecek ve yanhy olacaktir. Ancak, bo§1uktan sonraki diger kodonlarda bir
degisiklik séz konusu olmayacak ve Z’den itibaren normal olarak translasyon
gerceklesecektir.

Francis Crick (1966a), tek baz ekleme veya silinmesine neden olan akridin
{acridine) boyalarini baktetilere uyguladiklasinda, olusan mutasyonlarn gok siddedli
olduklatmnt ve higbir fonksiyonel iirtin vermediklerini bulmuglardir. Bu bize kodda
herhangi bir bogluk bulunmadifmi ve bu tip mutasyonlann iskelet degisimine
neden olacaging gostermistir, Crick (1966a), ayrica bir baz eklenmesinin, baz
silinmesinin etkisini iptal edecegini de (veya tam tersi) belirtmistiz. Son olarak Crick
ve ark. (1962} tic komsu baz setinin eklenmesi veya ¢ikarilmasinmn yabani tip bir gen
tretebilecedini agiklarmglardr. Bu durum su Srnekle agiklanabilir. Elimizde CAT
CAT CAT CAT CAT seklinde kodon dizisine sahip birt mRINA oldugunu kabul
edelim. Bu diziye ilk iki bazindan sonra g adet G bazinm (GGG) eklendlgzm veya
ilk iki bazdan sonraki {i¢ bazin silindigini farz edelim. Sonugta yabani genimiz CAG
GGT CAT CAT CAT seklini alip ilk iki kodonu defisecek veya CAT CAT CAT
CAT seklini alarak bir kodonunu kaybetmis goriintisti verecektir. Her 1ki durumda
da yabani tip genin firettidi normal protein {iriini elde edilebilecelstir.

13.6.3.2.3. Kodun iiglii yazilima sahip olmasi

Her bir kodonun g hatften olustufu gériist, Nirenberg ve Matthaei (1961)'in cok
sayida U bazint kullanarak ik suni protein olusumunu gozledigi calisma ile
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belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen proteinin amino asit diziliminin coklu
fenilalaninden olustufu  belirlenmistir.  Dolaysiyla UUU. tclisti fenilalanini
kodlamahdir,

| Juu EUU’U | UUUl UUUI
v v v ¥
Phe Phe Phe Phe

Bu caligma hem kodonlarn Ggli yazilima sahip olduklarini géstermesi, hem de
dizisi bilinen sentetik mRINA’larin dizayn edilebilecedi ve protein Grtinlerinin analiz
edilerek kodun yapsinin agifa gikanlabilecegini gostermesi agisiadan oldukea
Snemliydi. Nitekim, Khorana (1968)nin sentetik mRNA arastirmalart kodonlann
iig baz icerdiklerini gbstermigtir. Khorana calismasmda UC bazlarinin tekrarlanchg
bir sentetik sifre kullanmistir. "

Eger kodonlardaki baz sayist tek ise, UCnin tekrarlandifn ikili nikleotid,
translasyonun nereden basladigt farketmeksizin alternatif iki kodondan olusmalidir:
UCU ve CUC. Sonugta olusan ptotein alternatif olarak tekratlanan iki amino
asitten olugur. Eger kodonlardaki baz sayisi gift #lsaydy, sadece bir kodon (6rnegin,
UCUC) tekraranacakt. Dogal olarak translasyon ikinci bazdan (C) baslasayds,
tekratlanan kodon CUCU olacakt. Her iki durumda da sonug proteini tek bir
amino asidin tekrarlanmasindan olusacakes.

Ancak, KKhorana (1968) calismasinin sonunda coklu UC’nin tekrarlanan ikili peptd

seklinde (UCU ve CUC) translasyon edildifini ve coklu serin-lésin serisinin

olustugunu bulmugtur. Bu da kodonlatin tek sayilt bazlardan olustugunu kesinlikle

ispatlamugtir. :

ucu | CucC | ucu g CuC
v v ¥ v

Ser Leu Ser Leu

i J

Tekrarlanan Ggliiler ise translasyonun baglama noktasina baglt olarak farkls coklu-
peptidler olustururlar. Ornegin, ¢oklu UUC, fenilalanin, serin veya losin dizileri
halinde translasyon olabilir:

y UUC, UUC ;UUC (UUC veya U UCU,UCU UCU ,UC
¥ ¥ ¥ £ v v ¥
Phe Phe Phe Phe Set Ser  Ser

veya UU : CUUl Ccuuy ’ CcUu I C

v v ¥
Tea Leu Leu
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Bu durumu perginleyen delil dértli bir nikleotidin tekearlanmastydr. Ornegin,
cokla UAUC serisinin tekrarlanmast ile tirozin-18sin—serin—izolésin seklinde bit
translasyon olmustur:

(UAU, CUA \ UCU |AUC
v v v ¥
Tyr Leu Ser Ile

Bu durum kodonlarin fighi yazilima sahip oldugunu acilsca gdstermektedir.

13.6.3.3. Kodun ¢oziilmesi

Genetik kodun ¢ézillmesi son iki asrin en heyecan verici genetik buluglarindandir.
Khotana (1968)nin sentetik mRNA’lart bazs kodonlar hakkmda kuvvetli ip uclart
vermisti. Ornegin, ¢oklu UC bazlan tclii yazdim sonugu UCU veya CUC
kodonlarins verecek, dolaystyla bu kodonlarin birisi serini digeri 16sini kodlayacakts.
Fakat esas soru acaba hangisinin hangi amino asidi {irettiginin altinda yatmaktayds.
Nirenberg ve Matthaet (1961) bu soruya cevap olacak giicli bir tahlil metodu
gelistirmistir. Arastiricr i niikleotidin bir spesifik aminoacil-tRINA’nimn ribozomlara
baglanmast i¢in, bir mRNA kadar yeterli oldugonu bulmugtur. Ornedin, ticki bir
UUU, fenilalanil-t(RNAnin ribozoma baglanmasina neden olacaktir. Dolayisiyla
UUU, fenilalanini kodiayan bir kodondur. Ancak, bu metot dért dértlik depildi;
bazt kodonlar amino asitler icin gerekli olmasina ragmen, herhangi bir aminoacil-
tRNAnin baglanmasina neden olmamustir.

Bu ikt metodun birlikte kullantimina asagidaki drnel verilebilir, Coklu AAG dizimi
lisin, glatamik asit ve arginin olusumuna neden olmaktadir. Bu dizinin olusturdugu
sentetik mesajda AAG, AGA ve GAA olmak tizere Ug farkli kodon bulunmaltadr.
Ancak, acaba hangisi lisini dretmektedir? Bu ii¢ kodon Nirenberg ve Matthaei
(1961)nin tahlil metoduna gére test edilmis ve Sekil 13.12°deki sonuclart vermistir.
AGA ve GAA'nmn (4C) lisi-RNA’y1 ribozoma baglayamamalarina rafmen,
AAGnin bunu sagladi@s gdriilmektedir. Dolayisiyla coklu AAG dizisinde, AAG
lisin tireten kodondur. Bu ¢alismada dikkati ceken diger bir konu da ticli AAAnm
da lisil-tRNAnin baglanmasina neden olmasidir. Bu da AAA’nin diger lisin kodonu
oldugunu gdstermektedir: Bu durum genetik kodun genel bir zelligi olan copu
durumda bitden fazla ticlintin ayni amino asidi kodladigina isaret etmektedir. Diges
bir ifade ile kod “dejenere™ olmustar.

Bitin genetik kodlar daha 6nce verilen Tablo 13.2°de gésterilmistir. Gorillecegd
gibi, 64 adet farkh kodon olmasina ve hepsinin de kullanilmasina ragmen yalntzca
20 farkh amino asit vardir. Mesajlartn sonunda bulunan ¢ dut {stop) kodonu
(UAA, UAG ve UGA) digindaki bitiin kodonlar amino asitleri kodlarlar. Bu da
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genetik kodun biiyiik oranda dejenere oldupunu géstetir. Ornefin, 16sin, setin ve
arginin 6 farkh kodona; prolin, treonin ve alaninin dahil olciu{;i) bircok amino asit 4
farkls kodona; #zolisin 3 farklt kodona ve diger birgogu iki farklt kodona sahiptirler.
Yalnizca iki amino asit (metionin ve triptofan) bir kodona sahiptir.

Baglanan {"C) fpbtRNA

Sekil 13.12. Farkli kodonlara kargthlk
olarak AsyltRNA'nin sibozomlara
baglanma durumu. Lysgp/RNA
radyoakdf (#C) ile etiketlenmis ve AAA,
AAG ile GAA bazlatin varhginda E.
eoi ribozomlartyla kanstnlouste. Lysph
tRNA-rbozom kompleksinin olugumu
selilloz nitrat filtreye baglanma
durumuyla dlgtlmigtiir.

Elenca ficht baz mikean

o~

13.6.3.4. Kodon ve antikodon arasindaki anormal baz eglegmesi
(Yalpalama hipotezi)

Bir organizmanin ayni amino asit icin fazla sayidaki kodonlarla nasil baga ¢ikuf
merak konusu olmustur. Bunun bir yolu, aynt amino asidin her biri farkli bir kodon
icin spesifik olan fazla sayida tRNA’lara sahip olabilmesidir. Ancak bu gergek
cevabin yalntzea bir pargastyds, ¢éinkd bu basit hipotezde tahmin edilenden daha az
sayrda (RNA’lar elde edilmekteydi. Crick (1966b) tekrar aragtirma sonuglarina
dayanarak yeni bir teori gelistirmigtie. Buna gére Crick, bir kodonun ilk iki bazinin
antikodon ile Watson-Crick baz eslesmesi kuraliarina gére dogra bir sekilde
eslesmek zorunda oldufunu, ancak Ugiincli bazin “yalpalayaral” antikodonla
anormal bir baz eslesmesi gosterdigini belirtmistir. Bu neri “yalpalama hipotezi”
(wobble hypothesis) olarak adlandirdmaktadir. '

Yalpalama hipotezine gore bazlar arasindaki muhtemel eslesme olasiliklars Tablo
13.3°de gosterilmektedir. Tablodan da gérilecegi gibi, Crick, tRNA’dz “I” harfs ile
gosterilen bir nitkleosidin bulundugunu farketmistir. Bu niikleosid ‘inozin’ olarak
adlandirlmaktadir. Inozin, guanozine benzer bir yapiya sahip olup aynt guanin gibi
hareket eder. Dolayistyla I'nin bir kodonun tiglinct pozisyonundaki C veya U ile
eslesmesi beklenirken, ayns zamanda yalpalama sonucu A ile de eslesebilmektedir.
Boyle bir durum dg kodonu AUC, AUU ve AUA oln izoldsinde
gorillebilmektedir. Sonuc olarak, yalpalama olay ile genetik kodu translasyon
yapmak icin gereken tRNA saytst azalttimaktadir.
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Tablo 13.3. Yalpalama hipotezine gore muhtemel kodon-antikodon eslesmeler.

C Yalnizea G
A Yalnizea U
U Aveya G

1 U, C, veya A

13.6.3.5. Ribozomlar

Daha énce de belirtildig gibi, ribozomlar hiicrelerdeki protein makineleri olup,
RNA ve proteinden olugan karmasdk bir ‘yapiya sahiptirler. Ribozomlar
prokaryotlarda birlegserek 70S parcasmi olugturan 508 ve 30S olmak tzere iki alt
tniteden olugmaktadir ($ekil 13.132). Buna karsthk olarak Skaryotlarda ise 805
pargasint olugturan 60S ve 408 seklindeki iki alt Gnite bulunmaktadir (Selal 13.13b).
Ribozomlar kendilerini mRNA, tRNA ve protein biyosentezi igin gerekli olan
spesifik protein faktorlerine baglama kabiliyetinde olan ézel bolgeler igerirler,

Ribozomda bir polipeptidin sentez edilisi Sekil: 13.14’de gésterilmektedir. mRNA
308 alt-initesine, tRNA’lar ise alt-uniteler ile c¢akigan ribozom lzerindeki iki
bélgeye (A ve P) baglanirlar, “A” bélgesi bir aminoacl-tRNA'mn giris bolgesidir.
“P” bélgesi ise biiyliyen polipeptid zincirini tagtyan peptidil-tRNA’nin baglandifs
bolgedir. Her bir yeni amino asit yeni bir aminoagil-tRINA’ya, yeni bir peptid bajt
olugturacak sekilde biyliyen zincirin transferi yoluyia eklenir, Daha sonra tRNA,
“P” bolgesinden serbest birakilir ve ribozom mesaj boyunca bir kodon ileriye
hareket eder. Boylece yeni bir peptidil-tRINA, “P” bélgesine transfer ediir ve “A”
bolgesi gelecek olan yeni bir aminoagit-tRINA icin bosaltilir,

13.6.3.6. Protein biyosentezinin genel agamalarn

Protein biyosentezi ashnda bir kimyasal reaksiyon olarak kabul edilebilir ve
reaksiyonda karstlagdan olaylar 4 madde halinde ézetlenebilir:

1. Her bir amino asit (a2) kendisine spesifik bir (RNA molekilline ATP’den
Gretilen bir yiksek-enerji bafn ile baglanir. Bu islem sentetaz adt verilen
spesifik bir enzirmn farafindan katalize edilir. Her bir amino asit igin farkls bir
sentetaz vardir,

sentear

am + tRNA, + ATP ¥ aa,—tRNA;, + AMP + Ppi
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(a} PROKARYOTIK  rRNA Proteinler Alt iiniteler Ribozomiar
L B2 B3 '
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{2900 baz) (120 baz} Toplam 31 508 .
1 81 82 83
fw;ﬁ“
. T
nal, + w = .
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3658
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(b) OKARYOTIK
111213
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(j P &

{4800 baz + 160 baz) (120 baz) Toplam 50

§1 52 3 P

%
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(1900 baz) @
Toplam 33

Sekil 13.13. Prokaryotlar (a) ve Skaryotlarda (b) birer adet kilgiik ve biiyiik alt {initeden

clusan fbozomlane yapist (Lodish s ark., 1995'den uyarlanmistr),

2. Tutulan tRNA’mn enerjisi ribozomda bir amino asidi bir digetine bagiayan

peptid bags haline dondgtiteilir.

Bir ribozomdaki
peptidil-transferaz

aa;——tRNAl + aax—tRNA, ———# a4y —aa, — tRINA,;+ tRNA1
" ) {Serbest
Kiigiik polipepti¢ brrakilir)

3. Yeniamino asidler bityliyen zincire peptid baglar ile iligtirilirler.

223—-tRINA3 + aai—aa—tRNA, > aa1— anz-a2s— tRINAs + tRNA;

{Serbest
Daha bityiik polipeptid birakilir)

4. Bu islem en son amino asit eklenene kadar devam eder. Dogal olarak biitiin
her sey mRNA, ribozomlar, birgok ilave protein faktdsler, enzimler ve

inorganik iyoniarin varliinda gerceklesir.
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Rizoromian
— hataket yBal
aas adg

§ek11 13.14. mRNA'nin translasyonu siiresince buyumektf: olan b1r polipeptid zincirine
amino asit eklenmesi {Griffiths ge aré., 1996'dan uyqrhmm;snr)

Protein biyosentezi transkripsiyonda oldugu gibi translasyonda da baglangic, uzama
ve sona eris safhalart olmak tizere U¢ farkll safhada gerceklesir.

13.6.3.6.1. Baglangig safhasi

Baslangic sathast mRNA, ribozomlar ve spesifik tRNA molekillerine ilave olasak,
baslangic faktdrleti olarak adiandirilan IF1, IF2 ve IF3 gibi birgok fakidre ihtiyag
duyar. E. wi ve difer bir gok prokaryotik organizmalarda yeni sentezlenen
herhangi bir polipeptidteki ilk amino asit N-formilmetionindir, Bu amino asit
RINAMe yerine tRNAMe olarak tanimlanan bir baglangic tRNA’st tarafindan temin
edilmektedir. Bu baslangtc tRNA’st normal metionin antikodonuna sahip olmasina
ragmen, metioninden ziyade N-formilmetionin temin etmektedir. E. w#da AUG
ve GUG ve seyrek olatakta UUG baglangic kodonlart olarak kullandlmaktadir. Bu
iiclilerden biri baslangic pozisyonunda bulundugunda, N-formilMet-tRNA
tarafindan tanmir ve metionin, zincirdeki ilk amino asit olarak karsimeza cikar.

Baslangic safhast g agamada gergeklesir ve agafidaki sekilde dzetlenebilit:

1. Baglangic sathast mRNAmmn 308 alt-nitesine baglanmasint igerir {Sekil
13.15). Baglanma IF3 faktoril tarafindan tegvik edilir. Protein biyosentezine
angaje olmamis olan ribozom alt {niteleri serbest formda bulunurlar. Bunlar
baslangic isleminin bir sonucu olarak biitiin bir ribozom halinde birlesitler.
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2.

IF2 baslangte faktérii GTP (guanozin trifosfat)’ye ve baslatics fMet-tRNA’ya
baglanir ve fMet-tRNA’nin baglangic kompleksine baglanmasint tegvik eder.
Béylece, Met-tRNA'y1 “P” bolgesine gotiisir.

Bir ribozom proteini parcalanarak iki alt dnitenin olusumu saglanir. Bu
safhada IF2 ve IF3 faktorleri serbest bgrakdsr. (IF1Vin rolii tam olarak actk
degildir, ancak ribozomun tekrar sirkilasyonunda rol aldsf ditsiiniilmekredir.)

13.6.3.6.2. Uzama safhasi

Uzama safhasinin detaylars Sekil 13.16°de gosterilmektedie. Bu sslem EF-—T’;J, BEE-Ts
ve EF-G gibi g protein faktori tarafindan gerceklestirilir ve {i¢ ayr: adumdan
olusur:

1.

2.

Uzama fakedrit EF-Tu aminoagil-tRNAnin “A™ bélgesine girigine yardim
eder. Bunu basarmak igin, EF-Tu ilk énce GTP’ye baglanir. Akdflestirilen bu
EETu/GTP kompleksi tRNA’yva baglanir. Daha sonra kompleksin GTP’st
GDPye hidtolize olmak yoluyla aminoacil-tRNA’nin  “A”  bolgesine
baglanmasina yardimet olur ve bu noktada EF-Tu serbest biralds (Sekil
13.16a) ve yeni tRINA “A” bolgesinde terkedilir (Sekil 13.16b).

Uzama faktors EF-Ts ribozomdan EF-Tu/GDPnin ayrdist ve EF-
Tu/GTP’nin yeniden clusumuna aracilik eder.

3. Translokasyon bodliminde, peptidyl-tRNA tzerindeki polipeptid zinciri

peptidiltransferaz enzimi tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda “A”
bolgesinde aminoacil-tRINA’ya transfer edilic ($ekil 13.16c). Daha sonra
ribozom mRNA boyunca 523 yéninde bir kodon ileri giderek
translokasyon ger¢ekiestirilir. Bu adin uzama faktér EF-G’nin yardimuyla ve )
bit GTPnin GDPye dontgimiyie olugur (Sekil 13.16d). Bu islem “P”
bélgesinden bosaltilmus tRINA’y1 serbest birakir ve yeni olugturulmus peptidyl-
tRNAy1 “A” béigesinden “P” bolgesine transfer eder (Sekil 13.16¢).

13.6.3.6.3. Sona erig sathas

Daha énceki bélimde genetik kod anlatidirken UAG, UAA ve UGA sifresine sahip
dur (stop) kodonlamnt tanimlamstk. Ilgingtir ki, bu iighi yazthmlar bir tRNA
tarafindan degil fakat REF1 ve RF2 geklinde gosterilen ve serbest birakma faktSeleri
olarzk adlandirilan protein faktorleri tarafindan tanmurlar. RE1 fakedrd UAA ve
UAG kodonlarini, RF2 ise UAA ve UGA kodonlarini tanurlar. Ugiinel bir faktor
olan RF3 ise zincir sonlanmasinin katalizasyonuna yardim eder.
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308 altiinitest \/

mRNAw

baglayabilen
kompleks

w

+3OS
£ aitt,;lmtem
EMet-tRNA ] )

A o+ m
GDP

Sekil 13.15. Translayonun baslangic safhasindaki agamalann olugumu (Griffiths s ark.,
1996'dan uyarianmmstir).

Peptidil-tRNA “P” bdlgesinde iken serbest biutakma fakebrleri zincir sonlandiran
kodonlara bir karsik olarak “A” bélgesine baBlanilar. Sonra polipeptid “P”
boigesinden serbest birakilir ve ribozomlar bir GTP molekilindn hidroliziyle
gerceklestirilen bir reaksiyonda iki alt {inite halinde boliiniirler (Sekil 13.172). Bu
noktadan sonra transiasyon aygitt UAG {iglistinii tantyacak bir t(RNA olmadig icin
dur kodonundan daha iletiye gecemez (Sekil 13.17b). Bu durum protein
biyosentezinin son bulmasina ve polipeptid parcasinin serbest birakimasina neden
olur, Bazt durumlarda ise értiicli mutasyonlar (nonesense suppressor mutation)
olusatak, belitli tRNA’lanin antikodon kevrsmnt degistiip mRNA’daki dur
kodonlarina baglanmayt saglarlar (Sekil 13.17¢). Béylece dur kodonuna karsilik bir
amino asit yerleserek translasyonun devam etmesi saglanu (Sekil 13.17d).
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Aminoscyt-tRNA

\\ P
"‘.\ \ Bolgesi
Bigyitpen '
pokipeptil g
i

\\\'l‘musinkm«yuu

GDP+P:

(e}

Sekil 13.16. Translasyonun uzama safhasmun asamalans (Griffiths s ok, 1996'dan
uyarlanmagtir).

13.6.3.6.4. Protein biyosentezinin genel 6zeti

Su ana kadar anlatilan protein biyosentezindeki tim sathalar Sekil 13.18°de
ozetlenmektedir. Baglangic safhasinda, ribozom mRNA’nmn bir béigesindeki
baglama noktasint tanir ve tek bir amino asit tagtyan bir tRNA molekiiliinii bu
noktaya baglar. Bakteriyel proteinlerin hepsinde bu illk amino asit daima N-
formilmetionindir. Uzama safhasinda, ikinci bir amino asit birinciye ilistirilir. Sonra
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polipeptid
zincitg

Ortiicii t(RNA

{\« ' Mutasyon l\m

Sesbest 508
alrinitesi
Gt
@
Serbest 308
altitaitesi

Jekil 13.17. Protein biyosentezinin sona erdirilisi: (&) Translasyonun sona erisine dncilitk
eden asamalas, (b) stop. kodonunda translasyon igleminin durmast, {©) bir tirozin tRNA’nn
antikodon kivniminda meydana gelen 6rtiici mutasyonun  molekiler sonuclan, (d)
defistitilmiy olan fRNA tarafindan dur kodonunun okunabilmesi ve uzama safhastn
devam etmesi (Watson 22 ark, 1983 ve Guiffiths s ark, 1996'dan degistirtlerek
diizenlenmistir).
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tibozom, mRNA molekiili {izerindeki pozisyonunu defistidr ve uzama devsi
tekralantr. Dur kodonuna ulagildgt zamen, amino asidlerden olusan zineir bir
proteini olusturmak igin kendiliginden kivnlir. Hemen bunu takiben ribozom iki alt
iinitesine pargalanir. Bu iki alt Gnite daha sonra yeni bir mRNA pargasmin
translasyonu icin tekrar birlegecektir. Protein biyosentezi basglangi¢, uzama ve sona
eris faktdrleti olarak adlandirdan bir¢ok katalitik proteinler ve enetji kaynagt olarak
kullanilan GTP (guanozin trifosfat) tarafindan katalize edilir.

13.7. Okaryotlarda Protein Biyosentezinde Goriilen Farkliliklar

Okaryodardaki protein biyosentezi ptokaryodardakine nazaran birgok acdan
farkldtk gosterit. Prokaryotlarda tek bit RNA polimeraz tim RINA%ar
sentezlerken, dkaryotlarda G farklt RNA polimeraz bulunmakta ve farkl gorevies
gerceklestirmektedir. Bunlar tRNA’yt sentezleyen Polimeraz I, mRNAy
sentezleyen Polimeraz 1T ve tRNA ile 58 rRNA’yi sentezleyen Polimeraz Ill'tiir.

RNA polimeraz II tarafindan tanmnan Skaryotik promotorlar genelde en az bir
ortak 6zellige sahiptirler. Bu da TATA kutusu olarak adlandiplan ve
transkripsiyonun baglangig noktasindan yaklagtk 25-30 baz ¢ifti 6nde bulunan ortals
bir dizidir (Sekil 13.8). TATA kutusu yaklagtk olarzk 25-30 baz cifti sonra
transkripsiyonun baglama pozisyonunu belirler veya transkripsiyonun etkinligini
artirict bir rol oynar. Polimeraz II promototlant genellikle TATA kutusundan daha
snde bulunan baz: énemli dizileri iceritler. Bu korunmug bolgeler transkripsiyon
faktéeleri olarak adlandirlan spesifik aktivasyon proteinlerini tantyan bdlgelerdir
(Sekil 13.8).

Bircok Skaryotik genler aynt zamanda tegvik ediciler (enhancers) olarak adlandirdan
bagimstz elementleri de igerirler. Bunlar promotor elementleri olmayip, yakininda
bulunduklar genin transkripsiyonunu harekete gegiren (stimule eden) yapslardur.
Polimeraz I promotorfaz kontrol ettikieri genin 5 bolgelerinde bulunurken,
polimeraz II promotor’lar ise tamamen genin igine yetlesmis durumdadirlar.

mRNA ve tRNA’ys kodlayan karyotik genlerin ¢ofu ara diziler olarak adlandirilan
intronlarla kesilmistir. Intronlar: cevreleyen ve proteinleti kodlayan dier parcalara
ise ekzon (exon) adt verilmektedir. Bir mRNA’nin olgunlagtirimast islemlerinden
biri intronlarin uzaklagunlatak elzon parcalarmun birlestiriimesidir (splicing) (Sekil
13.19). Okaryotik mRNA’nim bitlestirme sinyalleri sagtlacak derecede tiniformdur.
intronlarm ilk ki bazlart hemen daima GU ve son iki baziart da siirekli AG’dir.
Ayrica 5" ve 3 bitlestirme bélgelerinde de ortak diziler bulunmaktadsr.

Okaryotik mRNA’larn ¢ogu 3 sonlarnda yaklagtk 150-200 baz uzunlufunda coklu
(A) kuyruguna sahiptitler. Goklu (A) polimerazi tarafindan eklenen bu kuyruk,
mRNA’ya cekirdek icinde eklenir ve bitlestirme olay: ile sitoplazmaya taginma
esnasinda mesajla birlikte hareket eder. Coklu (AYnmin mRNA’y bozulmaktan
koruduguna inandmaktadir, mRNA’latin 5° sonlant ise baglk (caps) adi verilen
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yapilar tarafindan bloke edilmigtir. Baglklar mesajt bozulmalardan koruma ve
translasyon i¢in ribozomlara girisi saglama gibi iki gérevi yerine getiritler.

mRNA

tRNA ve
amino asit L
{formilmethionin)

Baglangie
faktdrleri

GIP

Sona eris Baglangsg

sitdohohe,

Diger
ANERO asit .
\ Formilmethionin / : Baglangse
| ’ faktéddeci ve GDP
Sona eris\\\\ ’ ;:?gﬁ:om
Tuktsrleri e
Uzama fﬂhﬁmJ RNA ve L
Tu ve GDP / . .
y AnN0G Asit
Peptidyltransferaz ““""”‘\‘ ) / Uzama faktirii
)’ Gve GDP
Uzama
Y -
E‘\. tRN;\W‘/} P S, Wlzarna [akotticit

G ve GTP

Sekil 13.18. Baslangictan sona kadar bir proteir  biyosentezinde gerceldesen olaylar
(Griffiths ve ark., 1996'dan degistitilerek diizenlenmistis).
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Franskripsiyon bagtangcr
Gen: Intron 2 "
#keon 3
Transkeipsivon
Astl RNA transkripti
v lntront u Immulz A AG W:@

Ekzon 3
1 U
G G
intron 1 Intron 2
Bilestirme iglemi
T
Olgun transkript: %ff + Introntar

Ekzon 1 Ekzon 2 Ekeon 3

Sekil 13.19. Introntann wzaklagtularak ekzonlann hirdestiriimesi iglemi. Bu islem sonucu
elde edilen olgun MRNA transkripti sitoplazmayz tagnarak translasyonda kullandir

(Weaver ve Hedrick, 1991 'den uyarlanmigtiz).

$ekil 13.20. Okaryotlarda protein biyosentezi. mRNA stoplazmaya tasinmadan 6nce

¢ekirdek iginde olgunlastunlma islemine tabi tutulmaktadir (Darnell, 1983’ten

degistirilerek diizenlenmistir).
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~

Okaryotlagin  6zel fonksiyonlata sahip bazt genleri, dizenleyici proteinlerie
interaksiyonlart sonucu gofunlukla transkripsiyon dizeyinde kontrol edilitler. Gen
etkisinin kontrol edildigi diger dizeyler transkripsiyon sonrasi ve translasyon andis.
Temelde, translasyon sonrast diizeyde dahi kontrol edilebilitler. Bu temel fatkiiikiar
disinda  genlerin  yapist ve protein biyosentezi acisindan prokaryotlar ve
dkaryotlarda gerceklesen olaylar daha once anlatddig gibidir. Okatyotlarda
gergeklesen protein biyosentezi basitce Sekil 13.20"de gosterildiFi gibi dzetlenebilir.
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14.1. Girig

Bitki sslahglan  asulardir  istedikleri karaktetlerin  se¢imi  yoluyla genlerle
cabismislardir. Bu calisma cofu kez ozel olarak belli bir gen ile degil, genin tizerinde
bulundugu byik bir kromozom parcast ve bu parcanmn tagidifn ok sayida diger
genletle ilgili olmustur. Ancak, genetik biliminin ortaya ¢ikisindan sonra mutasyon
calismalatinin da yardimyla, bireysel olarak genlerin etkileri ¢aligtlabilmistir. Ne var
ki, bireysel genlerin etkilerini nasil ortaya ¢ikardiklars konusunda bilinenler uzun
stire oldukea sinizh kalmistir,

Rekombinant DNA  tweknolojisindeki  gelismelerden  sonra, uzun DNA
molekiilierinin laboratuvarda ¢abgilabilecek kiigik par¢alara ayriabilmesi ve daha
sonra fonksiyonel olarak organizmalara geri kazandiimas: fle genleri meydana
getiren niikleik asit diziliglerinin ortaya ctkarlmasi, yani gen izolasyonu, miimkin
olmustur. Genlerin niikleik asit dizilislerinin belirlenmesi biyoloji biliminde yeni
ufuklar acrmustir. Bu gekilde, farlds karakterlerin genler tarafindan nasil ortaya
cikarildiklan, ayor genin farklt allellerinin nasid farkls fenotipler meydana getirdigs
agtklanabilmigtir. Ayrica, bireysel genlerin karakterlerin ortaya ¢ikmast esnasinda
meydana gelen zincirlerne biyokimyasal reaksiyonlarn hangl kisminda hangi rolit
oynadift saptanmis ve buradan séz konusu karmagik sistemlerin difer elemanlarina
uiastlmstir. Bu ¢abismalar esnasmda bir bitin olarak zincirleme reaksiyonun hizim
sinilayan agama tespit ediip, buoun hizlandirdmast yoluna gidilebilmektedir.
Ornefin, nisasta sentezinde hiz smurlayier faktér, ADP-glikoz pirofosforilaz
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enziminin Gretim miktaridir. Normalde, enzim miktart yiksek oldugunda ilgili
genin ifadesi azalmakta, sonugta da ortamdaki enzim miktar: diismektedir. [lgili
genin ortamdaki enzim miktarina baglt olmadan ifade edilecek sekilde degisiklife
ugratdmast ve patatese aktarilmasi ile patates yumrularindaki nigastz miktarinda
ticart anlamda onemli bir artty meydana gelmistir (Stark ze ark., 1992).

Farkl genler veya allellerin kargilagtilmasindan elde edilen bilgiler ve biyokimyasal
stmulasyon calismalart ile genlerin fonksiyonlarnin geligtirilebilecedt, hatta sentetik
genlerin  tasarlanabilecedi fikri ortaya atilmusur. Izole edildikten sonra cesith
vektorlere klonlanan genler, bu vektdrler yardimiyla bitkilere transformasyon
yoluyla kazandinlmaktadir. Boylece, eseysel uyusma olup olmadsgina bakilmaksizin
bireysel genler oldukga kisa bir sirede yeni genomlara aktardmaktadir. Genetik
mithendistii olarak tanimlanan bu bilim dali klonlanmakta olan gok sayidaki bitki
genler: ile bir araya geldifinde dinya gida probleminin ¢dziimil igin bilyik Gmitler
sunmaktadir,

Bitkisel genlerin izolasyonunun kendine has avantaj ve dezavantajlart vardir.
Bakteri, mantar veya mayalarla kargilasunldifinda bitki genomlasinm oldukea biyik
olmasi gen izolasyonu icin bir dezavantajdir. Insan genomu caligmalar ile
karsilastinldifinda ayrdan kaynaklarn ¢ok kiigik olmast diger bir dezavantajdrr.
Ancak bitkilerin kolayca {iretilebilmesi, ¢ogunda kendileme yapilarak homozigot-
lufun artiiimasy, melezlemelerin kolayea yaptlabilmest, bitkisel materyallerin tohum
halinde kolayca saklanabilmesi, diger genetik gahsmalart oldugu kadar genlerin
izolasyonunu da kolaylastiemakeadie. Aytica, Arabidopsis thaliana gibi oldukea kiigiik
genomlu, genetik transformasyonun ¢ok kolay oldugu, DNA polimorfizmi yiksek
olan, kolay yetisen ve gok sayida dél veren model bir bitkinin gen izolasyonunda ve
diger genom caliymalarmda kullandmast s6z konusudur. Béylece, Arabidapsis
genlerinden hareketle aralarinda kidltiir bitkilerinin de bulundugu diger bitkilerdeki
genlere ulagdabilmektedir,

14.2, Gen Klonlama Stratejileri

Gen izolasyonu ve klonlanmasinda kullanilan bitiin teknikler genin taniminda
kullandan dért ézellifi géz éninde bulundurutlar (Gibson ve Somerville, 1993),
Buelar; ) biitiin genler spesifik bir diziye sahiptirler, b) genler genom icinde belli
bir bélgeyi isgal ederler, ¢) genler Gzel bir ifadeye sahip bir RNA’y1 kodlarlar, ve d)
genlerin ¢ogu bir fonksiyona sahiptirler. Baz gen klonlama tcknikleri biitiin
genletin izolasyonuna izin verirken, digerleri sadece belli ézellikier tagiyan genlere
uygulanabilirler. Bununla bitlikte, bir bitkiden izole edilen genler heterolog
melezleme yoluyla diger bitkilerden benzer genlerin izolasyonunda kullaniabilic,

Bu bolimde bitki genlerinin izolasyonu ve klonlanmasi teknikleri déet ana bashk
altinda incelenecektir.
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14.2.1. Gen fonksiyonu veya ifadesinden hareketle gen klonlama
14.2.1.1. Protein saflagtirma

Bir genin kodladi: protein tizerinden klonlanmast duramunda éncelikle proteinin
taninmast gerekmektedir. Eger proteini tantyan bir antikor varsa ilgili protein
saflagtiritabilic ve proteinin amino asit dizisi bulunabilir. Bir baska yzaklagimda, séz
konusu proteinin bulundugu ve bulunmadg iki durum hazulanabilirse iki boyutiu
protein elektroforez uygulamast ile elde edilen motifler analiz edilerek protein
tantnabilir {Sekil 14.1). Saflastirma sonrasinda proteinler amino asit analizine tabi
tutuiulmakta ve amino asit dizisi nitkleik asit dizisine ceveilmektedis. Bu dizilerden
gelistirilen sentetik oligoniikleotid problar veya PCR primesleri ile genin tiim
niikleik asit dizisi bir genomik DNA kiitiiphanesinden ¢ikardabilir.

Sekil 14.1. [a bovutiu protem clektrotorez kullanlarak doku kulilirtindek hilcrelerin
protein motiflerinin belitlenmesi. Elektroforez isleminde proteinler dnce elekerik yiiklerine
gére soldan safia ve sonra da kitelesrine pore yukandan agaft dogru swalanmiglardue,
Durgun hilcrelerin (a) ve taze besin ortamu favesi ile ¢ogalmas: tegvik edilen hiicrelerin (b)
proteinleri. Cogalmaya tesvik edilen hiicreler mitoz bdlinmeye hazirlanmak amaciyla bazi
yeni proteinler sentezlerler. Olkdarla gdsterilen proteinler (b) ortam ilavesinden sonta ortaya
ciktiklan icin bunlar mitoz béliinmeyle ilgili genletin meydana getirdigi proteinler olabili,
Bu jeldeki proteinlerden antikordar gelistirilebilir ve bunlarla ilgili proteinler saflagtunlabilis.
Saflagurilan proteinin amino asit dizisinin belirlenmesi ve bunun nikleik asit dizisine
ceviilmesiyle elde edilen bilgiden sentetik oligoniikleotit problar veya PCR primerles
geligtiziliz ve bualarda mitoz boliinme ile igili genler bir genemik DNA kittiphanesinden
izole edilebilic (Watson v ark., 1992°den).
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Protein saflastirmast tzerinden gen klonlanmass yaklagiminin &nemli dezavantaj-
larindan birisi genin kodladifi proteinin taninamamast ve amino asit analizi veya
antikor hazirlamaya yetecek miktarda protein saflastrtiamamasidir.  Ayrica
ilgilenilen proteinin miktart elektroforez isleminde sinyal verecek kadar gicli
olmayabilit veya elektroforezde jel motiflerinin  kargdlagtiedmasmnda  glicliik
yasanabilir. Teknikle ilgili belki de en énemli giighik ise, gesitli sebeplerden dolays
iki jel motifi arasinda ok sayida proteinin farklilk gdsterecek olmasidir. Biitiin bu
durumlat, protein saflagtrma esasina gore gen klonlanmast islemini ancak gok &zel
sartlarda kullaniabilen bir rslem haline getirmektedir.

14.2.1.2. Mutant dizeltilmesi

Bakteri ve maya gibi kilcik genomlu ve genetik transformasyonu kolay olah
organizmalara ait mutasyonlar normal organizmalardan gelistitilen bir seti rasgele
DNA'larla  transforme  edildiginde  bazm  transformantlarda  mutant  Szellik
diizeltilebilmektedir. Mutant organizmadaki anormallifi dizelten DNA parcast
mutant karakterle igili genin normal formunu tasgtmaktadi. Bu yolla kigik
genomlu organizmalarda gok sayida gen izole edilmistir. Sistemnin bagausi, genel
olarak genomlarinin  nispeten  biiyiik oldugu - ve cok etkin transformasyon
sistemlerinin  bulunmads$i bitkilerde siourlidie. Ancak, bitkilerin bakteri veya
mayalar ile ortak olan bazt genleri, bakteri veya mayalardaki mutasyonlarm bitki
DNA’arr kullandarak dizeltilmesi yoluyla izole edilebilmektedir. Nitekim, sspanak
sakkaroz tagtyieasint kodlayan gen bir maya sistemi kuliantlarak klosnlanmsgur
(Riesmeier 22 ark., 1992).

Bilinen giicliiklere ragmen, mutant diizeltilmesi yoluyla bitki genletinin klonlanmast
potansiyel olarak miimkiindiir. Bu potansiyel, bir bitkiye kazandudlmis olan bir
antibiyotik  dayatiklilik geninin  klonlanmasi ile ispatlanmisur  (Gibson ve
Sommerville, 1993). Ancak, bu sistemin kullanuslihigs, etkilert sadece hiicre
kultirlerinde secilebilen bir kag gen ile sinirh olmaktadie. Son zamanlarda saglanan
bazi gelismeler sayesinde bu  sistem ile bitkilerde gen klonlanmasin
yaygilastirabilis. Her seyden 6nce pek ok bitkide transformasyon sisterleri hizla
gelistirilmektedit. Bu amacla Arabidopsis ve geltik gibi kiigik genomlu bitkilerde
sistemin basars sanst daha yiksektir. Mutant tamamlamast teknifinin bir versiyonu,
daha sonta gorilecedi tizere, biyitk DNAlar ile bitki transformasyonuna izin veren
BIBAC wvektdrderi ve genetik haritaya dayalt gen klonlanmast tekniklerinin
kombinasyonu seklinde kullanidlmaktadir.

14.2.1.3. Antisens RINA kullanims

Transkripsiyon igleminde DNA’nm yalnizca bir iplik¢igi (sense, yani kabp iplikeigi)
mRNA halinde kopyalanmaktadit. Dolayisiyla, mRNA tek iphkeikli bir molekiildir.
Normalde mRNA nikleotidleri, kitabm 13. béliminde de anlaaldifs gibi, genetik
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mesajin ribozom tarafindan transiasyona ugratumast esnasinda tRINA antikodonlar
tarafindan okunur. Ancak, RNA da aynen DNA gibi dubleks yapilar olusturabilir.
Bunun igin gerekli colan tek sey, mRINA’ye tamamlayict olan ikinei bit RNA
iplik¢igidir {antisens RNA). mRNA, kendisini tamamlayict diziye sahip olan
antisens RNA ile dubleks olusturdugunda transiasyon bloke edilir. Promotorun
genin 5° boéigesinde normal pozisyonunda bulunmast dogru iplikeikten mRNA
tretilmesini garantiler. Efer gen promotora nazaran ters pozisyonda ise kalp
olmayan {antisens) iplik¢ik transkripsiyon islemine tabi tutulur ve béylece antisens
RNA tretilir (Sekil 14.2).

Fonksiyonu heniz bilinmeyen klonlanmss gen sayisinn  artmasindan  dolay,
antisens RNA’ya sahip transgenik bitkiler {retilerek hedef genin fonksiyonunun
belirlenmest mimkindir. Bu yakiasim bigiminde esas, hedef genin kendisi olmayip
mRINA’s1dtr. Teknigin ana fike, hedef genin mRNA’sinin ters yazilunl bir nitkleik
asit molekiilii ile bloke edilmesidir. Bu ters yazilimli molekil mRNAnin bazlatiyla
esleserek cift iplikli RNA melezi olugturur ve mRNAdan translasyon islemiyle
protein sentezlenmesini engeller. Bu agidan bflkﬁdlgmé'l ters yaziim teknigmin
kullantn spesifik bir mutasvon mevdana gerirmeve esdegerdiv. Antisens niikleik
astderin hierclere aktantmasinda farkls wknikler Millanimakiadie (bkx Bolim 23).

Promotor

l Transkeipsiyon l

mRNA Antisense RNA

Dubleks
olusumu FAUCGSY mRNA

PUAGCH Antisense RNA

PLLL LT ]

Translasyon bloke edilir

Sekil 14.2. Annsens RNA Grenmi ve tzanstasvonun bloke edilmest.

Antisens RNA ik olarak domateste vumugama ve asin olgunlagmava neden olan
pobigalakiurenay enzime muiktarmm azalulmasinda koellundnugae Shechy vean
1988). Boylece transgentk bitkilerde daha uzun bir raf émril ve ezilmelere daha
fazla dayanidkliik saglanmistir (bkz Bélim 25). Daha sonra domateste edlen
biyosentezini diizenleyen tki temel enzimin dretimi yine antisens RNA teknigi ile
azaltlarak meyvelerin raf ve pazar dmri vzatlmustir (Oecller ve ark. 1991).
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14.2.1.4. Subtraktif melezleme

Bu teknikte bir delesyon mutasyonu igeren bir hattn genomik DNA’s1 normal tip
bitkilerden elde edilen yiiksek oranda parcalanmig DNA ile melezienmekeedir (Sekil
14.3). Mutantn DNA’sina yaptgmayan parcalar delesyona ugrarus bolgeye karsilik
gelmektedit. Bu metodun kullandabilirlifi Arabidepsis'te gibberellin biyosentezinde
kullanslan ga? geninin izolasyonuyla gésterilmigtir (Sun ve ark., 1992). Bu teknik ayni
zamanda ¢cDNA dizeyinde belitli tip mutasyonlart iceren ve bu nedenle ifade
edilmeyen genlerin izolasyonunda kullandabilir, Brassica napus’ta salisilik asitin tegvik
ettigi genlerin izolasyonu bu yaklagima érnek verilebilir (Chu ve Cho, 1996).

Diger metotlarin ¢ofunda oldugu gibi, subtraktif melezleme yoluyla yapilan
klonlamada daha ¢ok kiiciik genomlu bitkiler icin pratik bir teknik Szellifindedir.
Bu teknikle ilgili ana sorun, kiigiik - delesyon bolgelerine sahip mutant bitki
populasyonlarin: glivenh bir sekilde Gretebilecek tnetotlarm heniiz gelistirilernernis
olmastdir. Ayrica, bir mutasyon izole edildikten sonra, bu mutasyonun bir
delesyondan mi yoksa diger bazi anormailiklerden dolayt mu kaynalklandifin
belirlemek icin yogun bir genetik analiz gerekmektedir.

14.2.1.5. Diferansiyel tarama ve diferansivel gésterim

Bu teknikler belli dokularda, belli gelisme dénemlerinde veya 6zel cevre sardarinda
fonksiyonel olan genlerin klonlanmasinda kullanlir. Genler ¢ofunlukia &zel
dokularda ifade edilitler. Bu gekildeki genlerin belirlenmesinde yaygin olarak
kullantlan metotlardan ilki diferansiyel taramadie (differential screening). Bu
teknikte, mRINA &zel bir cevre faktdriine (6tnefin kuraklik) maruz kalan ve
kalmayan gibi defigik sartlar alundaki bitkilerden veya farkh bir doku ve geligme
déneminden alinan érnieklerden hazlanie. Birist ilgilenilen genin calistgy, diferi ise
calismadifs olmak lizere iki farkll sistem olusturulur. Klonlanmast istenen genin
calisuft sistemden haziclanan bir DNA kétdphanesi etiketlenmis cDNA’lar ile
melezlenir, Genin calistift cDNA preparasyonunun gosterdigi fakat digerinin
gostermedigi kion ilgili gene ait olabilir (Sekil 14.4). Bu teknifin ana kisitlayict
etmeni sadece ¢ok yitksek derecede ifade edilen genlerin klonlanmasinda
kullanitabilmesidir.

Daha yeni olan difer teknik ise diferansiyel gésterim (differential display) olarak
adlandiritmaktadir. Bunu ik metottan farkli kidan Szellik, seyrek cDNA'larn
copaltlmasindz PCR teknifinin kullanilmast ve sonugta farkls bir sekilde edsisini
gosteren, fakat daha az siklikta bulunan genlerin tansmlanmasit miimkiin
kidmasidie (Liang ve Pardee, 1992). Teknikte, cDNA parcalarinin bir érnegi, tek
cDNA ipliginden 5-(dT)ndNz-3" -TTTTTTTTTTTNN-3) formiline sahip 12
muhteme! oligoniikleotidlerin bit seti ve rasgele bir 10-bazli primer PCR primerleri
kullandarak  cogalulir  (Sekil  14.5). Farkhi  kaynaklardan elde edilen
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Normal tip Delesyon mutant
A B C A C
f P 5 1 N L—" Y ERareeraTn |
[T AR | [ T P |
DNA'nInt Kesim enzimleriyle kesitmesi DNATIn pargalanmas: ve blotinle etiketlenmesi

A l B C A 1 C

Denatiirasyon {geritlerin ayriimasi) ve renatiirasyon (tekrar biriestirme)

A C ¢ B
Avidin ile
kaptanmg
boncuklara
baglama R
/ -
v
B islemin
Bagitanmig DNA Baglanmanug DNA tekrar
B B
- " ] [ 10 P ]
Y 1
l PCR ila ¢ogaltma
B B B

Transforme ediimig
bakteri kclonileri

Sekil 14.3. Subtraktif melezleme yoluyla klonlama, Normal bitkinin genomik DNA’st bir
kesicr enzimle kilgitk parcalara béliiniir. Delesyon mutantnin DNA’s1 da rasgele parcalanir
ve sonra biotin ile ctiketlenir. Bu iki DNA otnefi denatiire edilerek tek iplikeikli hale
getirilir ve daha sonra etiketlenmis DINA ile etketlenmemis DNA birbirine melezlenir.
Hazirlanan ba DNA ¢dzeltist avidin kaplanmig boncuklar igeren silindirden gegirilerek
biotinle etiketlenmis DNA’nn boncuklara baglanmasi saglamr. Béylece, mutant bitkideki
delesyona ugramus bolge (B) disindaki normal tip DNA silindirde yakalanmig olur. Bu iglem
bircok kez tekrarlanir ve elde edien DNA bolgesi (BY PCR ile cofalularak klonlanur.

Klonlar Southern analizine tabi tutularak test edilir (Gibson ve Somerville, 1993’ ten}.
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Serum eklenmig 4 4 Ky Burgun

hitereler % & Y hilereler
¥ R J ¥ K
I N’

l Poly{A} mRNA Izolasyonu Poiy (A} mRNA izotasyonul

Serum tegvikli

A Vektdri kullanilarak cDNA |
kiitiphanesinin hazirlanmas)
ve E. colinin transformasyonu

Oligo{dT) itavesi, 32P.dNTP Hle
tors transkriptaz ve 32p atiketi
GDNA ile melezieme

Olyo{dT) Haves], 32P.dNTP le
tars transkriptaz ve 32p etiketil
¢DNA ile melezieme

Ana petri

Naylon fiitrelere
kopyalamna

Her iki drnekte
artak ofan
cBNA'lar

Serum tegvikli .
- mRNA‘mg Fajdal.d
c¢DNA klonu cONA'nin
izolasyonu
Ana petri |

Xagint fiimi X-1gint iimi

Sekil 14.4. Diferansiyel tarama yoluyla bir genin klonlanmasi. Durgun hiierelere biiyiime
faktdrii iceren serum eklenip, éreklerin poly(A) mRINA'lan jzole edilmistir. Serum tegvikli
hitcrelern  mBNA'st bir lambda faj (A phage) vektdrinde <DNA  kittiiphanesi
olusturulmasinda  kullantlmustir. Sonta bu ¢DNA’lar B, Cod bakterisine aktanlazak bic
petride kolonilerin bilyiimiest saglanmigtis ve petrideki yerlegim diizeni ki naylon filtreye
kopyalansustir. Dahe sonta her ki 6rnekten P etketh dNTPler de ¢cDNA problar
tiretilmigtir. Herbir naylon filtre kend: etiketli cDNA probu ile hibridize edilmistic. Blde
edilen X.sgm filmleri dikkatlice kargdastinldifinda, serum tesvikli hilerelerden elde edilen
filmde ekstra bir etiketh bélge saptanmistir. Dolayistyla ana petride bu bélgeye kargilik gelen
faj kolenisinin hedef geni tapids bilindifinden, bu fajdan ¢DNA izole edilmistic (Watson
ark., 1992'den),
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a} A ve B kaynaklanndan poly(A) mRMNA’lar izoke edilir ve takip eden islemler her ki RNA
dmed icin paralel olarak gdtitriiir ‘

b T(11)XY sckansuta sahip 12 muhtemel oligoniikieotitierden bivisi [bu Srnekte T(11GC) ile
ters transkripsiyon

rerrrermmrenperonee. COTTTTTTTTTTT SerrroTrrTreT
GCAAAAAAAAAAAA . XYAAAAAAAAANAA
Primer ¢algir XY’nin GC'den farkl: nitkleotid ¢ifti

oimasi durumunda primer ¢abigmaz

¢} Ters yazilemg DNA codaltmak igin rasgele bir H-baz priment dle T(1HGC oligonikdeotidinin

kullangm

A COTTEITTITTTE
Yalnizca rasgele 10-baz primerinin yapigti
DN A molekiilleri cogaltilacaktr

d) Yitksek ¢oziintirliiie sahip poliakeilamzd iel elektroforexi #EPCR wsiinlerinia

avrilmas:
A
prism—— —bazt PCR riinleri sadece bir mRNA kaynagma dzeldir
— b bazy PCR Uiriinieri gok farkh binvitklitkte olabilir
== |
— —ban PCR iiriinleri egit biviiklitktedir

¢) Farkd sckilds ckspres ofan genlerd Kondaumak igin bantlar kesilir ve {¢) maddesinde belirtildis:
ibi tekrar gogaltdir, Daha sonta bir vekidre verlestivilir ve baktert transforme edilic.

Sekil 14.5. Diferansiyel gdsterim teknifi ile gen klonlanmast.

mRNAlagtn bir  DNA  dizileme  jeli  iizerindeki  reaksiyon  drdnler
karsilagtirtldifinda, doku tipleri arasindaki gen ifade farkiiliklart ortaya ¢ihmakradur.
Ayni primerler daha sonra jelden kesilen bantlarm klonlanmasmda veya ¢cDNA
kitliphanelerinin = (veya genomik DNA) gozlemlenmesinde prob  olarak
kullandabilirler.
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Bu metotlatla belirli bir genin tanumlanmasindaki en Snemli sorun, bircok genin
benzer ifade gekillerine sahip olmalandir. Dolayistyla aragtirmayr tek bir gene
daraltmak icin antisens yapisina sahip bit transgenik bitki liretimi gibi ek bir kritere
thtiyag duyuimakradir.

14.2.2. Dizi bilgisi, mRNA veya 8nceden klonlanmis genlerden hareketle
gen klonlama

Bu klonlama yaklagiminda cesitli sekillerde elde bulunan niikleik asit dizilerinden
hareketle genlere ulagilir. Bu amagla; 1) genomlamn komple dizi analizi, 2) genlerin
bir triini olan mRNA’lardan elde edilen cDNA'lann rasgele dizi analizleri ve 3)

daha dnceden klonlanmig genler kullanilur. ‘ F

14.2.2.1. Genomiarin komple dizi analizi

Nikleik asit diziligi, analiz tekniklerindeld gelismeler sayesinde bakteri ve rnaya gibi
kicik genomlardansonra, insan (Bentley, 2000), genetik model bitki olan
Arabidopsis (The Arabidopsis Initiative, 2000) ve celtik (Dickson ve Cyranoski, 2001)
genomlarinin sekans analizleri de tamamlanmistir. Bu analizler, genomlarin yapisal
ozellikleri ve  birbitlerine benzerlikleri agisindan ¢ok faydalt bilgiler {iretmesi
yanindz, organizmalardaki batiin genlerin nihai bir sekilde klonlanmalarini da
saglamaktadir. Ancak, genom dizi analizi ile elde edilen ¢ok uzun ve anlamssz
harfler  dizisinin  fonksiyon meydana getiren genler halinde aciklanmast
gerekmektedir. Bu amagla, bir gende bulunmass gereken unsurlar yoninden DNA
dizilimleri incelenir ve potansivel genler belirlenir.

Dizi analizinden gen arasurilmast bilgisayar programiaryla yapimakradic. Bu
amagla, bir dizide ik aranacak unsur translasyonu derduran kodos (TAA TAG
veya TGA) tastmayan agik okuma cerceveleridir (Sekil 14.6). Bir DNA dizisinde
genin her iki yénde de kodlanmis olabilecedi ve ii¢ niikleik asitin bir amino asit
kodlamast nedeniyle her yénde iic okuma cercevesi bulundugu iin toplam alu
gerceve durdurma  kodonlarnin varlgy  bakimuindan  incelenir. Actk  okuma
cercevesinden Once, belli pozisyonlarda genin promotor bélgesi (bkz Bélim 13,
sekil 13.7), transkripsiyon baglama bolgesi ve. translasyonun basladigi ATG dizisi
bulunmalidie. Genin igindeki kodlama yapmayan intron kisimlasmda bazi durma
kodonlarinin bulunabilecei bilinmelidir. Intronlarn baglangic ve bitis kissmlarinda
bulunan 6zel dizilislere de dikkat edilmelidic Bolim 13, Sekil 13.19). Bitin bu
ozellikleri tagtyan DNA dizilerinin gen olma olasiifn bulunmaktadie. Béyle bir
dizinin gen olup olmadigiein belitlenmesi igin tirettigi bir mRNA aranmalidie. Bu
iglem ya RT-PCR (reverse - ters - transkriptaz PCR; Old ve Primrose, 1994) ile bir
RNA pteparatinda veya bir cDNA kiitiiphanesinde yapilabilir. RT-PCR isleminde,
genin cabsud diistnitlen bir gelisme dénemi ve bitki organindan elde edilen bir
RNA preparatinda Snce ters transkriptaz enzimi ile itk DNA zinciti olusturulur,

89



A. Yildirsm, N. Kandemir

Daha sonra genomik DNA dizisinden gelistirilen iki primer ile gogaltim yapilir ve
RNA preparatinda gene ait mRNA olup olmadit belirlenir. Kantitatif RT-PCR ads
verilen bir RT-PCR formunda mRNA’mn miktart da belli bir hassasiyete
belitlenebilmektedir.

intron Intron
Agil okuma baglama sonlanma

gerceveler x /

1.
2.
3
3 o k3
4 : 5 i B 23 ¥
5- 4 3 a E B 13 A
6- 4 - i » » e by 5 e o S e

Sekil 14.6. Genomik bir kionda yapilan sekans analizi sonrasinda genlerin bulunmast.
Oncelikle alts kodlama cergevesi iizerinde, durma kodonu tagimayan agik okuma cergevelert
aragtirder. 1 numarali okuma cergevesi boyle bir dis#* tagimakracir. Bundan sonra, agik
okuma cergevesinin 5 yoniinde promotor dizdleti (mavi bar), transkripsiyon baglama
bélgest (yesil bar), translasyon baslama dizisi (ATG) ve varsa intron baglama ve bitme
dizileri (siyah bar) arantr. Intron iginde (eflatun bar) dutma kodonlast bulunabilir.

Gene ait bit mRNA (veya cDNA) bulundugunda translasyona tabi tutulan gen
dizisi nitkieik asit veya amino asit dizileti halinde veri tabant aragtirmalanina tabi
tutularak daha once klonlantus genlere veya rasgele analiz edilmis ¢DNA
dizifislerine benzerlikleri aragtizdmaktadis. Gen kimliginin kesin olarak kanitlanmast
icin gene kargiltk gelen genomik DNA dizisinin ilgilenilen genin meydana getirdigl
karakteri tagtmayan bir bitkiye (6rnefin bir mutanta) genetik transformasyon
yoluyla kazandiilmas: gerekmektedir. Bir bagka yaklagimda ise gen, ilgili karaktes
tastyan bir bitkiye antisens RNA yoluyla (bkz. Bélim 23) kazandirdmakia ve
fonksiyonda meydana gelecek bozulma ile gen etkisi gozlenerek genin kimligi
ispatianmaktadir. :

14.2.2.2. Rasgele cDNA analizi

Genler etkilerini mRNA diretimi ile ortaya ¢tkasirlar. RNAz enzimlerinin aktivitesi
ile normal kosullarda cok cabuk parcalandiklarindan, mRNAlar ile laboratuar
sartlarinda calistimast oldukga glgtir. Bu nedenle, mRNA preparatlart mRNAnin
DNA karsthigs olan cDNA’ya gevrilirler ve bu halde kullaniir.

Gen Klonlanmast arastrmalarinda gogu kez dzel bir genin klonlanmas: hedeflensr.
Ancak bazen ézel bir gen verine bir bitkide belli bir anda aktif olan biitiin genlerin
aragtirilmast istenebilit. Bu amagla olugturulmug bit ¢cDNA kisiphanesinden
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rasgele cDNA kionlart dizi analizine tabi tutulurlar. Ancak béyle bir analizde
bilinmesi gereken baz: énemli konular bulunmaktadir. Her seyden 6nce genlerin
calismast bitkinin hayat devresine, gevre satrtlarina ve bitki organina baglidir. Yani,
her gen her an ve her yerde alstif degildir. Bir diger konu da genlerin transkripsiyon
seviyeleri, yani bir cDNA kiitiphanesinde bulunan klonlarin oransal dagiliglar, aynt
degildir. Cinkii belli bir anda bir hicrede bir mRNA on binletce kopya halinde
bulunabilitken, bir baskast sadece bir ka¢ kopya halinde olabilir veya hic
olmayabilir. Bu durum dogal olarak mRNA populasyonundan elde edilen ¢<DNA
kiitiiphanesinde de goriiliir. Bu nedenle, mumkiin oldugunca farkl klonlatrin analiz
edilebilmesi amactyla ya klonlar icin bir 6n segim islemi ya da nadir klonlarm oranca
zenginlestirilme islerni yapiimasi gerekmektedir. Bir ¢cDNA kitiphanesinde bazi tip
klonlarin oramun yikseltmenin en genel yolu ilgili genin caligtigmin du§unuldugu
gelisme déneminde ve bitki organindan mRNA elde etmektir. Ornegin, kisa gin
sartlarinda ¢iceklenmeyi saglayan genlere ait cDNA arastirmas: kisa giin sartlarinda
ifa maruz  buakilmig, 2-3 haftalik fide | devresindeki bir bitkinin yaprak
dokusundan elde edilen cDNA kitiphanesinde yapilmalidir.

Rasgele cDNA klonlanmasinda bilinmesi gereken iigiinci faktér cDNA konlartnun
cogu kez genin transkripsiyon ile tiretilen tiim kiseount tagtmadifn gercegidir. Bunun
igin ¢DNA sentezi esnastnda cDNA1 tim uvzunlukta elde etme Snlemleri
almmalidir. cDNA analizinde bilinmesi gereken son ama belki de en énemli konu
cDNNlarin genlerin tim dizisini vermedigidir. <DNA’lar ancak kodlayan bolgeleri
tagir fakat promotor, intron, 3’ ugtaki kodlanmayan bélge gibi gen kistmlaring
tagtmazlar. Bu nedenle <¢DNA’dan harcketle gen klonlanmasinda istenen
cDNA’nin bulunmasindan sonra gen, bir genomik DNA klonu halinde elde
edilmelidir.

Bir ¢cDNA kiiiphanesinde bulunan rasgele ¢cDNA klonlarnin dizi analizi EST
(tezahir eden dizi etiket]) analizi olarak bilinir. BST analizt icin <DNA’larda
genellikle bir yonden 450-500 bazin okuendugu bir dizi analizi yapilir. Bu okuma,
vektor igine rasgele defil yonii olarak klonlanmis olan ¢cDNA’larda genellikle 5°
ugta yapilie. Clinkii 3* ugta translasyon yapdmayan bazi diziler bulunmaktadir ve
bualar yaptlacak tek okumada elde edilecek amino asit kodlayan dizi bilgisini
sinirlayacakrr (Nunberg ve ark., 1996).

Dizi bilgisinin elde ediimesinden sonra bu diziden vektdr dizileri cikartiir ve okuma
hatalant diizeltilir. Diizeltilen dizi verisi bilinen genlere benzerliklerinin saptanmas:
igin gesitli verl tabanlan ile karstlagtirilir. Karstlagtirmalar niikleik asit dizisi veya
amino asit dizisi olarak yapiabilit. Bunlardan FEntrez web sayfasindan
(htep:/ /www.nebinlm.nth.gov/Entrez/) GenBank veri tabaninda bilinen diziler ile
veya dbEST veritabaninda diger ESTler ile kargdagtriir, Tlging bulunan dizilerde
orijinal <DNA konuna gidilerek klonun tim dizisi ctkanhr. Gerekirse bu
cDNA’nin - kaynaklandigt gen, genomik klon halinde bir genomik DINA
kiitiphanesinden elde edilir. Genin kimliZinin ispatianmas: igin yaygin clarak
antisens RNA teknigi kullandss.
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Rasgele cDNA analizi ile Anabidopeis bitkisinde kisa glin sartlarinda cigeklenmeyi
etkdeyen LD geninin musie bitkisindeki kargiligs bulunmu§ ve buradan musir LD
geni bir genomik klon halinde elde edilmistit (Van Nocke 2 ark., 2000). Yaptlan bir
bagka calismada, EST dizi analizi sonrasinda arpa bitkisinde msgele incelenen 43
cDNA klonundan 23 tanesi (%53) bilinen genlere yiksek oranda benzerlik
gostermistir (Michalek e ank., 1999). 2001 yili bast itibars ile dbEST veri tabanmda
cesitl  organizmalara ait toplam olarak yaklagtk vedi milyon dizi verisi
bulunmaktadir. Pek cok kiiltiir bitkisinin her birine ait ise 50.000’in tzerinde dizi
bulunmaktadir. Bu asamadan sonra yapilacak islem, fonksiyonu bilinen proteinlere
benzertik arastirmalari, genetik transformasyon veya antisens RNA galismalars fle
gen Urinleri olan cDNA%ara ve dolayist ile onlari meydana getiren genlere
fonksiyon atfetmek olacakue.

14.2.2.3. Onceden klonlanmig genletin kullanimi

Bilinen genler ¢ogu kez baska genletle ortak oOzellikler tagunakradir. Dabast
birbirinden ok uzak titlerde ayni fonksiyonu meydana getiren genler arasinda
amino asit seviyesinde yitksek oranda bir benzerfik bulunmalktadir. Bu nedenle bir
gen klonlandiginda o genin farkls tiirlerdeki esdegeri veya ayni bitkide o gene
benzer baska genler de klonlanabilmektedir. Bu uygulama dizilis bilgisinden
hareketle heterolog RELP problart veya PCR teknigi yoluyla olabilmektedir.

14.2.2.3.1. Hetetolog RFLP problan

Genler arasinda amino asit dizeyindeki benzerlikler kismen de olsa DNA
diizeyinde de bulunmaktadir. Onceden klonlanan bir genin RFLP probu olarak
kullandip genomik DNA veya ¢cDNA kitiphanelerinin arastirilmastyla yeni genler
bulunabilir. Bu volla ayni organizmada bir protein aillesinde yer alan benzer
proteinleri kodlayan genler veya ozel bir proteinin farkli bir organizmadaki
karsiligmi kodlayan gen klonlanabilir,

Aynt protein ailesindeki farkli proteinleri kodlayan genlerin klonlanmast'igin bu aile
icinde bir kac iiyenin klonlanmus olmast gerekir. Bu genlerin kodladigt proteinlerde
belli motifler aranir ve bu motifierin farkll proteinlerde degisiklik gdstermeyen
kisymlarndan sentetik oligonikleotitler gelistirili. Bu amagla proteix} allesinin
tGyelerinde korunan (yani deg1§1id1k gostermeyen) 6-7 ardigtk amino asit belunmast
yeterlidir. Bu yolia, pro{em serine kinaz ailesinin yeni iiyeleri klonlanmstr (Hanks,
1987). Bilinen protein serine kinaz Uyelerinde degisiklik gdstermeyen bir motifteki
Asp-Leu-Lys-Pro-Glu-Asn amino asit dizisi kullantlarak 17 baz tagtyan ve kimi
bazlarda ok seceneklilik gosteren sentetik bir oligontikieont prob kullaniimastyla
bir cDNA kiitiphanesi taranmug ve 89 klon belirlenmistir. Bu 89 klon Gzerinde ayns
islemin ikinci bir motif kullanmmuyla yapilmast bir saglama islemi gergeklestirmustir.
Sonugta 19 klonun ikinci bbigeyi de tagidif: belirlenmistir. Bu klonlann bazilarmin
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diziliy analizleri onlarm protein setine kinaz ailesinin yeni tiyesi olduklarims ortaya
gikarmigtis.

Heterolog RFLP problart ézel bir proteinin bagka bir otganizmadaki kargiifinin
klonlanmas: i¢in de kuollantr. Ancak, bu amacla kullanian prob istenen &zel
proteini diger benzer proteinler arasindan ayirt edecek kadar secici olmalidir. Prob
DNA ile kittliphane klon DNAlars arasinda belli oranda benzerligin olmast da
getekir. Amino asit dizilisi ayn: olsa da titler arasindaki akrabalik derecesi azaldikca
titlerin ayn1 amino asit icin kullandiklart kodon (bir amino asitd kodlayan Gg nitkleik
asit) farkli olabilmektedir. Bévlece, nikleik asit dizilisleri oldukea farkli olabilmekte
ve sonugta bir tiirdeki gene ait DNA’nin diger tiirdeki gend klonlamak icin RFLP:
probu olarak kullandma sansi azalmaktadi. Béyle durumiarda melezlenme
sartlasu deBistirerek (Srnegin melezleme ortamunin tuz igengini yikseltmek ve
sicaklifz diigiirmek) melezlenme baganst arttirdabilir, Nigasta sentezinde is gérén
nigasta sentez I geninin arpadaki formu bir bugday prob DNA’st kullanilarzk
klonlanmiste: (Gubler ve ari., 2000). Nisasta sentez I geninin bugday prob DNA’st
ile bir arpa genomik DNA kiitiphanesi taranmys, bulunan nikleotit dizisinin bir
mRNA kodladigt daha sonra yapdan deneylerle ispatlanmus ve béylece genin
kimligi kanitlanmistir,

14.2.2.3.2. PCR metodu

Onceden  klonlanmig genlerin  korunan (yani benzer genlerde degisiklik
gostermeyen)  bolgelerinden  geligtirilen PCR  primerleri kullanitouyla  aynt
organizmadaki benzer genler veya ayn:t genin farkly organizmalardaki homologlar
klonlanabilir. Bu amagla yine genin kodlayan dizisinin degisiklik gostermeyen
bélgelerinden primerler gelistivilie. Kodon farklihklarmi engellemek icin de
miimkiin oldugunca az saysda kodon ile kodlanan amino asitlerin kargiltk geldigi
nikleik asit bolgesinden primer gelistirilmelidir. Primerler birkac baz bakimindan
ok ihtimalli ofabililer ancak bu sayinin  miimkin oldugunca az olmast
gerckmektedir (Sekil 14.7). PCR islemi genomik DNA veya bir RNA preparaty
© lizeginde yapilabilir. :

PCR teknigi ile celtk bitkisinde kirnuzt/kirmizs Stesi stk reseptéri fitokrom
sistemindeki yeni bir gen bilinen diger genlerden hareketle izole edilmistir (Tahir ve
ark., 1998). Iki fitokrom geni PhyA ve PlyBnin degisiklik gdstermeyen Asp-Ile-
Pro-Gln-Ala ve Ala-Cys-Glu-Phe-Leu amino asit dizilerine karsilik gelen niikleik
asit dizisinden gelistirilen ve bazt bolgelerinde coklu bazlara sahip olan primetler ile
genomik DNA  izerinde PCR  yapimustir. Uretiflen  DNA’nin prob olarak
kullandmastyla bir cDNA kiitiiphanesi arastirdarak PhyC geni klonlanmistir.

PCR teknifi ile aynt genin farkli bitkilerdeki homologlarinia klonlanmasma érnek
olarak patateste bir etilen reseptér geninin (Er) klonlanmast verilebilir. Tk olarak
Arabidopsis'te Klonlanan Efrl geninin homologlart daha sonra diger bitkilerde de
elde edilmistir. Errl homologlan arasmda korunmus olan bélgelerden gelistirilen
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ptimerler ile patates bitkisinden elde edilen RNA preparatt tzetinde RT-PCR
yoluyla Efr’in patatesteki homologu klonlanmugtir (Yau, 1999).

His - Phe - Pro - Phe - Met-Trp

T T C T -
C

5 CA T

cC TT ATG UGG 3
@ 1

C

=

&

Sekil 14.7. Benzer genlerde amino asit dizilisi bakimindan depisiklik gostermeyen bir
bélgeden PCR primeri geligtizilmesi. Goklu baz bulunan pozisyonlarda primer sentezi
esnasinda birden fazla nitkleotit kullanilit. Bu tip pozisyoniarin olabildigince az olmast igin
Met ve Trp gibi az sayida genetik koda sahip amino asitlerce zeagin korunan bilgelerden
primer gelistirilmelidsr.

-

14.2.3. Entegre olabilen DNA etiketlemesiyle gen klonlanmasi

Genomlata entegre olabilen DNA pargalaninin genlerde mutasyonlar meydana

getirdifi gercegi, entegre olan DNA’lardan hareketle mutasyona ugratilan genlerin
kionlanabilecepi fikrinin dofmasina yol agmustir. Bitki genomu igerisine digaridan

DNA verildiginde, bu DNA parcass genoma - entegre olarak kromozomun bir

parcast haline gelebilir. Bu entegrasyon islemi genom icerisinde rasgele gerceklegir

ve dogal olarak hig bir kromozom patcast entegrasyondan muaf degildir. Tlgilenilen

genin igerisine entegrasyon gerceklestiginde, bu entegre olan DNA parcast mutagen

gibi davranarak genin fonksiyonunu bozar. Daha sonra genin icerisine saplanan

etiket DNA’nin etrafindaki ilgilenilen gene ait DNA kullanilarak gen bir genomik

DNA klonu halinde klonlanur.

Transpozonlar ve Agrobacterium tumefaciens Ti plasmidine ait T-DNA, genomlara
entegre olabilen DNA’lardir ve bitki genlerinin klonlanmasinda yaygin olarak
kullantmazktadirlar. Bu yaklagimla gen klonlamasinin temel dezavantajt transpozon
veya Agrobacterium sistemierinin biitlin bitki tiirlerinde dogal olarak bulunmayisidie.
Ancak giiniimiizde gerek transpozonlar ve gerekse Agmbacterium  sistemlerinin
dogal olarak bulunmayan sistemlere aktardmass miimkiin hale gelmistir (Gibson ve
Somerville, 1993).

14.2.3.1. Transpozon etiketlemesi

19507lerde Barbara McClintock misir bitkisinde genletle yzkin temasa geldiginde
onlarin calismasint engelleyen, sabit bir kromozomal bélgede bulunmayip genomda
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yer defistiren transporonlarin varlgini kegfetmigti. Bunlann en iyi bilineni
“aktivatdr (Ac)” olarak adlandinlan genetik elementlerdi. Bu elementler genlerin
gevresinden uzaklastiklazinda genler tekrar fonksiyonel hale gelebiimekteydi. Daha
sonra benzer unsuglar meyve sinefiinde ve E. w/ bakterisinde de kegfedilmistir.
Rekombinant DNA teknelojisinin gelismesiyle bu elementletin yapis: ve genomda
bir bélgeden diferine nastl afladiklart anlagdmustir. Okaryot genomlarda sckans
analizleti tamamlandik¢a neredeyse tiim organizmalarda genomlaria maspuzon
benzeti kalintilar ile dolu olduklar belitlenmigtir.

Transpozon ectiketlenmesinin mustr gibi diploid, kendine Jlofleuchbliu ve i
katakterize edilmis, dogal olarak transpozon ieren rirlerde ger wolsyonuuda.
oldukea yararl oldugu ispathanmustic (Balcells oo b 19912 “walboy, 1992). Bu
yaklagtm kuilandlarak izole edilen genler, musirda riparous-1 (rohum geligimi de ilgili
bir gen) (McCarty ve ark., 1993) ve apagwe-2 (bir transkripsiyonal diizenleyici geh)
(Schemidt ve ark., 1987) ile birlikte aslan afz (Anihurinm sp) bitkisinde cigek
gelisimine etki eden bir ¢ok geni icerir (Bradley e ark., 1993). Diger bitkilerde de
transpozon etiketlenmesini kullantlabilis yapmak icin, misitin Ac elementinin gesgitli
versiyoniart degisik bitki tirlerine aktarlmistir (Dean ve ark., 1992, Grevelding ze
ark., 1992).

Misir bitkisinde bulunan Ac elementinin niikleik asit dizisi incelendiinde Ac’nin
diger transpozonlarda da bulunan iki temel unsuru tagidsgt anlastlmstir, Buniardan
ilki bir transpozeaz enzimini (DNA’nin kesilip genomun diger kisimlarina
entegrasyonu saglayan enzim) kodlayan gen ile bu genin iki rarafinda ila adet ters
cevtilmis tekrarlanan nikleik asit dizisidit. Ac elementinin transpozeaz geninde
delesyon meydana geldifi icin tek basina atlama yapamayan ancak Ac’nin vathginda
atlayabilen ve Ds unsurlars olarak adlandirilan formlan da bulunmaktadir {Sekil
14.8).

Klonlandiktan — sonra  sekanslari  saptanan  dogal  transpozonlar  normal
konukcularinin - genomlarinda  hareketli bir  etiket olarak hizmet ederler.
Klonlanmass arzulanan bit genin icerisine transpozon saplanmasi gerceklestiginde,
transpozon melezleme probu genomik kiltiphaneden hedef geni izole etmede
kollandie  (Sekil  14.9). Genom  igerisinde ylizlerce transpozon bulunmast
durumunda  bu yaklagumla genin kionlanmast zor olabilir, ancak birgok
otganizmada bu sorun mutanun transpozon tagimayan bir akrabasiyla defalarca
melezlenmesi yoluyla agdabilit. Bircok melezleme sonrasinda genom icerisinde
birisi de hedef gene baglantili olan yalnizca birkag transpozon kalr. Dolayisiyla
bunlar arasindan sekanst bilinen transpozon DNA'st prob olarak kullandarak
genomik kitiiphaneden pozitif klonlar segilix,
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Ac elementi 4.6 kb

e

T8 Transpozeaz geni 18

CAGGATGAAA TTTCATCCCTA

DS elementlert

0s9

0521

Sekdl 14.8. Misr bitkisinin Ac/Ds transpozon elementleri. Ac elementi tam bir transpozon
olup, transpozeaz enzimini kodlayan bolgeyi gevreleyen iki adet ters gevrilmis diziye (TS)
sahiptir. Ds elementleri ise transpozeaz geninde delesyonlar igeren Ac elementlendir.

A geni
e,
PRV YLV IV Y e -~
A+ fenotipi

Transpozonun
Fonksiyonel genin igine
olmayan yazilim saplanmasi

3t S

1 A- fenotipi

Kromozomal DNA'nin izolasyonu ve
A kiitiiphanesinin hazirlanmasi

Transpozon
S ONA'st ile
melezleme
Pozitif fajin
izolasyonu
A J .
A DNA A geni A DNA

Normal genin klonlanmasinda  Transpozon
prob olarak kullanelr

Sekil 14.9. Transpozon etiketlemesi yoluyla bir genin klonlanmast,
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Bitkiler mutantlari heterozigot halde barmndinp daha sonra ¥y generasyonunda
homozigot déller verebildiginden transpozon mutasyonlart igin ¢ok uygundurlar.
Bir kez Ac sistemi ile transpozon mutasyonu olugturulduktan sonra, mutasyona
uframiy bitkilerden olugturulan kitiiphane Ac sekanslart ile hizl bir gekilde
taranarak Ac tasiyan klonlar bulunmaktadr, Buna giizel bir érnek olarak Aslan agz
bitkisinde gicek gelisimi ve morfoloiisini etkileyen floricania (Fls) geninin transpozon
mutasyonuna ugratilmas: ve Ac sistemi ile klonlanmast verilebilis (Sekil 14.10).
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Sekil MlO. Tam3 transpozonu e etiketleme yoluyla aslan a8+ bitkisinde ciceklenme
geninin klonlaomasi. Normal tip bitkdnin (Fo+) ve fb-613 muotinm (Fhb-) DNA’lan
HindlIl enzimi ile kesilip Tam3 probu ile Southern analizine ta i turuldugunda, fo-613
mutantinin 7.5 kb biyiikliiflinde yeni bir banta sahip oldugu goriilmdistiic. Daba sonrz
Tam3 saplamasin: cevreleyen DNA Fd cDNA’sint kloplam-k igin isaret olarak
kudlaodamugnr. Klonladan bu normal tip <DNA’nim tahmin edilen -rotein dizisinin bilinen
hi¢ bir proteine benzemedift belideamistir. Tam3 transpozonu i mutasyona ugratilmsy
olan bitkinin (fo-613) ara sira mutant Szelligini kaybederek cicek ol .sturdugn gozlenmistir.’
Bu tip bitkiler kendilendiklerinde iglerinden birinin hem notmal dy Fi-+) hem de mutant
tip {(Flo-) doller verdift gériilmistiir. Bu bitkilerde Fbo cDNA' 1t kullandarak yapilan
Southern analizi Fi+ bitkisinin {I> bitkisi) normal tip banda 40 kb), mutant Fh-
bitldlerinin (A, B ve C bitkiler) ise 7.5 kb’'lik Findlll bandina sahip slduklart belirlenmigtir
(Watson re ark., 1992'den).
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Aslan agz bitkisinde Flb mutasyonu ¢icek meristemini bir bagka meristeme
cevirmekte ve cigek olusumu engellenmektedir. Flo geni Tam3 adt verilen bit
transpozonun kullanddigt bir aragtiemada flo-613 alleli sayesinde klonlanmugtir.
Tam3 tanspozonuna sahip bitkiler uygun sartlarda yetgtirildiginde (15 °C),
transpozon yeni bélgelere atlamaktadir. f6-613 bitkilerinin bazen normal tip ¢icek
olusturmalart transpozonun vaghgmim bir delili sayilmustir. Mutasyonun bu gen ile
baglantli oldugunu gésteren anahtar gozlem, mutant bitkilerde olusan bir gigefin
kendine tozlanmasi sonucunda normal tip ve mutant ¢igek olusumlannm
saptanmast olmugtur, Normal gigek olugturan bitkiler (Ff+) ile fo-613 (Flo-)
bitkilerinin DNA'lars izole edilerek, Tam3 DNA’s: igeren bir prob ile Scuthern
analizine tabi tutuldugunda, f-613 bitkilerinin farkll bir banta sahip olduklart
porilmistiir, Izole edilerek klonlanan bu bantin transpozonu gevreleyen bir miktar
bitki DNA’sint icerdigi saptanmigtir. Bu bitki DNA’1 da normal-tip gent
klonlamakta kullandmugtir. Ayns sekilde mussr Ac transpozonunun Waxy geninde
meydana getirdigi mutasyon sonrastnda, mutant bitki DNA%: Ac dizilimleri de
taranmugs ve Ac iceren parcalardan Waxy geni klonlanmistir (Watson ze ark., 1992).
Her ne kadar transpozonlar sadece musit ve aslan afzi gibi birkag bitkide
bulunuyorsa da patates, domates, titin, arpa, Qugday ve Armbidopels gibi bitkilere
transpozonlar aktarthmug olup, halen kullandmaktaditlar.

14.2.3.2. T-DINA etiketlemesi

Agrobacterium tumefaciens, konukeu bitkilerinde kok urlars yapan bir bakteridir. Kok
utlatt Agrobacterianrda bulunan bir plazmidin (dairesel DNA molekiili) T-DNA
olarak adiandiran bir kismunin konukeu bitki hiicrelerine entegre olmasiyla olusur.
T-DNA’da yalmzea Agrobacterinm/un kullandifs opin’ler adt verilen nadir amino
asitleri sentezleyen genler ile, oksin gibi bitki hormonu sentezleyen enzimleri Greten
genler bulunmaktadir. Bu bitki hormonlart sayesinde enfekte edilen hiicreler
bélinmeye tesvik edilitler. T-DNA’mun iki tarafinda 25 baz uzualukea sol ug (LB)
ve sag u¢ (RB} olarak adlandirdan 6zel dizilimler meveuttur ve entegrasyon
esnasinda T-DNA Ti plasmidden bu kissmlardan kesilir.

T-DNA bitki transformasyonunda kullamilacak bix vektdér olarak yeniden
diizenlenmistir, T-IDINA transferi icin gerekli unsurlar T-DNA icinden cikaglip Ti
plazmidine veya ikinci bir vektére konarak bitki transformasyonunda kullamlacak
gen igin yer agimigtr. Bitki hormonu genleri de gikarilarak enfekte edilen hiicredeki
kontrolsiiz bilyiime engellenmistir. Entegrasyon sonrasinda T-DNA'yr tagryan
hiicrelerin secilmesine izin vermesi acisindan bir antibiyotik dayamkliitk geni, NPT-
IT (kanamisin dayaniklibigt saglar), T-DNA icine yerlestirtlmugtir.

T-DNA ile transformasyon yapildifinda eger T-DNA bir genin i¢ine entegre olursa
mutasyon meydana getirir, Transformasyon sonrast kanamisine dayanikli bitki
hatlan arasindan mutantlar aranir. Arabidopsis gibi kiicik genomlu ve tekrarlanan
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DNA%st az olan bir bitkide elde edilen 136 kanamisin divencli hattan 36’s1 bir
mutant ézellik tasiustr. Ornegin bunlardan bir tanesinin boyu noreal Arabidopsis
bitkisinin beste birl kadar olmustar. Yéntemin ana ksitlayicr Szellii, yiksek
miktarlarda transforme olmus bitkilerin elde edilebilmesi icin oldukea fazla ¢aba
gerektirmesidir.

Bu teknigin uygulantisina drnek olarak Arabidopsis'te ¢iceklenme geninin (AG) T-
DNA saplamast ile mutasyona ugratdarak kionlanmas: verilebilic ($ekil 14.11).
Normal tip Arabidepsis giceklerd normalde dort adet sepal, dért adet petal, alts adet
stamen ve iki adet karpele sahiptir. Edl metan stilfonat (EMS) mutasyonu ile bit
mutant _Arabidopsis bitkisi (ag1) elde edimigtir. Bu bitkide normal ¢icek kisunlare
yerine goklu petal ve sepaller gézlemlenmistir. Benzer gigek yapisina sahip baska
bir mutant Arabidopsis bitkisi (a22) ise T-DNA entegrasyonu yoluyla saglanmigtir.
Yapilan genetik ¢alismalar 4z2'nin AG lokusenun bir alleli oldugunu géstermistir.

Daha sonra T-DNA saplamasei cevreleyen DNA, plazmid kurtarma {plasmid
rescuing) yéntemiyle Klonlansmstir. Ba Konlanan DNA e AG lokusundan geldigi
mutant dizeltilmesi yontemiyle ispatlanmusur. Genin igine saplapan T-DNA
pargast transforme olan hiicrelerin seciming saglayan NPTII geni yannda titm
PBR322 plazmid dizisini de igermektedie. PBR322 plasmudi iginde E. ok
replikasyon baglangic noktast (o) ile plasnud kurtarmayr saglayacak olan bir
amfisilin dayanikliik geni (Amp?) bulunmaktadir. Genomik DNA Sel enzimi ile
kesildiginde, enzim T-DNA saplamasini kesmediginden, T-DNA saplamass bir
miktar bitki genomik DNA’st ile birlikte serbest kalmaktadir. Dairesel molekil
kendi kendine bitlegmesinden sonra, . s/ icerisine transforme edilerek burada
¢oggalmast saglanur ve ampisilin ortaminda dayamkl koloniler secilerek plasmid
kurtarma ilemi gergeklestirilmis ofur. Daha sonra klonlanan genomik IDNA’dan
bir cDNA ve normal tip AG’yi kodlayan bir genomik klon elde etmede yararlandir.
AG-kodlayan  genomik klon 2¢2 bitkilerine aktarldiginda, transforme olan
hiicrelerden tekrar elde edilen bitlilerin normal gicek tretdkleri goriimagtir. Bu
sonug genomik klonunun gercekten AG genini icerdifini géstermektedir,

14.2.4. Haritalara dayal gen klonlanmasi

Genler, genomidaki pozisyonlarindan hareketle genetik haritalar  yardinuyla
klonlanabilitler. Ancak, ortalama 3.000 bazdan olugan genlet (Gibson ve
Somervitle, 1993) 120 mulyon (Arabidopsis) dle 15 milyar (bugday) civarinda baz
igeren bitki genomlannm iginden cekip ¢tkarmak oldukca git bir islemdir. Bu
nedenle haritalara dayah gen klonlama iglemi, genellikle diger gen klonlama
tekniklerinin uygon olmadsgt durumlarda bagvurulan bir metottur.

Haritaya dayalt gen klonlamas: tekniginin basatist i¢in bazt kosullarin saglanmast
gereklidir. Her seyden once, ilgili bitki tirinde klonlanmas: istenen genin agthim
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Sekil 14.11. T-DNA entegrasyonunun neden oldugu mutasyon yoluyla Arabidgpsic de
¢igeklenme geninin (AG) klonlanmas: (Watson # ark., 1992'den).

gosterdigi cok iyl bir genetik harita bulunmabdir. Genomda tekrarlanan DNA
miktari ile birim genetil harita mesafesi (cM) bagina diigen fiziksel DNA miktarinim
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az olmast gerekmektedir. Tablo 14.1°de model bir genetik bitki olan Arabidopsis ile
degisik boyutlarda genoma sahip olan baz: killtir bitkilerinde fiziksel biyuklik ve
harita birimi acisindan bazt genom Ozellikleri veridmistir. Bitkilerde bulunan gen
sayilart arasinda iki kat civarinda bir degisim tahmin edilirken (Srnefin Arabidopsiste
25.000, celtikte 50.000% genom buyikligindeki defisim ¢ok daha fazladir. Bu
nedenle, birim gen bagina genomda bulunan DNA miktars, biyik genomlu
organfzmalarda artrmakta ve béylece “gereksiz” DNA’larin arasindan istenen genin
izole edilmesi daha da gliclesmektedir. Birim genetik harita mesafes: (cM) bagina
disen DNA miktart azaldikga genetik hatitalar daha etkin bir sekilde gen
klonlanmasinda kullandmaktadir. $6z konusu tiirde ploidi seviyesinin diisiik olmass
da avantajdir, ¢iinkd bu tilrlerin genomik kiitiiphanelerinde daha az sayida klon
vardit ve isaret sisternleri daha basittir.
¢

Tablo 14.1. Cesitli bitkilere ait bazi genom &zellikleri,

Ekmeklik
Genom &zelligi Arabidopsis - Geltik  Arpa bugday
Ploidi ‘ 2X 2X 2X 6X
Kromozom sayis 2n=10 2n=24 2n=14 2n=42
Haploid genom biiyikligi (Mb%) 120 430 4900 16.000
Genom uzunlugu (¢cM) 700 1.500 1.250 3.500
Ortalama kb/cM™ 280 300 4,000 ?
Genomu kaplamak igin 800 2.900 32000 107.000

gereken 150 kb klon sayst

*Mb (1006 kb), *"Genom igindeki yere gore degisiklik gOstermektedis.

Hatitaya dayalt gen kionlanmast metodunun bagaris: harita bilgisinin dogruluguna
ok biiytk olctde baghdir. Bu nedenle teknik, ancak etkileri net olarak goriilebilen
genlerin, yani kalitatif genlerin, klonlanmasinda kullantlabilir. Haritalama, hatalara
cok actk olan kantitatif karakter lokusiarinin kloalanmasinda uygun degildir.

14.2.4.1. Genin kabaca haritalanmast ve geni gevteleyen markorler
arasindaki uzakligm baz sayis1 olarak belirlenmesi

Haritaya dayali gen Klonlanmasinda (Sekil 14.12) yapilacak ik iglem ilgih gen
bakimindan farklilik (polimorfizm) gosteren ebeveynlerden olusan bir agtlm
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Sekdl 14.12. Birim M harita uzunlugu bagina 500 kb diigen bir genom bélgesinde haritaya
dayalt gen klonlanmast. a) Ilgili gen, 100-200 gamet tagiyan bir populasyon kullandarak bir
kromozom fzerinde A ve B markérlers arasinda 3 cM uzanlugundaki bélgeye haritalanie. b)
3.000 gametten olusan bir populasyonda gen derayll olarak haritalanir vé bu bélgeye
olabildifince fazla yeni isaret (C-I) konue. Gen 0,72 cM vzunlukez olan D ve E isaretlen
arasindaki bélgededis. ¢) Her ki ugta D ve E markéderinden baglayarak ortalamna 100 kb
uzunlugunda DNA tagiyan BAC klonlant kendilerinden gelistrilen 1O isaretlent kulandazak
dst iiste dizilis ve dgili kromozom bélges: yeniden olusturulur. Bu igaretler detaylt harita
fizetinde de hatitalanyr ve genin 0,12 M vzunlukeaki K-L aralifnda oldugu belitlenir. K ve
L isaretlerinin her ikisi de pembe renkle gésterflen BAC klonu tzerinde oldugu icin artk
sadece bu klonla gabgilr. K-L aralifinda sadece dbst rekombinant bitki bulunsun. d) BAC
Konundan gelistisilen P ve R isaretlert fgilt dérr rekombinantta analiz edilis ve genin Rile L
arastndaki yakiagik 15 kb uzuniufundali bélgede oldufu saptantr. Bu bélge dizi anslizine
tabi tutalur. Bu bélgeye ait ¢DNA bulunup bulunmadify arvsstrbr. Genin kimliging
spatlamaya yonelik diger sslemler vapilir.
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populasyonu bazitdanmasidie. Daha sonra gen, 100-200 gametlik bir haritalama
populasyonunda DNA yol sembolii olan isaretler kullantlarak kabaca haritalanir.
Kaba haritalamadan sonra ¢ok daha fazla bireyden olusan detayh haritalama
populasyonu hazirlanir ve genin haritalandif bolgeye meveut olan her tirld saret
verlestizilic. Bu islem cok saytda isaret veren AFLP ve RAPD gibi teknikler yaninda
baska haritalardan RFLP isaretleri gibi transfer olabilen isaretler getirilmes: ile de
gergeklestitilebilir. Detaylt haritalamann kalitesi (ilgili gene ¢ok yakin igaretler
bulunmast ve hata olmaysst) ile klonlama igin gerekli is miktart arasinda dogrusal bir
iliski bulunmaktadir. Genetik haritalarda kullanilan harita birimi cM ilgili DNAnn
boyurenu gdstermesi bakumundan giivenilis degildir. Genom iizerindeki farkh
noktalarda rekombinasyon orant farkiidir ve bu durum bir ¢M harita mesafesi
bagina diigen DNA miktarinda ¢ok fazla degisiklik meydana getirebilir. Otnegin,
Arabidopsisin 4 numarall kromozomu lizerinde cM harita mesafesi bagina diige
DNA miktarr 70 ve 500 kb (kilobaz = 1.000 baz) arasmda degismektedir (Schmide
ve ark., 1995). Aynca, ¢M cinsinden mesafe hesaplamast rekombinasyon frekanst
{izevinden yapildifs icin tesadifi bir olaydir. Bir haritada 10 ¢M olan bir mesafe,
kullantlan harita populasyonunun biyikligine baglt olarak ayni tiriin diger bir
haritasinda sifir <M dahi olabilir. Bu nedenlerden dolayi, klonlanmal istenen genin
etrafindaki iki isaret arasindaki fiziksel DNA biyiikluginiin yaklagtk olarak tabmint,
arastirict icin cok kullangle bir 6n Dbilgidir. Bu amagla, 6zel metotlarla,
parcalanmadan elde edilen nzan DNA molekilleti hazidanir, Rutin DNA deneyleti
icin kullantlan DNA ekstraksiyon metotlat: yeterli uzunlukta par¢alanmamis DNA
tretemezler. Hazidlanan 200-2000 kb uzunlugundaki IDNA, bitki genomlarinda
nadiren kesim yapan DNA kesim enzimleri ile kesilip pulsed-field jel elekiroforezi
olarak adlandirlan metotla jel i¢inde yiiritiliic. Southern blot teknifinin de
kuilanimuyla, her iki isareti de tagiyan en kiigik DNA bandmn  biiyikligi, bu tki
isaret arasindaki mesafenin olabilecegi maksimum uzunlugu bildir. Bu sekilde
farkh kesim enzimleri kallanilarak her iki isareti de tastyan en kiiciik bant aragtedr
(Sekil 14.13).

14.2.4.2. Harita iizerindeki isaretlerden klonlanacak olan gene dogru
ilerleme

a) Kromozom yiiriiytisii

Klonlanmak istenen genin DNA isaretlerine gére pozisyonundan hareketle genin
bulundugn kromozomal bélge DNA kitiiphanelerindeki genomik DNA klonlars
ile yeniden olugturulur. Bu amagla kullandan genomik klonlar birkag bin baz tagyan
plazmidlerde deil, 15-20 kb tagiyan lambda faj (A phage) ve gok daha fazla baz
tagiyan dier vektdtler tizerinde bulunmaktadir, Bu klonlar Gst ste gelebilmelerinin
saglanmas: igin dilzenli olarak degil, rasgele bir sekilde kesilmislerdir. Klonlarin
uclarindaki DNA dizileri kullandarak farkli kKlonlarm stealanmast gerceklestirilir ve
kromozom lzerinde iletlenir (Sekil 14.14). Kromozom yiirGyiisii olarak adlandinilan
bu teknikle kromozom tzerinde her iki yone dogru da iletlenie. Iigili kromozom
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bolgesinde rekombinasyon tastyan bitkiler ilerlemenin gene dogru mu yoksa aksi
yonde mi oldugunu gosterir. Dogru yondeki iletleme genin difer tarafindaki igarete
ulasincaya kadar devam ettiriliz. Bu sekilde geni tastyan bolge genomik klonlar ile
yeniden olusturulmus olur. Elde ediden her yeni klondan yeni DNA isaretleri
gelistirilir ve bu isaretlesin detayh haritadaki yerleri belirlenir.

(@ Isaret A Isaret B
Bant uzunluis Nrll Pal Sl Nof Nrl Pad S8 Nad
2200 - = -
15004 == 4 =
800_.__,,_,'!'-'-.'_. 1
200 . = .. .. e : : A . L
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Sekil 14.13. Puised-field elektzoforez ile iki isaret arasmdaki DNA baz sayssinin yaklagik
olarak tahmin edilmesi. a) Cok uzun DNA molekiillerinin elde edilmesini saglayan dzel
metotlarla bitki DINA’st Gretifiv. Bu IDINA, bitki DNA’sim nadiren kesen bazi enzimlerle
kesilir ve pulsed-field elektroforez metoduyla her bir enzimle kesilen DINA farkls bir jel
kulvarinda viridilie. Southern transfer metoduyla DNA  jelden membrana abngr.
Membranlar dnce radyoaktf olarak etketlenen A isaret e melezlenir ve incelenir. Yikanan
membran daha sonra yine radyoakuf etiketh B igareti ile melezlenir. b) Enzimlerin DNA
izerinde kestikleri yerlerin sematize gdsterimd, ¢) Enzimletin kesmesi ile olugan pargalar,
Nral ve Sfll enzimlesinin kestif: patcalar (strastyla yaklasik olarak 2.400 kb ve 1.500 kb
uzunlukta) her iki isareti de icermektedir. O halde A ve B arasindaki mesafe 1.500 kb’den
daha azdir.
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Kromozom yurlylsi ortalama 400-700 kb uzunlukta olan YAC (maya suni
kromozomu) ve ortalama 150-300 kb uzunlukta olan BAC (bakteri suni
kromozomu) vektotleri ile de yapilabilir. Birim harita mesafesi basina diisen DNA
uzunlugu fazla olan organizmalarda bu tip buyik DNA tagtyabilen vektérlerin
kullaniron gereklidir,

(@ . ‘
Isar'et A Isarfit B
: 1.0 ¢M (yaklasik 100kb) '
.
(b) igaret B

Sekil 14.14. Yaklagik 20 kb uzunlukta genomik klontar kullanarak yapilan kromozom
yiirfimest. a) A isateti kullanfarak bulunan bir klonun her ki ucundan DNA dizilest
kullarlarak her iki yon igin yeni klonlar seilir. Secilen her klondan gelistirilen isaretler
surekli olarak genetik haritaya yetlestitilic ve gene dogiru ilerdeyen yon belitleniz. Her ug
dizisi ile yeni bir klon belidenir ve B isaretine ulagilie. b) Elde edilen klonlarin ortak olan
kistmlannin fist iiste getitiimesi ile A ve B isaretleri arasindaki kromozom bélgesi yeniden
olusturulmus olur.

b) Kromozom atlamas

Kromozom atlamasi teknigi isaret ile gen arasindaki uzun mesafenin hizh bir
sekilde agilmast igin kullandmaktade (Sekil 14.15). Kromozom atlamasinda
bisyiikge bir DNA pargas: dairesel bit hale getirilip uc kissmlaz elde edilir. Bu uclar
kullandarak ortadaki bilyiik DNA parcast ile ufrasmadan kromozom tzerinde
bilylik mesafeler kolayca kat edilir. Bu metodun bir difer avantaj, bilhassa
tekrarlanan DNA miktan fazla olan genomlarda gérithiir. Bu genomlarda kiicik
klonlarin tekearlanan bélgelere ait diziligler tagimast durumunda aynt dizilisler bagka
kromozomlarn iizerinde de bulunabilecegi igin istenen kromozomda saglikl bir
detleme saglanamaz. Iromozom atlamasinda ise oldukea uzun olan genomik
DNA’nin uglara yakin kisimlarinda tekrarlanmayan bir dizi bulunabilir. Béylece,
baska bir kromozoma ait olan bit klonun segilmesi riski &nlenir.
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¢} Kiigitk genomin organizmalarin genomik klonlarimn kullamlmast -

Genin bulundugu bélgenin genomik klonlaria yeniden olugturulmas: amactyla
calisslan organizma ile genom benzerlifi bulunan bagka organizmalardan geromik
Klonlar getirilebilir. Ornefin, cogu tahl tireri arasinda bu tip olaylar
saglanabilmektediz, Celtik gibi kiiciik genomlu bir tiirden arpa gibi bilyiik genomlu
bir tire klon getirilmesi ile arpada hatita mesafeleri cok daha kolayca kat edilir ve
klonlama kolaylagtsrilr.
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Sekil 14.15. Kromozom atlamast. 2} Oze! metotlar ile olduk¢a uzun DNA molekiilleri
firetilir ve nadiren kesen bir enzimle (Nof) kesiliz. Pulsed-field elektroforez ile sirzlanan
DNA’lardan 50-200 kb tastyanlar ayiet eddir. b) Supresor tRNA geni tagsyan plazmid aym
enzim ile (NoA) kesilit. ¢} Bu 1ki grup parca bit araya getirilis ve ligaz enzimi ile birbinine
yaptgtirtlarak  biyitkce bit dairesel DNA elde edilir. Dairesel DNA, plazmid dizisini
kesmeyen fakat genomik DNA tzerinde stkga kesim yapan bir enzim ile (EwRI) kesilir. d)
Plazmid ve iki ucunda genomda 120 kb uzakliktan gelen ki parga kalir. Bu DNA pargalan
amber mutasyonlart iceren fajlara aktankr. Fajlar supresor mutant tasiyan E. cof keloniler
fzerinde iiretilitse ancak supF genini tastyaniar, yani d'de pésterilen parcayr tagtyaniar
yasayabilir. Buradan uc lesimlardaki DNATar cogaledir. ) Ugtaki parcalar haritaya
verlestitilir ve bu parcalasm kullanimiyla vend atlarnalar yapalarak D isaretinin diger tarafina
gegilir.
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d) Kromozoma konma

Buyik DNA klonlart tagtyabilen vektdrlerin gelistirilmis olmast zengin isaret
sistemnler: ile bir araya geldiginde, bilhassa birim harita mesafesi {(cM) basina digen
DNA miktarinm az oldugu durumlarda harita iizerinde geni cevreleyen iki igaret
ayn: genomik klon tzerinde elde edilebilir. Kromozoma konma ads verilen bu
teknik kromozom yirimesi veya atlamasi islemlerinin devreden cikarlmasing
saglar. Kromozoma konma tekniginde gerekli olan bdlgenin isaretlerle doyurulmast
islemi igin fazla sayida isarer veren RAPD ve AFLP gibi isaret sistemleri yanmnda
ayni tiir, benzer tiitler ve hatta cinslerin haritalari arasmda transfer edilebilen
isaretler kullandir. Teknigin kismen modifive edilmis bir formunda klonlanmak
istenen gene yakin bir isaret kullandarak biiyiik bir genomik kion bulunur. Bu
klonun iki ucundan gelistirifer isaretlerin genin iki tarafinda yer aldiginin
ispatlanmasi genin bu klon {izerinde oldugunu gésterecektir (Sekil 14.16).

14.2.4.3. Genetik harita ve BIBAC vektdr sistemlerinin kombinasyonu

Son zamanlarda, blylik DNA parcalast ile genetik transformasyona izin verebilen
ve BIBAC (iki sistemli bakteri suni kromozomu) olarak adlandidan vektdeler
geligtirilmistir (Hamilton 2e ark., 1996). BIBAC vektdreri hem E. wlh ve hem de
Agrobacterinum  fumefaciens’te  gogalabilmekte olup, biyik DNA parcalanne bitki
kromozomlasina entegre etmek igin gerekli biitiin ézelliklere sahiptir. Bu sistem,
haritaya dayalt gen klonlanmasi igleminde, YAC veya BAC klonlant ile genin
bulundufu iki isaret arast boige yeniden olusturuldugunda devreye girmektedir.
YAC veya BAC klonlarindaki genomik DNA’lar tamamen veya kismen BIBAC
vekedrletine  aktarlmakta ve bunlatla  transformasyon  yapilmaktadiz, Bu
transformasyon sonucunda istenen fenotipik etkiyi saglayan BIBAC klonu ilgili
geni tastyacaktir. BIBAC Gzerindeki DNA daha kitglk parcalara ayrilip islem
tekeatlanir veya biitiin DNA dizi analizine tabi tutulur ve aranan gen izole edilir.

BIBAC ve genetik hatita sistemler kombinasyonu biiyiik genomlu organizmalarda
gen klonlanmasinda olduk¢a kullanighdir. Domates (Hamilton 2 ark., 1999) ve
kolza bitkilerinde (Wu ze ark., 2000) BIBAC vektorleri kullandarak genomik DNA
kiitliphanes: hazulanmugttr. Bugdayda ise bu tip bir kitiiphane hazirlanma
asamasindadir. Boylece, BAC veya YAC vektdrlerindeki genomik DNA’nin
BIBACa aktaritrnast islemi devreden gkarilmaktadir,

14.2.4.4. Genomik DNA dizisinde bir gen bulundugunun ispatlanmasi

Haritaya dayalt gen klonlanmasinmn son agamasinda genin bulundupu diiginiilen
genom bélgesi 10-15 kb civarinda bir biyiklige indirildiginde nikleik asit dizi
analizi yapihr ve gen olmaya aday dizi belirlenir, Bu amacla niikleik asit dizisi
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@

Pto ‘
TGS04 ' T(GE38 TGATS
i $ }
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GY ] 1 L1 1
1 v L)
1300 bitki
iginde biz rekombinasyon
PTY538-1L PTY338-1R

} ) 4
. PIY338-1 (400 kb)
Sekil 14.16. Domateste Preadomonas syringae pv.- fomaie bakterisine kars: dayansklik saglayan
Pto geninin Konlanmasmda kromozoma konma teknifiinin kullandmast. a) 251 B2 (502
gamet) tagivan bir hamtalama populasyonunda P geninin TG504 ve TG475 isaretler
atasinda oldufu ve TG538 isareti dle tam baglantiya sahip oldugu saptanmisur. b} TG538
isareti kublanularalke bir genomik DNA kitiphanesinden 400 kb tagyan bir YAC klonu
(PTY538-1) elde edilmistir. Bu Klonun iki ucundan PTY538-1L ve PTY538-1R isaretleri
gelistirilmdgtir. ¢) Bu iki igaret, genetik harita fzerine konunca PTY338-10°nin 1.8 cM
uzaklikta bulundugu, PTY538-1R nin ise PTO fe tam baglantya sabip oldufu saptanmugtie.
YAC Klonunun sag ucu olan PTY538-1R eger gercekte Pi’nun solunda ise FTY538-1 YAC
klonu Pto'yu tasmmayacakar. d) F2, F3 bitkiled ve 50°nin Gizerinde cesit iceren 1300 bitkilik
bir detayl haritalama populasyonunda Pz ve PTY538-1R arasinda rekombinasyon tastyan
bir bitki bulunmugtur. €) Bu rekombinant bitki P'nun PTY538-1R isaretinin solunda, yani
klonun istiinde oldugunu gdstermistic. Boylece kromozom yiirtyligh yapdmadan
klonlanmak istenen gen bir genomik klon tizetinde belitlenmigtir. Buradan genin kimliginia
ispattanmast islemietine geciloistir (Martin ze 2né. 1993 den).
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promotot, agtk okuma gergevesi ve diger gen unsutlars bakimundan aragtirdie (bie.
Boliim 13, Sekil 13.7). Gen karakteti tagtyan her dizilis aktif bir gen olamayacat
igin, cabgdan kromozom bélgesinde aktif bir gen bulunup bulunmadigs ¢<DNA
klonu aragtirmastyla belirlenir. Eger bu bolgede aktif bir gen varsa, bu gen bir
mRNA tretecektir. Bu mRNA ¢DNA’ya ¢evrilmis halde cDNA kiitiiphanelerinde
bulunabilir.  Calislan  bélge DNA’sinin  prob olarak kullanimyla ¢DNA
kitiiphaneleri taranir. Bulunan cDNA’lar eger varsa dnceden klonlanmis olan
genletle kargilagtirdir. Bir genomik DNA’min bir mRNA meydana getitip
getirmedigi bir cDNA kiitiiphanesi olugturulmadan daha énce ranitdaus olan RT-
PCR (reverse transkriptaz PCR) ile de belitlenebilir. Gen kimliginin kesin olarak |
ispatlanmasmda geni meydana getiren genomik DNA dizisi gen fonksivonunu
tastmayan. bitkilere genetik transformasyon yoluyla aktarlp meydana getirdigi
sonuglar incelenir. Gen kimliinin ispatlanmasﬁ]m bir bagka yolunda ise geh
antisens yéniinde klonlanarak bitkiye geti kazandstilir ve bu yolla bloke edilen gen
etkisi incelenir. ' '

14.3, 'Sonug

Her ne kadar tek hiicreli organizmalardaki kadar kolay ve insan genomundaki kadar
tizerinde duruluyor olmasa da, bitki genleri de izole edilmekte ve kionlanmaktadir.
Bitki genlerine adi gegen organizmalarda klonlanmss olan genlere ait bilgilerden
hareketle veya diger stratejiler kullanilarak ulasiabilmektedir. Bazt bitkilerin
genomlarinin dizi analizi de gerceklestirilmistir. Agronomik acidan nemli olan ve
bitki fizyolojisinin az bilinen labirentletinde bulunan genlerin teshis edilmesi bir
raiktar daha zaman alabilir. Ancak, bu zor islem basanildiginda birbiiyle akrabalsgt
hi¢ olmayan tiitler arasinda transfer edilecek genlerle kiiitiir bitkilerine devrimsel
nitelikte karakterler aktardabilecektir. Yine, izole edilen genlerden elde edilen
bilgilerden hareketle, dogal veya sentetik genlerin laboratuarlarda gelistirilmesi artik
bir hayal olmaktan ¢ikacaktir.
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15.1. Girig

Ydlardir sslahedar ve yetistiriciler, arzu edilen karakterlere gore bitks tiplerint
secerek ¢ogaltmuslardir. Ancak, son yillarda doganm en etkili genetik mithendisi
olan .Agrobacterium bakterisi arastirscdar tarafindan arzu edilen genetik ézeliiklerin
hizlt ve etkili bir sekilde bitkilere aktarimt icin genetik olarak degistirilmigtir. {li
transgenik bitki, 19804 yullarda Agrobacterium aracilifiyla titin protoplastlarindan
elde edilmistr (Horsch ve ark., 1984; De Block 2 ark., 1984). O giinden beri arzu
edien tarimsal Gzeliiklert kodlayan genler degistk teknikler kullandarak 40°in
tzerinde bitki tiirline aktartnug ve transgenik bitkilerin glinimiizde ekim alant 40
milyon hektara ulagmistie, Bu bagar ¢ 6nemli bulug sonucunda gercekiesmistir
(Hinchee ve ark., 1994): (1) Gen aktaniminda kullandan Agrobacterium vektorlerinin
elde edilmess, (2) yent bir bitlkt olusturma yetenefindeki bitki hiicrelerine gen
aktarim yontemnlerinin ve (3) secici isaret (markér) genlerinin gelistirilmesidir.

Herhang] bir gen aktanim sisteminin esasini, tam bir bitks olusturabilme yetenegine
sabip olan hiicrelerin kromozomlarina istenilen genleri tagtyan bir DNA pargasiun
kalict olarak yerlestirilmes: ve o hicrelerden yeni bitkderin elde edilmesi
olusturmalktadir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Giintimizde, bitkilere gen aktaruminda
en yaygin olarak kullandan ara¢ Agrobacterium tumefaciens bakterisidir. Bu bakteri
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sayesinde hemen hemen tim kiltir bitki tirlerinde transgenik bitkiler elde
edilebilmigtir. Baslangi¢ta, bugdaygillesi de iceren tek cenekldi bitkilere Agrobacteriunm
aracdifryla yapilan gen aktanm ¢aligmalarinda istenilen bagariya ulasgilamamug
(Potrykus, 1990), bu engelleri asabilmek icin elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve
partikill bombardimam gibs dogrudan gen aktarmim teknikleri gelistisilerek, oldukea
bagarth sonuglar alinmugtir (bkz Bélim 16). Ancak, son yillarda gelistirilen siiper
“binati” Agrobacterinm vektorleri sayesinde mustr (Ishida ze ark., 1996), celik (Hiei
ve ark., 1997), arpa (Tingay ve ark., 1997) ve bugday (Cheng ze cmé . 1997) gibi tek
genek]i bugdaygiliere de basam gen aktarimi yapilabilmistic. Dogrudan gen
aktarim yontemlerine gore, “Agrobacterium tumefaciens ile gen aktaruminin daha kolay-
ve ckonomik olmas: ile basart sansinin daha yuksek olmasi, bu yontemi popiler

kihmg, tir. |

i‘,;

15.2. Tiimér ve Sagak Kék Olusumu

Agrobacterinm, Rhizobiaceae familyasindan, toprakta yasayan grame-negatif bir
bakteridir. Tki (_;enekk (dikotdledon) bitkilerde A, mmefaciens kok bogazt uruna, A.
rhizogenes ise sagak kék olusumuna neden olmaktadr (Sekil 15.1). Ur (timdr)
olusumuna bazt tek cenekii bitkilerde de rastianmaktadir. Bu bakteriler rizosfer ve
toprakta yagamlarint siirdiirrler. Bakteri, bulast$: toprakea saprofit olarak
yagamakta ve birkac yil canliligmi sirdiirebilmektedir. Cogu cift cenekli bitkiyi kék
bogazindza olugan yaralardan enfekte ederek kok bogazi uruna neden olmaktadie
(Sekil 15.1a-c). BEnfeksiyon bélgesindeki asirt ve diizensiz hiicre bolinmeleri,
tarimi yaptlan bir gok bitkide biyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Hastalik
once, govde ve koklerin bilhassa toprak yiizeyine yakin bélgelerinde kiigiik ve agirt
biiylimeler seklinde gorilir. Gelismenin erken déneminde timérler az cok
kiiremsi, beyaz ya da ten rengi ve olduk¢a yumusaktir, Daha sonra, bu hiicrelerin
olimii ve glirfimesi sonucu dis dokular kahverengi veya siyaha doner. A. rhizogenes
ile enfeksyion sonucunda da enfeksiyon bélgesinden sagak kékler olusmakradi
Sekil  15.1d-0).  Agmbacterium’un  fitopatojenik  Szellikleri uzun  yillar  Snce
belitlenmesine ragmen (Smith ve Townsend, 1907), enfeksiyonun gercek dogast
ancak son yillarda ortaya konabilmigtir (Hooykaas ve Schilperoot, 1984).

Oksin ve sitokinin grubu bitki hormonlary, bitki hiicrelerinin i zitro sartlarda
¢ogalarak kallus olusturabilmeleri i¢in mutlak gerekliditler (Braun, 1958). Oysa,
Agrobacterinm tarafinden bir kez timér veya sagak kék olusumu baslatddiktan
sonra, timor veya sagak kdkler izole edilerek steril kiiltiie kosullarinda, bakteri
olmadan ve yardunct hormonlara thtiyag duymadan biyiitilebilmektedir (Ozcan,
1995; Ozcan ve Ozgen, 1996) (Sekil 15.1b, ¢ ve e, £, h, 1). Yapilan arasurmalarda,
- enfekstyon sonucu olugan dokunun normal bitkide bulanmayan bazi aminoasitleri
ve opin’ler olarak bilinen seker tirevlerini sentezledifi gérilmistir (Tempé ve
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“adventf kaklar

Sekil 15.1. [# wive {a) ve in vitrs (b ve <) sartlarda yabani tip <l Zuwefaciens A281 haw
tarafindan mercimegin gévde lusunlannda timée olusumu (Karakaya ve Ozcan, 1998 den
degistirilerek). A rhizpeener R1601 tarafindan Laupinus angustifolins cv. Kubesa (d, e, £) ve L.
mintabilis cv, Potosi (g, b, I’nin ¢esitll eksplantlarmdan (d, g = hipekotil, ¢ = gévde,} sacak
{tayhD) kok olusumunun uyartmast (Babaogle, 1996’dan degisurilerek).
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Goldmann, 1982; Tempé ve Casse-Delbart, 1989; Kado, 1991). Bu bilesikler
bakteri tarafindan karbon ve nitrojen kaynaf olarak kullanthmaktadir (Messens »e
ark., 1985). Tamorhi dokunun sentezledii opinlerin titleri (nopalin, oktopin,
agrosinopin, agropin gibi) enfekte eden bakteri hatlari rarafindan belirlenir
{Bomhoff ve ark., 1976 ). Béylece, Agrobacterinm hatlart oktopin ve napolin olarak
ik ana grup alunda toplanmaktadsr.

Tiimér olusturan (virulent) Agrodacterium hadars ile yapdan aynnuolt galismalar
tiimér olusumu ile opin sentezinin, bakteride bulunan 200 kb’dan daha biyik bir
megaplazmid lzerinde bulunan hareketli bir DNA parcast (T-DNA, transferred-
DNA) (Sekil 15.2) ile dligkili oldugunu goéstermistic (De la Riva »e ark, 1998,
Zaenen ve ark., 1974; Watson ve ark., 1975). Agrbacterium enfeksiyonu somlcunda
T-DNA bolgen bitki hiicrelerine aktartimakta ve kromozomlarla stabil olarak
bitiinlesmektedir  (Sekd  152). T-DNA bélgesinde bulunan  genlerin
transkripsiyonu  sonucunda timér ve sagak kok ‘olugumu ile opin sentezi
gerceklesmektedir (Nester ve ank, 1984; Binns ve Thomashaw, 1988) T-DNA
bolgesini tagtyan ve A tz.tmefmem bakterisinde bulunan plazmid, Ti (tumous-
inducing/timdr olusturan) plazmidi; A rbizogenes bakterisindeki ise Ri (root
inducing/sacak kék olugturan) plazmidi olarak adlanduwdmustr (Zacnen ve @k,
1974; Watson we ark., 1975; Chilton, 1982; Caplan »e ark., 1983; Yadav, 1980).

Bitki hii

Kromozom

Agrobacz‘erium
: T ONA
o Kromozom
T-DNA : ““"”‘
transferi .
Mir
e
Fenolikler Plazmidw
i

Sekil 15.2‘. Agrobacterinm hitcresinde bulunan Ti plazmidi ve bitki hilcrelerine T-DINA
aktarm (Ozcan, 1995°den degistirilerek).

115



S. Ozcan, S. Uranbey, C. Sancak, . Parmaksiz, E. Giirel, M. Babaoglu

15.3. T-DNA Aktarimimmda Gerekli Olan fjgeler

Agrobacterinm bakterisi, bitki hiicrelerine T-DNA aktarims i icin gerekli olan ti¢ dgeyi
ta§1maktad1r (Gheysen ¢ ark., 1992; Ozcan ve Qzgen, 1996; Zambryski, 1988): (1)
T-DNA bélgess, (2) virilens (;wr) bolgesi ve (3) bakteri keomozomlarinda bulunan
choA, ehB, peeA ve antR genleridir (Sekil 15.3).

15.3.1. T-DNA bolgesi

T-DNA bélgesi ¢ift sarmal Ti veya Ri plazmidi Gzerinde bulunan ve bakteriden
bitki hilcresine aktardarak bitkinin genomuyla birlesen kiiciik bir DNA pargasidir
(Sekil 15.2, Sekil 15.3) (Chilton ve ark., 1980; Wiilmitzer # ark., 1980). Enfeksiyon
sonucunda  bitkinin genomik DNA'sina bir veya birden fazla T-DNA
aktarflabilmektedir. Oktopin ve nopalin tipi T-DNA’lar genelde birbitlerine
benzemekle bitlikte, bazt ozellikler bakimindan Snemli fackhiddar gdsterirler.
Oktopin tipi plazmidler, bitkinin genomuyla befimstz olarak birlegebilen T
(left/sol), TC (center/merkez) ve TR (right/sa§) olarak simgelenmis T-DNA
bolgelerine sahiptic (Thomashow e ark, 1980). Ote yandan, nopalin tipi
plazmidlerde ise tek bir T-DNA bolgesi bulunmaktadir. Her iki plazmnid tipinin 23
kb biyikliglindeki T-DNA'laninda 13 adet gen belitlenmistir (Fraley ve ark.,
1986). Oktopin tipi plazmidlerin, 13.2 kb uzunlugundaki TL-DNA'lar: Gzerinde 8,
7.9 kb uzunhugundaki TR-DNA'larinda ise 5 gen tagidiklaz: ve TL-DNA bolgesi ile
nopalin tipi plazmidin T-DNA's1 arasinda biiyiik benzerlikler oldugu saptanmugter.
Ayrica, oktopin tipi plazmidlerde bulunan TR bélgesi timdr olusumu icin mutlak
gerekli degilken, TL-DNA lkisminmn oktopin sentezini kodlayan bir geni tagidigt
bilinmektedir. Diger taraftan, nopalin tird plazmidlerdeki T-DNA bélgesinin
nopalin (#0s) de agrosinopin (acs) sentezini saglayan genlen tagsdsfn, oktopin
plazmidinin TR bolgcsmdeki iki genin mannopm sentezl icin gerekli oldugu ve
diger bir gen urlininiin ise mannopinin agropine dontstimini sagladif
bildirilmektedir (Salomon v ark, 1984). Bunlatn diginda, T-DNA bélgesinde
bitkilerde oksin ve sitokininletin Gretimini katalize eden enzimleri kodlayan dzadl
{auxl veya tmsl), inakl (aux2 veya tms2y ve ipt (eyt veya imry gibi genlerin de
bulundugu tespit edilmisur (Inze »e ark, 1984; Kado, 1991). faaM geni, L-
triptofanin indol-asetamide doniisiimiinii katalize eden mono-oksijenaz enzimini
kodlarken, ald geni ise hidrolitk etkisiyle indol asetamnidi indol-3-asetik asite
ceviren indol asetamid hidrolazt kodlamaktadir. s geninin ise sitokinin tiretiminde
gérev alan dimetilalil profosfat-AMP transferaz enziminin Gretiminden sorumlu
oldugu bildirilmektedir. 6b olarak isimlendirilen bir diger genin ise yabani tiitiin
(Nicotiana  glaned) ve Kalanchoe tubiflora’da kiigik timérler olugturdugu ifade
edilmektedir (Fooykaas »e ark., 1988). Bu genin, mcelenen butin T-DNATarda
bulunmasma ragmen, iistlendigi rol tam olarak tarif edilememistir (Kado, 1991).
laaM, iaal, ipt ve 6b genlerinin bitki hicrelerine aktarilmasiyla, hiicrelerin hormon
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dengest bozulmakta ve onkogenik (timdr olusturan) fenotipler olusmaktadir. Bu
nedenle de; sdzkonusu genlere onkogenter (ong) adt verilmektedir.

Agrobacterium

Kromozom 5

Sekil 15.3. wAgrobacteriun’ dan bitki hiicrelerine T-DNA sktartmuinda gerekli olan Ggeler.

AAgrobacterium rhizogenes, A. tumefaciens’in bitkilerde neden oldugu timér olusumuna
benzer sekilde, sagak kok hastaligt meydana getirmektedir. Ri plazmidleri, TL. ve
TR olmak Uzere iki bafimsiz T-DNA bélgesini bitki hticrelerine aktarlar
(Huffman ve ark., 1984). TR-DNA, Ti plazmidlerinde oldupu gibi oksin sentezini
tesvik eden genleri tasitken; TL-DNA opin sentezi ve sacak kok clusumu icin
gerekli olan genlert bulundurmaktadic (Huffman ve ark., 1984; De Paolis ze ark,
1985).

Yukarida bahsedilen genlerin disinda, T-DNA bélgesi onr (6a) ve ORFI (gen 5)
adt verilen genlert de bilnyesinde bulundurmakrtadic, Ons geni oktopin ve nopalin
salglanmasimnt  kontrol - ederken (Messens w2 ark, 1985), ORFl geni
tanskripsiyonel diizenlemeden sorumlu olan bir promotoru tagimaktadir (Ioncz
ve Schell, 1986).

Oktopin ve nopalin tip: plazmidlerin T-DNA bélgeleri, sag (RB/right border) ve
soldan (LB/left border) 24 bp uzunlufundaki dizensiz nikleotid dizileri ile
sulandiedostir (Sekil 15.3) (Caplan v ark., 1983; Yadav 2e ark., 1982). Bu diziler
stmr diziler: olarak isimlendivilinektedir. Genelde, bu diziler arasinda bulunan
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DNA bitki hilcrelerine aktaritmaktadir. Ancak, baz: durumlarda T-DNA dssindaki
bélgelerin de bitki ktomozomlaryla biitiinlestifi gozlenmektedir. Singr dizileri
plazmid tipine gbre farkhiik gbsterebilmekte olup (Tablo 15.1), nopalin tipi Ti
plazmidin tek T-DNA’sinn, oktopin tipi Ti ve A #bigogenesin Ri plazmidinin T1.
ve TR-DINAlarmun her iki tarafinda bulunmaktadsr, Smir dizilerine ilave olarak,
pI1AG ve BO gibi oktopin tipi Ti plazmidletin sag sintr bolgesi yakmunda 24 bp’lik
“cis” ozellikli bir “enhancer” (tesvik edici) bélgesi de bulunmaktadir (Sekil 15.3)
(Peralta we ark, 1986). Bu bélge TI. ve TR-DNA’nmn bitki hiicrelerine "etkili
aktaruminda gerekli olup, bulundugu yere bagh olmaksizm sinir dizilerinin 6 kb
uzaginda olsa bile etkisini gosterebilmektedir, Ote yandan, “enhancer” bélgesi
pTiC58 gibi nopalin tipi plazmidlerde bulunmamakta ve etkili bir sekilde gen
- aktanimit icin bu  plazmidlerin sag siur bolgesinin ayn: gorevi istlendigi
bildirilmektedir (Wang ze an&. 1984; Kado, 1991).

Arasturmalar, iki T-DNA sinurt arasina yerlestirilen herhangi bir DNA parcasinin
kolayca bitki hiicresine aktarlabildifini géstermistir (Leemans » ark., 1982; Schell
ve Montagu, 1983). Ustelik, tiimér olusturan genlerin kesici (restriksiyon) enzimler
yardimyla T-DINA bélgesinden cikariimasinis da bitki hilcresine gen aktartming
higbir sekilde engellemedigi belirlenmistir (Leemans ze ark., 1982; Schell ve
Montagu, 1983). Tiimér olusturan genlerin ¢ikartildigs plazmidler, non-onkogenik
(timdr olusturmayan) Ti-plazmidler ofarak adlandirdmaktadir (Ozcan ve Ozgen,
1996). Arasurmalar, T-DNA’nin sag sinr nitkleotid dizisinin gen aktariminda
mutlak gerekli oldugunu ortaya koyarken (Joos ze ark., 1983; Wang s ark., 1984;
Shaw ve ark., 1984; Ozcan, 1997), sol sinirdaki parca eksilmelerinin (delesyonlarin)
bakteriden bitkt hiicresine genetik materyal aktarimint etkilemedigini gdstermistir
{Joos ve ark., 1983),

Tablo 15.1. Farkll Agrobacterium plazmidletine ait 24 bpTk T-DNA s nikleotid
dizileri (Kado, 1991’ den ahinnugtir),

Ti plazmidi/

opin tipi Smur  Niikleotid Dizisi Kaynak
pTiC58/nopain  Sol  TGGCAGGATATATICTGGTGTAAA  Zyprain ve Kado, 1990
pHiCS8/aopalin. - Sag  TGACAGGATATATTGGCGGGTAAA

pTiT37/nopain - Sol  TGGCAGGATATATIGTGGIGTAAA  Yadav w ark., 1982
pTil37/ nopalin+~ Saf  TGACAGGATATATTGGCGGGTAAA

plil5985/0ctTL Sl CGGCAGGATATATTCAATTGTAAA Barker ve ark., 1983
pli15955/0ct Tl Sag  TGGCAGGATATATACCGTTGTAAT

pliAch5/oceTL  Sol  CGGCAGGATATATTCAANTEGTAAA Gielen e ark., 1984
pliAch5/octTL Sz GGCAGGATATATACCGTIGTAATT

pRiAd/agrop. 11, Sol  TOGGCAGGATATATIGTGATGTAAA Slightom ze ark., 1986
pRidd/agrop. T1,  Sag  TGACAGGATATATGTTCCIGTCAT
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15.3.2. Viriilens (vir) bolgesi

Vir bolgesi, T-DNA aktaruminda gerekli olan iriinlerin Snemli bir kssmums
saflamaktadir (Sekil 15.3). Bu bolgede meydana getirlen mutasyonlarin, bitk
hiicrelerine gen aktanmim Snemli Slclide engelledifi bilinmektedis. Bu bolgenin,
aynt bakteri hiicresinde, ancak bagka bir plazmid Gzerinde bulundugu zaman da T-
DNA aktanimmin gergeklesebilmesi onun  “trans-hareket” bir yapida oldugunu
gostermektedir (Stachel ve Nester, 1986; Horsch re ark, 1986). T-DNA’nin
disinda ve sol stnura yakin olan, yaklagtk 30-40 kb uzunlzfundaki “virulens” (vir)
bolgesi T-DINA aktariminda mutlak gerekli olan 6 ana operon (VirA, VirB, VitC,
VirD, VieE ve VirG) ve gerekli olmayan diger 2 operon (VitF ve VitH)dan
meydana gelmeltedir (Sekil 15.3) (Stachel ve Nester, 1986; Zambryski, 1992,
Stachel v ark., 1987; de la Riva 2¢ ar&,1998). VitA, VitG ve VitF operonlars tek
gene sahipken, VitE, VitC ve VitH operonlari ikiser gen tagimaktadir. Ote yandan,
VitD> doért, VirB ise 11 gen icermektedir. VirA ve VirG konstigitif (daima aktif)
operonlardir (de la Riva #e ark.,1998).

VirtA ve VirG operonlart »ir genlerinin aktivitelerini ydnlendiren pozitif bir
diizenleyici sistemini kodlamaktadie (Stachel ve' Zambtyski, 1986a). 1/77A geninin
tiretmis oldugu hiicre igi membran proteini yaralanmug bitki hiicrelerinin salgiladig
fenolik bilesiklert tantyarak onlarla baglants kurar (Stachel ve Zambryski, 1986s;
Zambryski, 1992). Daha sonra I7irA geni, muhtemelen protein fosforilasyonu e
bu bilgivi I’#G lokusuna aktarsr (Zambryski, 1992). Sonugta, uyardan VirG
proteini ise kendi geni ve diger »ir genleri i¢in transkripsiyon iglemcisi gdrevini
dstlenmektedir. VirDd operonu, T-DNA iplikciginin rejenerasyonunu saglarken;
VitC, bu bélgenin siutlardan kesilmesinde (Tora ve ark., 1989), VitB ve ViR
operonlart ise T-DNA’nin bakteriden bitki hiicresine hareketinde etkili olmaktadir
(Zambryski, 1992). VirH operonunun T-DNA transferinde gerekli olmads
bildirtdrnekle birlikte, bu lokusun kodladifs enzimlerin enfeksiyon sirasinda bitkinin
salglarts  oldugu  bakteriyosidal ve bakteriyostatik bilegiklere karst bakteriyi
korudugu belirtilmektedir (Zambryski, 1992). Farkh Ti plazmidlerinde I#A ve
17irG genlerinin uzunluklar ve kodlamug olduklart proteinlerin biiyitkliklerd Tablo
15.2’de verilmistir.

15.3.3. Kromozomal genler

Agrobacterium bakterisinin kendi kromozomu tzerinde bulunan dért adet lokus
(Sekil 15.3) [eheA, cheB, pseA (exoC) ve atzR]; bakterinin bitki hilcrelerine tutunmasy,
yaralaninus bitki dokularmnda baktetinin gogalmast ve Ti plazmidi izerinde bulunan
vir genlerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadr (Kado, 1991; Douglas ve ark,
1985). Bunlardan, biiytkligi: 8.5 kb olan ¢4B geninin, 8-1,2 glukanin olusumunda
etkili olan 235 kDa’luk bir proteini sifreledigi (Zorreguieta ve Ugalde, 1986); 7 kb
bityiikliglindeki oA lokusunun ise 8-1,2 glukanin periplazm igerisine taginmast
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igin gerekli bilesiklert sentezledigi (Cangelosi z¢ ark., 1989); 3.0 kb’lik preA geninin
ise ndtr ve asidik yapidaki Onemli hiicre dist polisakikarid bilesiklerinin
yapdmasinda gerekli oldugu anlagrustie (Thomashow e ark., 1987, Ozcan ve
Ozgen, 1996).

Tablo 158.2. ¥77A ve ¥irG genlerinin molekiller karakterizasyonu (Kado, 1991).

Vir geni Ti Plazmidi Qpin tipi Niikleotid Protein (Da)
dizisi (bp)
pIi15955 oktopin 2486 91.639
VirA pTiAgl62 oktopin 2505 92,443
pTiAG cktopin 2487 91.797
pTiC58 nopalin 2499 91.300
pTil5955 oktopin 801 29,995
LG pTiAG oktopin 801 30.083
pTiC58 nopalin 759 28,400
F

15.4. T-DNA Aktariminin Molekiiler Mekanizmasi

Agrobacterina’dan  bitki  hilcrelerine  T-DNA  aktazmnt 4 ana agamada
gerceklesmektedir {de la Riva ve ark., 1998): (1} Agrbacterinm’un bitki hiicreletine
rtunmast ve koloni olugturmass, (2} viriilens genlerinin uyatidmasy, (3) T-DNA
transferi ve (4) T-DNA'nin bitki genomuna entegrasyonudur. Ri ve Ti
plazmidlerinden bitki  hicrelerine T-DNA  aktatim  mekanizmast  birbirine
benzediginden, bu bélimde sadece Tt plazmidlerinden bitki hiicrelerine T-DINA
aktarimi iizerinde durulacalktir,

15.4.1. Agrobacterium”un bitki hiicrelerine tutunmasi ve koloni olugturmast

Agrobacterinzun bitks hilcrelerine tutunmasi ve keloni olugturmast timér olusamu
icin gerekli olan ik agamadir. Mutasyon ¢alismalart sonucunda, bitki hiicre
duvarma tutunma kabiliyetini yititen mutant bakterilerin, timér olusturma
kapasitelerini de yitirdilkleri gbzlenmigtir (Thomashow v ark., 1987, Bradley ve ark.,
1997). Agrobacterinm hiicrelerinin ylizeylerindeki polisakkaritlerin bitki hiicrelerine
tutanmada Snemli rol oynadigt bildiriimektedic (Reubs ve ark., 1997; Bradley re
ark., 1997). Inokulasyondan énce bitki dokulart viriilent hatlarin solisyonlarindan
eide edilen lipopolisakkaritletle muamele edildikleri zaman bakteri rurenmast
engellenmektedir (Whatley ve Spress, 1977). Polisakkarit sentezi icin 20 kb
biyiikligindeki kromozomal a#R lokusuna ihtiyac duyulmaktadsr. Bu lokus
bakterinin bitki hiicresine tutunmast icin gerekli olan genleri tagtmaktadir (de la
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Riva ve ark., 1998). AnR lokusundaki mutasyonlar bitki hiicrelerine tutunmasins ve
asidik polisakkaritlerin olusumunu engellemektedir (Gelvin, 2000).

Bakterl hiicre duvarma wtunduktan sonra bakteri tarafindan seliloz lifles
sentezienmekte ve boylece bitki hiicre duvarinda cok sayida bakted yiglmast
gozlenmektedir (Sekil 15.4) (Sangwan s ark., 1992; Matthysse, 1995). Laboratuvar
sartlarmda yapidan inokulasyonlarda timér olusumu icin seliloz iiretimine gerek
duyulmamasina ragmen, dogal sartlarda bakterinin hiicre duvarina tutunmast icin
gerekli olabilmektedir. Clinkd, seliloz iretmeyen bakteri hatlars yabani hatlara
gore bitki ytizeyinden daba kolay yikanmaktadie (Matthysse, 1983; Gelvin, 2000).

Kromozomal chud, oheB ve psed virilens geolerinin 8-1,2 glukan ve difer
sekerlerin sentezlenmesinde ve dolayli olarak bakterinin tutunmasmda rol aldig
belirtilmektedir (Zorreguieta ve Ugalde, 1986, Cangelosi ve ark., 1989; Thomashow
ve ark., 1987). Bu genlerde meydm't gedrilen mutasyonlarin bakteri tutunmastal
etkﬂechgz gortilmistir (Douglas ve ark., 1982),

Agrobacterinm enfeksiyonunun sadece digiik molekiil agurldh fenolik bilesikleri
salgilayan, yaralanmis veya hizlt béliinen siispansiyon hicreleti ile Agrobacterium
enfeksiyonuna  kargt duyarlt  bitki  hiicrelerinin - bulunmast  durumunda
gerceklesebildigi  bilinmektedir. Bakteri yaralanmus  bitki  dokulaniom  hiicre
duvatlatina tutunmakta ve bu olayda bitki hiicre yiizeylerinde bulunan proteaz-
duyarlt molekiillerin etkili oldugu belirtiimektedir (Neff ve ark., 1987). Ancak, bu
bitkisel proteinlerin bakteri tutunmasindaki olast etkileri geneuk analizlerle heniiz
gostertimemistir {Gelvin, 2000).

Sekdl 15.4. A. tumrefaciens (p35-GUS-INTYin Arebidopsis kovledon hiicrelerine tutunmast ve
koleni olusturmasiun elektron mikroskobu alunda gériaiimii (a) Enfeksiyondan 12 saat
soaraki gdrintim (x6000, bar = 2.5 pm}. (b) Enfeksiyondan 48 saat sonra cok sayida

bakteri yigilmas: ve seliloz liflerinin olusmast (x15000, bar = 1 um) (S'mgwan ve ark.,
1992°den degistirilerek).
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15.4.2. Viriilens genlerinin uyarimasi

Bakteri bitki hiicre duvarina tutunduktan sonra, yaralanmus bitki hiicrelerinden
salgilanan fenolik bilesikleri, Agrobacterium’on alglamastyla T-DNA aktanim slemy
baglattlir (Sekil 15.5). Normalde bitkilerde fitoaleksin ve lignin biyosentezinde rol
aldg tahmin edilen asetosnngon (AS) gibi fenolik bilesikler (Gelvin, 2000),
bakteri hiicresine girerek #ir genlerini uyarmakeadir (Stachel ze ark., 1985; Leroux »e
ark., 1987). Fenolik bilesiklerle birlikte bu uyartlma i;slemindc belirli
monosakkaritler de rol oynamaktadsr (de la Riva ve arnk.,, 1998). Fenolik bilesikler
bitki tirlect ve dokulart arasinda farklitk gostermektedir {Hooykaas ve
Schilperoort, 1992). Ornegin; titiin, patates ve domates gibi JSolanaceqe
familyasindaki tiirlerde AS asd uyarict bilesik iken, diger tirlerde benzoik asit ve
sinamik asit tirevleri uyarict olarak yer almaktadir (Spencer ve Towers, 1988; Song
ve ark., 1991a). Bugday siispansiyon hiicrelerinde ise #r genlerini uyarict olarak etil
ferulat salgdanmaktadis (Messens »e ark., 1990). Bazt bitki tiiderinde salgilanan
bilesikler optimum T-DNA transferi i¢in yeterli olmamakta ve boyle durumlarda
TVDNA transfer frekansint artiemak icin enfeksiyon sirasinda AS kullanidmaktadis
(Schafer ve ark., 1987; Sheikholeslam ve Wegks, 1987). Yetetli fenolik bilesik
bulunmadigs durumlarda, besin ortamlarindaki seker konsantrasyonunun yiksek
olmast gerekmektedir (Hooykaas ve Schilperoort, 1992). Bitki besin ortaminda
bulunan yitksek oranlardaki inositol ve katabolize olmayan 2-deosi-d-glikoz ve 6-
deoksi-d-glikoz gibi seketler vir genlerinin aktivitelerini artiedift bildirilmektedir
(Shimoda 2 ark., 1990; Song ve ark., 1991b).

Farklt Ti plazmidlerinin #7 sisterleri benzer olmakla birlikte, optimum #47 uyarimt
icin istekleri farkii olabilmektedir (Hooykaas ve Schilperoort, 1992). Otnegin,
optimum uyarlma igin oktopin ve leusinopin tipi plazmidler, nopalin ve
sukkinamopin tipi plazmidlerden daha disik pH dizeylerine shdyag
duymaktaditlar (Turk ze ark., 1991). Yine, LHR hatlastun pir sistemleri sadece
diisiik miktatlardaki AS ile uyanlirken, siiperviriilent Bo542 leusinopin hattins
uyarmak icin-daha yiiksek oranlarda AS'a ihtiyag duyulmaktads (FHlooykaas ve
Schilperoort, 1992). Optimum T-DNA aktarunt igin besin ortarunin pH’st 5-6,
stcaklik ise 20-30 ‘C arasinda olmahdir (Turk e ark, 1991; Hooykaas ve
Schilperoort, 1992). 32 *C’den daha yitksek sicakliklar #r genlerinin ifadelerini
engellemektedir (Jin vz ark., 1993). In vitro ko-kiiltiivasyon calismalar geneﬁﬁéc 25
‘C’de yiriitilmektedsr. Ote yandan, Dillen »e ark. (1997) yaptiklart bir i witre
calismasinda en yitksek oranda T-DNA aktagimim ko-kultiivasyon sicaklifinin 22
°C oldugunda elde etmislerdir.

Agrobacterinm bakterisinin hiicre zar ierisinde lokalize olan algtiayici/sensdr VieA
proteini (91.6 kDa) yaralanmus hiicre tarafindan salgilanan sinyal proteinlerini, yani
fenolik bilesikleri yakalar (Pan ze ark., 1993). VirA proteini, bir priplazmik ve iki
transmembran (M1 ve TM2) olmak iizere lic bolge (domainyden olugmaktadir
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Sekil 15.5. Yaralanmu bitki hiicreleti tarafindan salgilanan fenolik bilesiklerin vir genlerini
uyarmast ve bitki hilcresine T-DNA transferi (Watson s ark., 1996’dan degistirilerel).
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(de la Riva ze ark.,1998). Priplazmik kisim monosakkaritierin yakalanmasinda rol
oynarken, TM1 ve TM2 algilama ve sinyal verme gorevini Ustlenmektedir (Chang
ve Winans, 1992; Parkinson, 1993). Kinaz TM2 bolgesi yaralanmss bitki
hiicrelerinden salgilanan sinyal proteinleri algtlayarak fosforilasyonla VisA’nin
uyarlmasinda énemli rol almakiady (Huang »e ank, 1990). L% genlerinin
uyarilmasinda, Gnemli bitki hicre duvar polisakkarit monomerlert olan D-
galakturonik ve D-glukoronik asit gibi asidik monosakkaritlerin AS ile birlikte rol
oynadi bildirilmektedir (Shimoda #e ark. 1990). Ancak, bu seker-uyarimasinin
gerceklesebilmesi  icin  kromozamal ChvA  ve periplaztnik  VieA  domain
proteinlerine  thtiyag  duyulmaktadir  (Befjersbergen ve Hooykaas, 1993).
Monosakkaridin ChvA proteinine baglanmasindan sonra, bu kompleksin VieA
proteininin  periplazmik VirA bolgesi ile iliskiye gectigi ve sonugta VirA
proteininin  aktivasyonunun  gergeklestgi  bildirilmektedir  (Befjersbergen  ve
Hoaoykaas, 1993).

Uyarlan VirA kendi fosfatm sitoplazmik bir DNA baglanma proteini (binding
ptotein} olan VixG proteinine aktarma kapasttesine s&biptir VirA tarafindan
fosforilizasyona udrayan VitG dzha sonra d;gcr vir genlerinin  ifadelerinin
dizenlenmesinde transkripsiyonal faktdr olarak g gorev yapar (Pan o ark., 1993; Jin
e ark., 1990, de la Riva ve ark., 1998). Vir G proteininin C terminal boigem DNA
baglanma aktivitesinden sorumlu iken, N terminali fosforilizasyon bdlgest olup,
VirA sensor bolgesi ile homoloji gostermcktedir (de la Riva ve ark, 1998). VieG
proteininin  z-kutalarina baglanmasiyla #r genlerinin  ifade  edildikleri
diisunilmektedir. Ayrica, fosforilize olan VirG proteininin RNA polimeraz ile
daha etkili bir sekilde iliskiye gectifi ve RNA' polimerazin 27 promotosiari
tanunasin: kolaylasterdidt  veya  kapall DNA’yi actk DNA  kompleksine
dontistiirdigt belirtilmektedir (Beijersbergen and Hooykaas, 1993). VieG proteint
tarafindan uyarilan #ir genlerine ait proteinlerin énemli bir kisrm Ti plazmuidinden
bitki hiicresine T-DNA aktanminda dogrudan gérev almaktadir, Tablo 15.3°de wr
genleri tarafindan kodlanan proteinlerin #lgrobacterium ve bitki hicrelerindeki
fonksiyonlart stralanmustr (Gelvin, 2000).

15.4.3. T-DINA transferi

Vir genlerinin uyarimasmin sonucunda T-DNA’nin alt sarmalina homolog, tek
sarmal bir DNA molekiild (T-iplikeigi) UGreulir (Sekil 15.6). T-DNA suurlan
icerisine yerlestirilen herhangl bir DNA parcasi tek sarmal olarak bitki hitcrelerine
aktanlir ve bitki genomuna entegre olur. T-iplikcifinin sentezi, T-DNAnn alt
sarmalnin her iki 24 bp smirmnin 3. ve 4. niikleotd dizilert arasmdaki belieli bar
nokrada centik olugmasiyla baslar (Sekil 15.6.) (Stachel ve Zambryski, 1986b). Bu
islem, VD1 ve VirD2 proteinlerinin T-DNA sinur bélgelerindeki niikleotid
diztlerint belieli  noktalardan  tamiyan  endontikleaz  etkisi  tarafindap
gerceklestirilmektedir (Zambryski, 1992). VizD1 proteininin 24 bp sinsr dizilerinde
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DNA’y: gevsettigi, Vield2'nin ise ¢entk olugturdugn bildirilmektedis (Mclean ve
ark., 1993). VirC operon drinlerinin ise T-DNA stur kesimini hizlandirdigs
g sterilmistir (Tora ve ark., 1989; Zambryski, 1992; Stachel ve ark., 1987). Kesilen
noktalar, tek sarmal T-DNA bolgesi icin baglama ve bitis yerleri olarak
kollamlme! dir (Sekil 15.6). Saf stur bélgesinde yaptlan mutasyonlar T-DNA
teansferis. amen engellerken, sol siurda yapilan mutasyonlar sadece gen
aktartm frekansim azaltmaktadir. Bu da, T-iplikcik sentezinin sad smirdan
basladignt, 5'>3” yontinde devam ettigini ve sol siirin yoklugunda dahi sentezin
sonuglandigini gdstermektedic (Hille v ark., 1983; de la Riva ze ark., 1998).

Tablo 153, /ir genler tarafindan kodlanan préteinlerirz Agrobacterim ve bitk
hiicrelerindeli fonksiyontan (Gelvin, 2000}, :

i
Vir ‘
Proteini Agrobacterium’daki fonksiyonu  Bitkideki fonksiyonu
VitA Fenolik alglayict T
Vit Ferolik tepki regiilatdri -

VirB1-11  T-pillusunua sentezi ve oluguma -

(VitB prepropilini kodlamaktadsr)

VirCl Muhtemel “overdrive” baglanma -
proteini; T-DNA transfetinin
artinlmast (7)

i

Vulil I vivo T-DNA prosesi ve cift sarmal
T-DNAm startlarinda in wiro
centik acrinmas

VirD2 T-DNA stir-spesifik endonitkleaz; T-iplikcifinin 5° ekzonukleolitik
muthtemnelen T-iplikciging bitkiye degredasyondan korunmast ve bitki
tastyan “pilot proteini” . genomuna entegrasyonu

VirE1 VuE2nin Agrobacteriny’ dan -
taginmast ve kotunmast

VitE2 Agrobacteriuns da muhtemel T- Bitkide muhtemel T-kompleksinin
kompleksinin olusumu olusumu; THiplikeiginin niikieclitik
degredasyondan korunmas, niikleat
hedeflenmesi ve olugan nitklear
agiklk kompleksinden gegist

VigF ¢ Konukeu duyarhilik fakt6sii; bitki
hiicresinin bélinme cemberinin
diizenienmesi icin Skp1 protein-
leriyle muhteme! etkilesim

Vi Muhtemel sitokrom p450 enzimi -
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Nopalin tipi plazmidier sadece bir T-DNA bolgesi tasgtdigindan dolayr tek T-
iplikcigi sentezlenir. Ote yandan, daha karmastk oktopin Ti plazmidler, dort ayn
T-DNA sintr dizileri tarafindan cevrelenen (g ayrs T-DNA bélgesi tagidigindan,
alts olas: T-iplikeigi tiretirler (McLean v¢ ark., 1993). VirD2 proteini, alt sarmalt sag
sinzr bolgesinden kestikten sonra tek sarmalin 5° ucunda bagh kalarak (Ward ve
Barnes, 1988; Hooykaas ve Schilperoort, 1992) T-iplikciginin serbest kalmasini ve
53’ yoniinde olugan ekzonukleolitik degredasyonu engellemektedir (Hooykaas
ve Schilperoost, 1992), Serbest kalan T-iplikcifi, VitE operonunun ikinci acik
okuma bolgesi (orf) tarafindan kodlanan 69 kDa’luk tek sarmal DNA-baglanma
proteini VirE2 ile kaplanarak niikleaz enzimlerinia olumsuz etkilerinden korunur
(Sekil 15.6) (Christie vz ark., 1988; Hooykaas ve Schilpercort, 1992). Ayrica, Virk2
proteini T-iplikcigini sararak, kompleksin ¢apini 2 nm’ye kadar diigtirmelkte ve bu
da hiicre zan acikliklarindan gecisini kolaylagtirmaktadir (de la Riva ve ark., 1998).
T-iplikeiginin bitki hiicrelerine aktarlmasinda, VirD2 proteininin pilot gdrevi
yaptigr bilinitken (Herrera ve ark, 1990), bu islemde VirDD4 proteinine de ihtiyag
duyutmaktadic (Firth 2e ark., 1996}. VirB proteinlerinin énemli bir kismt bakteri ve
bitki hiicre zannda T-kompleksinin gegebilecedi biiytiklikte agiklik olugturutken
(Nester ve Gordon, 1988}, T-DNA transferinda gerekli olan ternel elementleri de
olusturmaktaditlar (Berger ve Christie, 1994). T-DNA transferinde mutlak gerelli
olmayan iki operondan VirfPnin, tek sarmal T-DNA kompleksinin tasinmasinda
ve bitki genomunu hedeflemesinde gorev aldift tahmin edilmektedir (Hooykaas ve
Schilpercort, 1992; de la Riva »e ark, 1998). VitH operonu, VitH1 ve Va2
proteinlerini kodlayan iki genden olugmakta ve bakteri gelisimini etkileyen belirli
bitki bilesiklerini parcalayarak gen transfer frekansm artrmaktadir (Kanemoto ve
ark., 1989). Bakteriden bitki hiicresine T-DNA aktarimi strasinda  olugan
molekiiler olaylar Sekil 15.6°da sematize edidmistir.

Bi

Gekirdek \

dore zan

La
Z F
4 bp 24 bp

T-GNAn  alt sarmali 24 bp safy ve 5ol
i b ints 3. va 4, ndkinetidies
arasindart VirD2 proteint tarafindan kesikir

B () e —— i) o
VieB proteinieri N &

hakteri va bitki VirD2 protoini, alt sarmah 208 sinir bbigosinden
hilcrs zarpda kostiklen sonra tek sermabn & wcunda bagh
agikhik elugturur kalarak T-plikeidinkn sorbost kalmasin: sagiar

Polymoruas o

T-ipitkgidi

Bitki DNA'st /

&

T-iplikaifgi VIrE proteini tarzfindan
saniarak nlikleax enaimlorinden korunur
Tiplikcifiinin bitki hiicresine tagmmasinda
VieZ proteini pilet géravi yagar

Sekil 15.6. Agmbacterinny'dan bitki hicresine T-DNA aktanmunio molekiiler mekardzmast
(Ozcan ve Ozgen, 1996’dan dedistirilerek).

126



Agrobacterium Aracihiyla Gen Transferi

Son yidlarda yapidan arastrmsalarda, lgrobasterium’dan bitki hiicrelerine T~
kompleksinin aktardmasmida yukanda belirtilen mekanizma haricinde degisik
teoriler ortaya atlmustir. Bunlardan ilkinde; “T-pilus” olarak adlandirilan bir
nikleoprotein  kompleksinin T-DNA  aktanminda  képrii  gdrevi  yaptus
belirtilmektedis (Sekil 15.72) (Lai ve Kado, 1998; Zupan ve ark., 1998; Lai ve Kado,
2000; Kado, 2000). T-pilus 10 nm ¢apinda olup, ortasinda yaklastk 2 nm gapinda
bir lumen (bosluk) bulunmakeadir (Iado, 2000). T-pilus’un olusume icin 11 adet
VieB proteinine de ihtiyag duyuldugu bildirilmektedic (Lai 2 ark, 2000).
Muhtemelen, T-pilus'unun molekiiler bir siringa gdrevi yaparak T-kompleksini
bitki hiicre sitoplazmasina enjekte ettigi bildirilmektedir (Sekil 15.7a). Diger bir
teoriye gére de; T-pilus kompakt bir yaptya déniiserek, bakteri hiicresini bitki
hiicresine dogru c¢ekmekte ve bakteri ile bitki hiicre zatt arasinda gerceklegen
fizyondan sonra, VirB proteinleti tarafindan olusturulan gozenekten T-kompileksi
bitki hiicresine aktarlmakeadir (§ekil 15.7b}(IKado, 2000).

15.4.4. T-DNA’nin bitki genomuna entegrasyonu

Agrobactering’dan bitki hiicrelerine T-DNA transferinin en az anlagtlan kismt belki
de T-DNA’nin bitki genomuna entegrasyonudur. Genellikle, bitki hiicresine
aktarilan T-DNA genlerinin gecici (ttansient) ifade seviyesi, kararlt (stabil) olarak
entegre olan T-DNA’lazinkinden daha yiksek olmaktadir. Bu ise, bitki cekirdegine
aktardan T-DNA’larmn Snemli bir kisminin stabil olarak bitki genomuna entegre
olmadsging gostermektedir (Janssen ve Gardner, 1990; Nam 2 ark., 1997). T-DNA
bitki hiicre ¢ekirdefine tek sarmal olarak girmekte ve kromozomiatla zorunlu bir
rekombinasyon sonucunda bidesmektedis (Gelvin, 2000). T-DNA ¢ekirdege
girdikten sonra, bir veya birkag kopya halinde rastgele (Bevan ve Chilton, 1982),
bitki kromozomlartyla birlesmekte ve bu birlesmede kromozomlarin aktif kisimlars
tercih edilmektedir (Draper 2 ark., 1988; Binns, 1988; Koncz ve ark., 1992).

Bitki hiicresi icerisinde tek sarmal T-DNA kompleksinin gekirdek zarmnt gecerek
kromozomlara yonelmesinde en Snemli gdrevi VD2 ve VirE2 proteinleri
ustlenmektedir (Hooykaas ve Schilperoort, 1992; de la Riva we ark, 1998). T-
DNAin kromozomlarla birlesme mekanizmas: tam olarak bilinmemekle birlikte,
ortamdaki enzimlerin bu olayda énemli rol oynadiklarna iliskin bulgular vardir
{Kado, 1991). Gen aktarimt yapilmis {transgenik) bitkilerin analizleti sonucunda,
T-DNA’lagn %701nde hic bir degisiklifin olmadigr belitlenmistie (Ream, 1989).
Kromozomlarla  bitinlesme genellikle sag  sinwdaki belicli bir noktadan
gergeklesirken, sol siniwda bu islemin degisik noktalardan olabildigi saptantigtic
(Slightom ve ark., 1985; Yadav re ark., 1988). Bu ise, T-DNA’nie kromozomlarla
bidesme igleminin  sag sinrdan  bagladifini ve karmagik  birkac asamada
tamarnlandigins géstermektedir (Ozcan ve Ozgen, 1996).
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. Bakter kiomezom

Agrobacterunn

Sekil 15.7. Agrebacteriur’dan bitki hiicrelerine T-DNA aktartmnda ortaya aman “T-pilus”
teorilerd. (a) T-kompleksinin T-pilus aracilifsyla bitki hiicresine enjekte edilmesi. (b) T-
pilusun kompakt bir yapiya donitserek, bakrerd hitcresind bitki hiicresine dogru gekmesi ve
VieB proteinleri tarafindan olusturulan gozenekten T-kompleksinin bitki hilcrelerine
aktanlmas: (Kado, 2000°den dejistiriferek).
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de Ia Riva ve ark. (1998)'na gbre;

1. VirD2nin bagl: bulundugu T-iplikcifi de bitki DNA’sinda mtkro-homolog
bolgeler acilmakta ve T-DNA’mun 3" ucu veya bu uca yakin bolgeler bitk:
DNA’sinda bulduklar homolog bélgelerle ilk temas: {sinapsis) kurmaktadir.

2. Bitki DNA’sinda 3’5 yontinde yapisal agiklik olugmakta ve bu agklfin 3
ucu endonikieaz enzimleri tarafindan kesilerek, T-iplikciginin VieD2
proteinine baglanan 5 wcundaki ilk nikleotid dst sarmal bitki DNA’siyla
5’3" yoniinde eglesmelctedir.

3. T-plkciginin 3 ucundaki fazla bolgeler ve acdan bitki DNA parg:am-
endonikleaz veya 3’5’ ekzoniikleaz enzimleri tarafindan parcalanmaktadis.

4. T-plikciinin VitD2ye baflanan 5" ucu ve difer 3° ucu, kesilen bélgedgn

bitkinin alt sarmal DNA’st fle birlesmektedis.

T-ipltkciginin - 3’25 yontndeki bitki DNA  sarmalina  entegrasyonu

tamamlandiktan  sonra, bitki DNA’st  onardmakta  ve T-iplikcidi

replikasyonla ¢ift sarmal DNA’ya ddnigmektedir (Binns, 1988).

wn

Baz1 aragtirmalarda birlesme sirasinda T-DINA’nin sinurlarinda yeni diizenlemelerin
oldugu ve eksik T-DNA’latin ortaya ¢kt belirtilmektedir (Ream, 1989). T-DNA,
kéken olatak prokaryotik yapida olmasma karsin, bitkinin  kromozomuyla
bitlinlesmesinden  sonta  Skaryotik  kromatin  yapr  Ozelliklerine  uyum
saglamaktadr. T-DNAnmn opin sentezi ve ore genlerinin  transkeipsiyonlart
neticesinde opin iretimi ve timés olusumu meydana gelmektedir (Ozcan ve
Ozgen, 1996).

15.5. Tt Plazmidletinin Bitkilere Gen Aktariminda Kullanimas1

Onkogenik Ti plazmidleri de T-DNA aktarmat yaplan bitki hiicrelerinde,
kontrolsiiz  fitohormon iiretuni meydana geldifinden, timér dokulanindan
morfolojik olarak normal transgenik bitkilerin elde edilmesi oldukea glic olmakta,
bitki rejenerasyonu saglansa bile; oksin ve sitokininlerin etkisindek: hiicrelerden
anormal bitkiler elde edilmektedir (Klee ve Rogers, 1989). Ote yandan, belirli bitki
tirlerinde Ri plazmidlerinin olugturduklart sacak koklerden normal transgenik
bitkidler lretilebilmektedir (Tepfer, 1990). Ancak, Ri plazmidleri ie kiiltir
bitkilerine gen aktatimt oldukga sinuli kalmustir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Buna
karsin son yllarda sekonder metabolit lretimi icin sacak kok kiiltiirletinin
olusturulmast daha cok tercih edilmektedir. Burada amag bafimsiz olarak bitki
kéklerininin  fermentétlerde  hormon  igermeyen ortamlarda  kisa  siirede
cogalulmas: (Babaoglu ve ark., 2001} (Sekit 15.1f, i} ve bu koklerden farkls tbbi
amach, etkili maddelerin saflastirlmasidir (Sdkmen ve Giirel, 2001).
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Daha énce de belirtildigl gibi, gen aktarim igin T-DNAnm saf smir niikleotid
dizisi ile #r ve chy genleri mutlak gereklidir. Ote yandan, T-DNA bélgesinde
bulunan ve opin sentezini saglayan genler ile timér olusumuna neden olan one
genlerinin T-DNAnun aktarmunda islevleri bulunmamaktadie. Bu genlerin T-
DNA bolgesinden kesici enzimler ile ¢tkartdarak yerlerine yabanct genlerin
klonlanmasinin gen aktarmint kesinbikle etkilemedigi gériilmistir. Ancak, ome
genlerinin aktarildig: materyal #z witro kosullarinda fitohormonlara gereksinim
duyulmaksizin  gelisebildigi igin, fitohormon genleri  transgenik materyalin
belirlenmesinde oldukga faydali ssaretlerdir. Non-onkogenik (fiimdr olusturmayan)
plazidier asacilifzyla T-DNA aktariros yapdeoss bitki hiicreleri, normal hitcreler
gibi davranmaktadirlaz, T-IDINA aktarum, son derece ditgiik oranda gerceklestifi
icin gen aktariimig hicrelerin ve dolayistyla transgenik bitkilerin normallerinden
ayrilmast hemen hemen unkansiz olmaktadir. Gen aktardmus hicrelerin ve
bunlardan gelisen stizginlerin  secimi igin  secicl isaret (markdr) genler
gelistirilmigeir (bkz. Bolim 16). Bu markér genler, hitki hiicre ve dokularna bazi
antibiyotik veya herbisitlere karst dayanikldik kazandmmaktadielar. Antibiyotik ya
da herbisitlerin bulundugu doku kiltiri ortamlarinda, normal bitki hicreleri
antibiyotik ve herbisitlere kargt duyath olmasmdan dolayt gelisememekte, sadece
segici igaret genlerinin alstaridif bitki hiicreleri gelisip cogalabilmektedir (Ozcan
ve Ozgen, 1996; Babaoglu e aré., 2000a). Dolayisiyla, gen aktarimi son derece
disik frekansta gerceklegse dahi, gen aktarimi yapilan hitcre ve dokulardan
transgenik bitkiler elde edilebilmektedic.

Segici yapidaki isaret genleri cofunlukla bakterivel kdkenli olap, bunlar T-DNA
bélgesinden veya difer kaynaklardan elde edden promotor ve terminatdr baz
dizileri arasina yerlestirilerek bitkilerde fonksiyonel duruma getirilmistic (Ozcan ve
Ozgen, 1996). En yaygin kullanian promotor bdlgesi ise karmubahar mozaik
virisinden izole edilen konstitidf CaMV 358 promototudur. Son yillarda
kuskonmaz (Asparagus officinalis) bitkisinden izole edilen AoPR1 promotorunun gus
raportdr genine . baglanmastyla yapian c¢abigmalarda, GUS akuvitesi sadece
transgenik hiicre ve dokularin segimi safhasiyla sinulandiedomstr (Ozcan v ark.,
1993; Firek ve ark., 1993). Bu isaret genlerden en fazla kullanlanlars ise; bakteriyel
Tn5 transpozonundan elde edilen (Bevan ze ark., 1983) ve kanarisine dayanulkiilig
saglayan neomusin fosfotransferaz (mpdl); E. wofiden izole edilen (Waldron we ark.,
1985) ve higromisine dayankldsgy saflayan higromisin fosfotransferaz (hpf);
farelerden elde edilen (Hichholtz ze ark, 1987) ve methotreksata dayanikdiif
saflayan dibidrofolat reduktaz (dbff); Strepromyces bygroscopicus’dan elde edilen (De
Block #e ark., 1987) ve bialaphosa karst dayanikhhgn saglayan bar genleridir. Segict
isaret genlerinin disinda, gen aktarumt yapdan hiicre ve dokularin gézlenebilmesini
saflayan raportor isaret genleri de vardu ki, bunlarin en dnemlisi -glukuronidaz
(gns) genidir (Jefferson, 1987; jetferson ve ark., 1987). Gus geninin aktarddsft bitki
hicre ve dokulan X-pluc ile muamele edildikler zaman histokimyasal olarak mavi
renge déniismektedir (Jefferson, 1987; Ozcan, 1993; Giirel ve Kazan, 1999).
Florometrik olarak GUS proteini aktivitesi de dleiilebilmektedir (Gartland ve ark.,
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1995). Son yillarda ates bocedi lusiferaz (M) ve denizanass vesil-flerosan protein
(GFP) genleri de raportér gen olarak bitkilerde kullaniimaya baslanmgter (Baruah-
Wolfl ve ark., 1999, Elliott ve ark., 1999; Kaeppler »¢ ark., 2000). Bitkilere gen
aktariminda kullandan igaret genleri hakkinda ayrintd bilgi bélim 16°da verilmistir.

‘Tartmsal Ozelliklerini tyilestirmek amactyla bitkilere aktanlmak istenen gen ya da
genier ide isaret genlerinin dogrudan Ti plazmidlerinin T-DNA bélgesine
klonlanmast pratikte pek mimkin olmamaktadir. Bu durum, Ti plezmidlerinin
buytkiiklerinden ve disiik kopya sayilarindan kaynaklanmaktadiz. Karsdasilan bu
sorunu  agmak igin  “ko-entegratif’ ve “binar” (ikili) vektdr sistemleri
gelistiritmistie. Bu vektorler hem E. wé, hem .dgrobacterium ve hem de bitkide

fonksiyonel olacak gekilde tasarlanmugtsr (Hinchee v ark., 1994).
¢

15.5.1. Ko-entegraiif (cis) vektitler

Bitki hiicrelerine T-IDNA aktanim isleminde T-DNA bolgesinde bulanan ve tiimér
olusumu ile opin sentezine neden olan genlerin rol almadiklart ve iki T-DNA sintst
arasina yerlestirilen herhangi bir DNA parcassmin (genlerin) bitkinin genomuna
kolayca aktazlabildift daha énce aglklanmusy. Ko-entegratif vektdr (plazmid)
sisteminde, sinir bolgeleri kalacak sekilde Tt plazmidinin T-DNA bélgesinin biiyiik
boliimi cikartilarak (bu vektore alict vektdr adt verilmektedir) yerine, kiigiik bir £,
ki klonlama  plazmidine (aract) homolog yapida bir DNA  pargast
yerlestirlmektedir (Armitage v ark. 1988; Walkerpeach ve Velten, 1994). Aract
vektorlerin 6nemli bir kistn E. cof'nin ColE1 plazmidinden tiiretilmistir. Bu aract
plazmid sadece E. wi igerisinde replike olabilme yetenegine szhip olup,
Agrobacterinm igerisinde replike olmamasi gerekmektedir. Bitkilere aktarilacak
genler, isaret geni ile birikte Snce bu aract plazmidlere E. wh icerisinde
klonlanitlar. Daha sonra aract plazmidler, alict (reseptés) vektdriin bulundugu .
tummefaciens’e aktapldiklarinda, tek homolog rekombinasyon ile Ti plazmidinin T-
DNA balgesine entegre olurlar (Ozcan ve Ozgen, 1996). Standart aract vektétler
su Ozellikleri tagtrlar (Walkerpeach ve Velten; 1994):

1. Bitkilere aktardmak istenen genlerin kolayca klonlanabilecegi klonlama
bélgest.

2. E. coli ve Agrobacterinn’da aktif olan secici bakteriyel isaret geni.

3. Bitkide islev yapabilen secici igaret geni.

4. E. ool igerisinde fonksiyonel olan, ancak Agrobacterinmda etkili olmayan bir
replikasyon owjini.

Aract vektdr Agrobacterinm  igetisine konjugasyonla aktardmakta ve T-DNA
bolgesine stabilize olarak hibtid (ko-entegratif) Ti plazmidler elde edilmektedir
(Sekil 15.8) (Armitage re ark., 1988). Ko-entegratif vekeéri tasyan Agrobacterivm
hiicrelerinin secimi ise, aract vektoriin tagmmis oldugu secici bakteriyel isaret
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\ ko-entagrast
Foveklar

Akt
Ti Prazmid

Aracy :
vakiisr s RES

Ko-entegratif
vekidr

*RB
Sekil 15.8. E. w/ icerisinde bulunan aract vektdrin konjugasyonla (tri-parental mating; bow/wob
fonksiyonlan kullantlarak) Agrebacterinm igerisine aktaniarak, abar vekiorin T-IDNA bélgesine entegre
olmas1 sonucunda ko-cntegratif vekedrin elde edilig. ik dnce yardima ve pMob plazmidles arac
vektteiin bulundufiu E. wf igerisine aktanhr. Daha sonea yardimer plazmid, pMob plazmidinin
senteziemiy oldugu trans-hareketli Griinlent kullanarak aract vekedrls Agrobacterinm igerisine aktasie.
Sonugta, aract vektdr homalog rekombinasyonla abict 11 plazmidinin T-DNA bélgesine eategee olur.
HOM: homolog rekombinasyon balgeled; LB, RB: sol ve sag sinurlar; MCS: ¢oklu klonlama bélgess,
SBMG: segici bitki igarer geni; RILS: bakteri hlicresinde vektoriin seeimi igin gerekli olan antibiyotifie
dayaniklifs kodlayan isacet geni; Ol vektdrlerin konjugasyonla transferi igin gerckli olan transfer
orijini ve bomr bélgesi. Col L1 pCol T2 plazmidine ait ve yalmzea B off igedisinde plazmid
replikasyonunu saplayan seplikasyon orijini (Armitage e ark., 1988; Walkerpeach ve Velten, 1994°den
defiytirilerck).
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geninin kodladigt antbiyotige dayaniklilik sayesinde olmaktadir, Replikasyon orijini
(ColE1} aract vektotlerin cogunda aynt olup, Agrobacterium icetisinde fonksiyonel
defrilditler. Araci vektor Agrobacterinm igerisinde replike olamadiindan, tagidig
genlerle birlikte alict vektérin T-DNA’sina entegre olmaktadir. Ote yandan, alict
plazmidte bulunan replikasyon otijini hem alier Ti plazmidinin, hem de aract
vektoriin  ve tagidifn genlerin  replikasyonunu  saglamaktadir. Ko-entegratif
vektorleri tasiyan Agrobacterinm bitki hicreleri fle ko-kiltiive edildidifi zaman, T-
DNA bolgesine entegre olan araci vekidr ve dolayisiyla isaret ve tagmmsal dneme
sahip genler 2i7 genlerinin 5 dzelligi ile bitki genomuna aktarile (Walkerpeach ve
Velten; 1994). Secici igaret geni, bitki hicrelerini antibiyotik veya herbisitlere’
dayaniklt kildigindan, besin ortamlanina antibiyotik veya herbisitler tlave edilerek

sadece gen aktartmi yapilan hiicre ve stirgiinlerin gelisimi saglanmag olur. p

pGV3860 gibi bam vektorlerde her iki T-DNA smir bélgelert de aber Ti
plazmidinde birakilirken, pGV2260 gibi vektorlerde ise 24 bp sinr diziler: aract
vektoede olabilmektedir (Debleare ve ark., 1985). Yine, pTiBS3-SE gibi difer baz
vektorlerde ise saf sinir aract vektore kionlanirken, sol smir alict Ti plazmidinde
kalabilmektedit (Fraley »e ark, 1985; Armitage ve ark, 1988). T-DNA suur
dizilerini hangi vekttrde ohursa olsun, sonugta bitkilere aktanlmak istenen genler,
alict vektdr Gzetinde T-DNA bdlges: sinur dizileri arasina entegre olmaktadi
(Armitage ve ark., 1988). '

Elektroporasyon ve kimyasal yontemler geligtirilmeden once (hem ko-entegratif
hem de binari vektdr sisteminde), bitkilere aktarlmast istenen genlerin klonlandig
aract vektdtlerin Agrobacteriun’a aktarilmasinda konjugasyon en etkii yéntem
olmustur. Bu tlrler arast plazmid transfer iglemi geniy konukeu alamina sahip
yardimar plazmidler tarafindan etkili bir sekilde gerceldestirilmektedir. Yardimes
plazmid, aract vektdr ile aynt E. ok ierisinde bulugtuklagt zaman, zaas olarak
kodiadigy  transfer fonksiyonlart  sayesinde aract  vektdr _Agvbacterinm’a
aktagilmaktad (Sekil 15.8) (Walkerpeach ve Velten; 1994). Yardima plazmidin
aract vekeosll, eckili bir sekilde Agrobacterinm icerisine akrarlabilmesi icin, aracs
vektortin ayrica d-hareketli ColE1 o (vektSrin konjugatif hareket bolgesi)
elementini de tastmast gereklidir. Bom elementi (frums hereketle); ayni arac
vektdrde, bakteri genomunda ya da bagka bir E. w0/ plazmidinde bulunan ColE1
mob (mobilit]) operonu tarafindan harekete gecirilir.

Konjugasyonla aract vektortin B, colf den Agrobacterinm i¢erisine aktanimasinda fig-
ebeveynli eglestirme (triparental mating) yoéntemi etkili olarak kullandmaktacue
(Van Haute ve ark., 1983; Gurel, 2001). Bu ydntemde; aract vektéri ve yardimer +
pMob plazmidini tastyan E. ok hatlan ile alict T1 plazmidini tastyan Agrobacterinm
hatti uygun antibiyotiklerin ilave edilds§i szv1 bakter: besin ortaminda calkalayicida
bir gece sliresince ayri ayrt blyitilider. ~Agrobacteriun/on biiyltilmesi in en
uygun sicaklik 28 °C iken, E. w/k 37 °C'de bilyitilmelidir. Blylyen ii¢ bakteri
kultirinden 100%r ul ahinarak kanstrilir ve antibiyotk icermeyen katt bakteri
besin ortami tizerine yaydarak, bir gece boyunca 28 °C’de biyiitilér. Daha sonra
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geligen bakteri killtiriinden steril bir lup ile bir miktar baktest alinarak, secici
antibiyotiklerin ilave edildii kati besin ortamina yayile ve yine 28 °Cde 2 gin
sireyle inkilbe edilir. Ilave edilen antibiyotikler sayesinde sadece ko-entegratif
vektorl tagiyan ~lgrobacterinm hiicreleri geliserek koloni olugturutlar.

Ug-ebeveynli eslestitme sirasinda, énce yardimet ve pMob plazmidleri yiksek
frekansta aract (rekombinant) vektorin bulundugu E. roff icerisine aktarilir (Sekil
15.8). [Daha sonra, yardunct plazimid her G¢ plazmidin de Agrobacteriunt'a transfexini
(10* ve 105 frekansta) saflar (Armitage ve ark, 1988). Aract vektor, alicr Ti
plazmidinin T-DNA bdlgesine entegre olurken, diger plazmidler Agrobacterinm
icesisinde replike olamazlar (Sekil 15.8). Ko-entegratif vektorler oldukea kararls
olmalanina ragmen, istenmeyen DNA pargasimn bitkilere gecisi bu sistemin en
onemli dezavantajichs.

15.5.2. Ikili (binari/trans) vektdtler

I7ir bolgesinin frans-hareket Ozelliginden yararlanarak ikill (binar) vektdtler
gelistirilmistir (Ozcan ve Ozgen, 1990). 1kili vel#6r sisterni, Agrobacterium icerisinde
birbirinden bagmsiz olarak replike olan iki plazmidten olugmaktadir (Sekil 15.9)
(\)Valkérpeacb ve Velten, 1994). Bualardan dki; T-DNA bélgesinin tamamsnin
ctharuldift ve yalnizea wir bolgesini tastyan T1 plazmidi (s helper), digeri ise T-
DNA siur boélgeleri icersinde bitkilere aktarlmak istenen genleri tagyan,
maniplasyonu kolay olan, kiiglik ve hareketlt bir (ikili) plazmidtir. T-DNA bolgest
ctkartdan yardimer T1 plazmidinde bulunan wir genlerd, ‘#rans-hareket Ozellilderi
sayesinde  ikili  vektorde bulunan T-DNA  bolgesini  bitki  hicrelerine
aktarmaktadirlar. Yaygin olarak kullamlan yardimea Ti plazmidler Tablo 15.4°te
verilmistir.

Ikili vektér sisteminde, ko-entegratif sistemde oldugu gibi ild plazmid arasinda
rekombinasyon gerceklesmemekte ve sadece binarl vektdr Agrobasterinm icerisine
aktaribnaktadie (Sekil 15.9). Bundan dolays, transfer orani daha fazla ve hizlidir.
Ayrica, ikili vektdr bafumnsiz olarak replike oldugundan dolayi, kopya saywst Ti
plazmidinine bagh degildir. Tkili vektorlerin maniplasyonlarinimn daha kolay olmas:
ve dogrudan gen aktarim tekniklerinde de kullanilmalar nedeniyle, son yillarda
gelistirilen vektdrlerin hemen hemen tamarm ikilidis. Bir ikili vektdrde bulunan
standart zellikler sunlardur {Sekil 15.9) (Walkerpeach ve Velten; 1994):

1. T-DNA gerisinde bulunan ve bitkilere aktartimak istenen genlerin kolaylikla
klonlanabilecegt bir klonlama bolgesi.

2. Hem E. ok, hem de Agrobacteriun’da fonksiyonel olan replikasyon otijini
{Ornek: RK2).

3. E. wlive Agrobacterinn’da akuf olan secici baktetivel isaret geni.

4. Bitkide islev yapabilen segici isaret geni.
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5. Ikili vektdrin konjugasyonla Agrobasteriunia aktarim igin gerekli olan
transter fonksiyonlan (6rnek: oriV, ol ve trfA dogrudan DNA
aktariminda gerekli degildirler).

6. T-DNA smir bolgeleri (sadece sag sinit yeterli olabilir),

Tablo 15.4. Yaygm olarak kullandan non-onkogenik yardimer Tt plazmidleri
(Walkerpeach ve Velten, 1994*en almmsgtic,

Yardime: Ti Ti plazmidinin Ti plazmidinde bulunan

plazmidi kaynag dayamkhitk geni

pALA4404 pTiAch5 yok

pGV3850+ pTITS7 ampistlin ‘
pMPOORK pTiC58 geﬂtafnisin, kanamisin

pEHA101 pTiBo542 kanamisin

pliBo542AT pliBo542 yok: -

pMOG101 pTiB6 spektinomisin

pMOG301 pTiC58 spektinomisin

pEHALDS pliBob42 yek

“Ko-eategratif vektér olarak tasarlanmasina ragreen, binar vekidtlere bitlikte de
kullunslmaktadir,

Bitki hiicrelerine T-DNA aktarim frekansint artirmak igin “overdrive” ve TSS (T-
DNA  transfetini tegvik eden DNA dizis)) gibi bolgeler de ikili vektérlere
Klonlanabilmektedir (Walkerpeach ve Velten, 1994). Ikili vektoeder, ko-entegratif
sistemde oldugu gibi tig-cbeveynli eslestirme (Jekil 15.9), elektropotasyon wve
kimyasal yéntemlerle . Agrobacterium’a 2ktarlabilmektedis. Uygun antibiyotikler
kullanlarak da sadece yardimet Ti plazmidi ve ikili vektsri (Sekil 15.9) tastyan
Agrobacterium hiicreleri secilebilmektedir.

Ikili vektorler, ik olarak Hoekema ve ark. (1983) tarafindan gelistirilmistir,
Glintimiizde, bitkilere gen aktarminda kullaniian fazla sapda ikili vektor
meveuttur.  Universal RIC2 replikasyon  orjini  ve RK2 konjugasyon
fonksiyonlarinin diginda, ikili vektorler biyliklik, 24 bp niikleotid dizilerinin
kékeni, secici bitki isaret genleri ve bakteriyel seleksiyon isaret genlert bakimindan
birbirlerinden farkliik gésterdr. Ornefin, 1984 yihinda pRI252 plazmidi tizerine
insa edilen pBini? ikili vektort (Bevan, 1984), bitkilere gen aktaruninda oldukeca
genis kullanim alantna sahiptir. Bu vekeor plil37den elde edilen T-DNA sinr
dizilerini ve bakteriyel kanamisine dayanikhilik genini tasimaktadir, Ayrica pBinl9,
T-DNA bélgesinde transgenik bitkilerin secimi icin #or promotor ve terminatér
dizilerince yonetilen npfl genini ve bitkilere aktazlmak istenen genlerin kolayca
vetlestirildigi coklu klonlama bélgesini icermektedir (Sekil 15.10).
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A. tumefaciens

vir yar.d'mi'di';
Ti plazmidi

l

A. tumefaciens

Binari -+ Vir yardumcl

vekior

Ti plazmidi

RES
ot
(bomy}

Sekil 15.9. E. w/ icerisinde bulunan ikili vektoriin konjugasyonla (lig-ebeveynii eslestirme;
bom/ mob fonksiyonlant kullandarak) Agrobasterium igerisine aktarlimast sonucunda ikik
vektdr sisteminin elde ediligi. Ik dnce yardimc: ve pMob plazmidleri arac: vektdriin
bulundugu E. ek igerisine aktanlir. Daha sonra yardimct plazmid, pMob plazmidinin
sentezlemis oldugu #ans-hareketli iiriinleri kullanatak ikiti vektori Agrobacterium icerisine
aktanir. Sonucta, ikili vektdr RK2 bolgesi sayesinde Agrobacterinm igedsinde Ti
plazmidinden bafimsiz olarak replike olur. LB, RB: sol ve sag sinular; MCS: goklu
kionlamna bélgesi; SBMG: seqich bitk: igaret gent; RES: bakten hilcresinde vekidriin secimi
icin gerekli olan antibiyotie dayaniklfs kodlayan isaret geni; OdT: vektdtlerin
konjugasyonia transferi icin gesekli olan transfer orijini ve fom bélgesi. RK2: pREK2
plazmidine ait, hem E. wf hem de Agrobacterium igerisinde plazmid replikasyonunu
saglayan replikasyon orijini (Armitage ve ark., 1988 ile Walkerpeach ve Velten, 1994°den
degistirilerek).
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EcoRI Kpnl Smal BamHi Xbal Salt Hindiil
Goklu kiontama bélgesi (MCS)

Sekil 15.10. pBin 19 ikili vektérii (Bevan, 1984). LB, RB: sol ve sag smular; lac: lac
operonunun  C-komplementer bélgesi Pnos: nopalin sentezi gen promotoru; apill
neomisin fosfotransferaz-II geninin kodlama béigesi; NoA: nopalin sentezt geanine ait
poliadenilasyon (terminatés) bolgest. Ayrica, pBin 19 plazmidi bittiin ikili plazmidierde
bulunmas: gereken transfer ve RK2 replikasyon odjinlerini de tagimaktadsr. Lac bélgesi
lgerisinde bulunan MCS bélgesine istenilen genler klonlanarak, mavi-bevaz seleksiyonu
sonucunda klonlamanin yapddigs veltérler kolayidda belirlenebilmektedis (Armitage ze
ark., 1988°den degistirilerek).

15.5.3. Bitkilere gen aktartm

A. tumefaciens transgenik bitkilerin dretiminde kullanlan en yaygin arac olma
ozelligin halen korumaktadir. Bu bakteri aracilifityla her cesit bitki hiicresine gen
aktarmak miimkin iken, gen aktarflan hiicre orant son derece diigiiktiir. Bu
nedenle, ¢ok sayida gen aktarimt yapilmayan hiicre igerisinden gen aktarimi yapilan
hiicrelerin belizlenerek secilmesi gerekmektedir. Gen aktatwminm bagarisint en
fazla etkileyen faktdr ise gen aktarimi yapilan hitcrelerin rejenerasyon kabiliyetidir.
Rejenerasyon kabiliyett (totipotensi} olmayan hiicrelere yapilan gen aktarimt highir
anlam ifade etmemekte ve mutlaka gen aktatiminin yapiidir hiicrelerden yeni
bitkilerin elde edilmesi gerekmektedir. Ancak, bitki dokularindaki hitcrelerin son
derece az bir bolimi hem gen aktanmi hem de rejenerasyon yetenefine
sahiptirler. Bundan delayi, tarimsal 6neme sahip olan genletd bitkilere aktarabilmek
icin, bitki doku ve hitcrelerinden etkili rejenerasyon yéntemlerinin gelistirilmesi
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buyiik Gnem tapmaktade (Ozcan ve Ozgen, 1996). Agrwbacterinn aracihivla
yilksek oranda bir gen aktanmu igin gerekdi olan kogullan su sekilde swalamal
mimkiindir (Birch, 19973

1. Gen aktarm igin uygun gelisme safhasindakr eksplant devamli olarak
saglanmalidir.

1o

Tir wensindeki farkls ¢esttlerde bagsardh olmalidir. Geligtivilen gen akranm
reknify, kiltind yapilan wiksek verimli gegitlerde baganls olmadikga hig bir
dnem yoldur.

3. Cok sayida bireysel wansgenik bitks elde edebimek in vontem etlals,
ekonomik ve tekradlanabitr olmaldir,

4, Gen aktarims yapilan hicrelerden transgenik bitkilerin elde edilebilmesi gin
etkili b seleksivon sistemu gelistirtlmelidir.

I

Maliyet ve somaklonal varyasyonu en distk seviyede tutmak igin, doku
liilririinde gecen stire mimkin oldufu kadar kasabulmalidsr.

6. Gerele rohumta, gerekse vepatatf cofgalumagin stabil ve tniform transgendk
bitkiler elde edilmelidir.

7. Sadece wstenilen Gzelliklers kodlayan genler bitkitere akrarlnwli, istenmeyen
DNA dizilerinin gegisi engellenmelidir.

8. Fazla kopya saypismdan kaynaklanan, aktamlan genin maktivasyonunu ve
entegrasyon bélgelerinde olugabilecek gen zararlarim engellemel icin, genler
dugtik kopya sayisinda aktarlmatdir.

9. Akrardan genler istenilen fizvolojik devrede ve areu edilen seviyede aknvire
gosrermelidir.

Bitki genotipi, aseroswmngon gibi e genlerinn uyarict bilegikler, sekerler, pH,
swaklik, sk, hicre konsantrasyonu, meokulasyon ve ko-killtivasyon  siiress,
eksplant tipi, hormon uygulmasi ve yaralama gibi faktoder de Agmbacterinm e gen
aktanmnt Snemli Slgide etkilemektedir (Birch, 1997}, Agobacterinm ile gen
aktariminda cesitle bitki kisunlan (yaprak, gévde, hipokotil, embriyo, kidk ve icek
dokular), protoplastlar, hiicre suspansiyonlart ve kallus dokular eksplant olarak
kullandabilmektedw (Ozean ve Ozgen, 1990). Gen akrasmu igin, dnce bitkilere
akeaplmak istenen genlerin Konlandi@x vektodri tagivan Agmbacterinn sivt bakien
biyiimme ortamuda ©mek: nutrient broth, NB) baydrdlor. Hazirdanan birki
eksplantlant st bitki rejenerasyon ortamunda  seyreltilmis olan bu bakrert
kalridiyle belidi bir siire inokule edilir. Inokule edilen eksplantlar daha sonra, gen
aktarim isleminin gesgeklesmesi igin bitki bliylime diizenleyicileri iceren katt bitki
rejenerasyon  ortamuna aktardarak, 48-72 saar streyle ko-kiltiivasyona tabi
rutuurtar. Gen aktanm oracm artmalk gin baz bitke tlidert in sivi ko-
kitlrtivasvon ortum da kullandmakradie, Uranbey (19993, pararese gen aktanmimnda
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sivi ko-killtivasyon ortamunn daha etkili oldugunu bildirmistir. Ko-kiiltivasyon
suresinin sonunda, eksplantlar bakteri biyiimesini engelleyen bir antibiyotik
(6rnek: augmentin, karbenisilin veya sefotaksim) ve sadece gen aktarim yaptlan
hiicreletin  gelismesine izin veren segici bir bilesik iceren aynt rejenerasyon
ortamuna aktarthr. Segici bilesifin tipini kullanlan isaret geni belirlemektedir.
Ornegin, bitki hiicreletine #pl isaret geni aktarilmss ise kanamisin, /¢ geni
aktarildify durumlarda ise higromisin antibiyotigi kullanimaktadie. Bar geninin
aktanldsg duramlarda ise uygun bir herbisit (fosfinotrisin) kullanfmalicie, Segici
besin ortamina aktarilan eksplant tizerinde bulunan transgenik hiicrelerden birkag
hafta sonra ya dofrudan stirgiinler, somatik _embriyolar veya rejenerasyon -
yetenegine sahip kallus olusumu gdzlenir (Hinchee 22 ark., 1994). Geligen
surglinler, yine antibiyotlk  ve secici bilesik -iceren kéklendirme ortamina,
aktanlarak koklendirilir. Kéklendirme ortanuna secict bilesigin ilave edilmesiyle
gen aktarimi yapilamayan kacak siirgiinlerin kéklenmesi biiyitk oranda engellenmis
olur. Kéklenen slirginler son olarak sakstlara aktirilarak tohum elde edilir.

Aktarlan genlerin elde edilen bitkilerde kesin olarak bulunup  bulunmadig,,
Southern blot veya PCR gibi molekiller tekniklerle teyit edilebilmektedir. Yine,
transgenik bitkilerde T-DNA kopya saysst ve aktarilan genin ifade diszeyinin
belirlenmesi de, beklenen 6zellifin ortaya giunasirida biiyitk dnem tasumaktadir,

15.5.3.1. Agrobacterium®un biiyitilmesi ve muhafazasi

Stvi bakteri kiltiidlerinin ¢ogaltimasina agarh besin ortamnda biyttilmis olan
bireysel kolonilerden bagtaniabiliz. Tel bakteri kolonisi steril bir lup e aknarak 50
mllik steril Falcon tipii igerisine konan ve gerekli antibiyotikleri iceren st NB
(mutrient broth) bakteri biyiitme ortanuna konur. Daha sonea bakteri kititiirleri
calkalayicr inkibatérde, 160-200 devir/d ve 28 °C’de bir gece ya da istenilen
¢ofalum clde edilinceye kadar biyitilir. Bu bakterd kiltiri seyreltilerek bitki
eksplantlarinun inokulasyonunda  kullanilabilit. Yeniden bireysel koloniler elde
etmek icin ise gok az bir miktar bakteri kéltiri, gerekli antibiyotikleri iceren kats
NA (putrient agar) besin ortamu tizerine steril bir lup ile yayiir, Bu bakteri
kiltirlerini igeren petri kutulars ters cevrilerek Agrobacteriumun bliyimesi icin 28
*Cde iki gin inkitbe edili. Tki giin icerisinde kolonilerin olusumu gézlenir, Petri
kabt icerisinde btyiitillen bakteri killtirled ters cevrilerek 4 °C’de 6 hafta
canliliklaring koruyabilitler, Daha uzun stireli muhafaza islemi icin esit miktarda
bakteri killtiri ve %40 gliserol iceren NB, 2 mllik “cyrogenic” tiplerde
kangtildiktan sonra sivi nitrojende hizh bir gekilde dondurulup 80 °C’de
muhafaza edilebilmektedir. Bu gekitde, bakteri kiiltiirlerinin 10 vl canliliffing
muhafaza etmek mamkin olmaktadie. Ayrica, bu sekilde bakteri plazmidi de
glvence altina alinmus olur.
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15.5.3.2. A. tumefaciens aracilifiyla tiitiine gen aktarimi

Genel olarak Solanaceas familyasina ait tirlerin iz witro rejenerasyon kabiliyetieri
yitksek olup, Agrobacierium enfeksiyonlatina karst da oldukea hassastirlar, Ozellikle
titiin, gen aktarim galismalarinda model bitki olarak kullanlmakta (Girel, 2001) ve
deisik organizmalardan izole edilen genler 6ncelikle bu bitkide test edilmekredir.
il olarak titin yaprak disklerine Agrobacterinm timefaciens aracligiyla gen aktarimi
Flotsch ve ark. (1985 ve 1986) tarafindan gerceklestirilmis olup, daha sonra degisik
aragtiticilar tarafindan optimize edilmistir. Asagida Draper ve ark. (1988) ile Ozcan
ve ark (1993) tarafindan tarif edilen A swmsfaciens araciifiyla thtiin yaprak
disklerine gen aktarim yéntemi verilmistir (Sekil 15.11). A sumefaciens hatlary olarak
ise GV2260 (p35SGUS-INT) ve GV2260 (AoPR1GUS-INT) kullanilmistr,

GV2260 (p35S GUS-INT) hattt binari vektor sisteminden olugmaktadir. pGVZZ()O
vektérii (Debleare ve ark., 1985) sadece vir genlerini tagirken, pBinl9 (Bevan, 1934)
vektoriinden tiretilen p35S GUS-INT ise T-DNA bolgesine sahip olan ikili
vektordiie. p35S-GUS-INT vektoriinin T-DNA bélgesinde segici #p/dl (neomisin
fosfotransferaz) ve raportdr gus (-glukuronidaz) isaret genleri bulunmakeadir. npAl
geni NOS (napolin sentezi) promotor ve terménator dizileri tarafmdan kontrol
edilicken, g geni ise CaMV (karnibahar mozayik viriisi) 358 promotor ve
terminatér dizileri tarafindan kontrol edilmektedis. Agrobacterium icerisindeki gen
ifadesinin engellenmest icin de gus geninin kodlama balgesine bitkisel bir intron
verlestirilmigtir (Vancanneyt ve ark., 1990). Ayrica, bakteri kromozomlan iizerinde
sifampisin ve p35S-GUS-INT vektdrii iizerinde de kanamisin antibiyotiklerine
dayantkliig: kodlayan bakteriyel genler bulunmaktadir. GV2260 (AoPR1GUS-INT)
bakteri hattmin GV2260 (p35SGUS-INT)Ydan tek farki ise GUS geninin AoPR1
(Asparagns officinalis patojen-ilisgili gen) promotoru tarafindan kontrol edilmesidir.
Bu promotor sadece yaralanmis hicre ve kallus dokuda aktif iken, bitkinin diger
doku ve organlarinda inaktif haldedir (C)zcan, 1993, Ozcan ve ark. 1993; Firek ze
ark., 1993).

Titin yaprak disklerine gen transferi icin ilk olarak GV2260 (p355 GUS-INT} ve
GV2260 (AcPRIGUS-INT) A. fumefaciens hatlags biiyitilie. Bunun igin, 50 ml’lik
steril Faicon tiplesine 5-10 ml stv1t NB besin ortami konur ve bu ortama 100 mg/]
rifampisin ve 50 mg/1 kanamisin ilave ediliz. Daha sonra steril bir lup yardimiyla
petri kutularinda muhafaza edilen bakted killtirlerinden bir miktar alinarak bu
ortama agtlanir ve 160-200 devir/d ve 28 °C’de bir gece ya da istenilen gogalum
elde edilinceye kadar biiyitilir. Astlama igin, -80 °C’de muhafaza edilen veya daha
Sace biiylitilmis olan bakteri kiltirleri de kullanilabilmektedir.

Yaprak disklerinin kaynag: olarak sera veya i witro sartlarda bityiitiilen yaklastk 4-6
haftalik fidelerden elde edilen yapraklar kullanilmaktadir. Sera sartlarmda biyitiilen
bitkilerden elde edilen yapraklar %020°lik camagir suyunda 15 dakika siireyle ylizey
sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra, steril su ile 3 defa durulanir. In vitro'da
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Yaprak disklerinin G,5-2 saat
Agrobacterium e ingkilasyonu

Yapraktan alinan
diskler

Seciei besin orfaminda Y., :
10-12 gln sonra

kailus olugumu /

Segici besin

Koklenen siirginierin -

ortarminda saksiya akiarimas e
siirglinierin Transgenik
koklendiriimesi bitki

Sekil 18.11. Agrobacterinm tumefaciens avacthfnyla tirin yaprak diskledne gen aktanmi ve
transgenik bitkilerin eide edilmesi (Alberts 2 ark., 1994’den degistirilerek).

yetigtirilen  bitkilerden izole edilen yapraklar icin bu isleme gerek yoktur.
Sterilizasyondan sonra yapraklar steril sartlar altnda, steril bistiri ve pens
kullandarak 0.5 cm ¢apinda disklere aynlilar (Sekil 15.11). Kesilen bu yaprak
diskleri 1/50 oramnda (1x10% hiicre/ml) seyreltilmis bakteri kiiltiirli iceren s
MSD4x2 (0.1 mg/1 NAA, 1 mg/1 BAP ve 30 g/1 sakkaroz iceren MS besin ortami)
ortaminda 30 dakika siireyle inokiile edilir. Inokiilasyondan sonra yaprak diskleri
katt MSD4x2 besin ortamina aktarlarak 2 giin siiteyle 25 °C'de ko-kiilrivasyona
tabi tutulurlar. Bu siirenin sonunda eksplantlar 50 mg/1 kanamisin ve 400 mg/1
augmentin iceren segici MSD4x2 ortamina aktarilir ($ekil 15.11). Inokiiasyondan
yaklastk 10-12 glin sonra yaprak diskleri etrafinda kanamisine dayanikli kallus
gelisirken (Sekil 15.12a; Sekil 15.13a), 3 hafta sonra da bu kalluslar tizerinde
kanamisine dayanikls stirglinler olusur (Sekil 15.12b, ¢ ve d; Sekil 15.13b ve c).
surglinfer 1-2 cm bityiiklige erisince kesilerek 50 mg/l kanamisin ve 500 mg/1
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augmentin iceren kat koklendirme ortamina (30 g/l sakkaroz iceren MS besin
ortami) aktarihe (Seldl 15.11). Koklenen sirginler (Sekil 15.13d) son olarak
sakstlara aktardarak dis sartlara abgurlirlar (Sekil 15.13¢). Bu sekilde, tek bir yaprak
diskinden cok sayida transgenik titin bitkisi elde etmek muimkindir. Saksitarda
gelisen bitkilerin transgenik olup olmadiklart GUS, PCR ve Southern blot ($ekil
15.13f) gibi analizletle teyit edilir. Gerekirse tohumlarinda mendel agtlumi gozlenir.

Sekil 15.12. A twmefaciors e inckilasyondan sonra thdiin yaprak diskler Gzerinde
kanamisine dayamukl kallus ve siirgiin gelisiminin GUS analizi ile belitlenmesi. GV2260
(pAOPR1-GUS-INT) bakteri batts ile inokulasyondan 12 (A), 22 (B) ve 25 (C) giin sonta
vaprak diskleri tizerinde gelisen kanamisine dayanikl kallus ve siirgiinlerde GUS geninin
ifadesi. (D) GV2250 {p355-GUS-INT) bakteri hattt ile inckulasyondan 25 giin sonra yaprak
diskleri iizerinde gelisen kanamisine dayantkh kallus ve siirgiinierde GUS geninin ifadesi.
Bar = 5 mm. (Ozcan, 1993’den alinmugtr).

15.5.3.3. A. tumefaciens araciligryla liipen bitkisine gen aktarimi

Apikal meristerne dayal bu gen aktanim sistemi defisik doku, orzgan ve
protoplastlardan (Babaoglu ve Ozcan, 2001) organogenesis (Giirel ve Tirker,
2001) veya somatik embriyogenesis (Ozcan v ark, 2001} yoluyla bir adventf
siirgiin rejenerasyonu metodunun gelistirilemedifi, ancak organize meristemlerden
cogaltlabilen bitki titleri icin uygun bir yontemdir. Lipenler, nohut, fasulye ve
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Sekil 15.13. A. tumefaciens ile inokulasyondan 14 (A), 26 (B) ve 28 (C) giin sonra tittiin
yaprak diskleri izerinde kanamisine dayaniklt kallus ve siirgiin gelisimi. (D) Kanamisine
dayantkh siirg@nlerin secici kéklendirme ottatnmnda kéklendirilmesi {Ozcan, 1993'den
abinmugur). (B} Kanamisine dayanikly s@iegiinlerden geligen transgenik bitki adaylarmun iklim
dolabida dis sartlara abstidmas: (Mirici, 2000°den alinmustis). (F) Southern blot analizi ile
transgenik bitkilerin teyit edilmesi. Transgenik bitki adaylannin genomik DNA’lart BamH]
enzimiyle kesildikeen sonra, BanHI ile kesilen 1 kb'ltk #pAT geni prob olarak kullandmestir.
1. kulvarda, gen aktarumu yapdmars; 2-14. kulvararda gen aktariminm yapddsfs transgenik
bitki adaylarina ait genomik DNA’lar gérilmekiedit. Gorildigi gibi bitiia transgenik
adaylart 1 kb vzunfugundaki zp4¥ genini tastmaktadilar (Ozean v ark., 1993 ten alinmustis).
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mercimek gibi yemeklik tane baklagiller Agwbactenium’a hassas olmelarna karsin,
meristematik dolkular disinda kalan somatik dokularcdan uygun ve tekrarlanabilic bir
adventif siirglin rejenerasyonu metodunun geligtirilmesi gogu durumda zor olmakta
(Babaogtu, 1997) ve gen transferi icin bu tiir apikal meristernlerin kullanimi zorunlu
olabilmektedir (Babaoglu sz ark., 2000b). Organize meristern igeren dokulardaks
meristematik hiicreler hizlt biyir, bélnur ve defisime {morfogenesise) hazirdurlar,
Bu yéntemde, dnce .Agrobacterinm aracilifiyla gen ya da genler meristematik
hiicrelere aktarilir, daha sonra seleksiyon ortaminda bu hiicrelerden slirglin ve
sonugta transgenik bitkiler elde edilir (Sekil 15.14) (Babaoglu, 1996; Babaoglu ve
arf., 20002).

Gen aktarimnt icin, lipen tohumlart iz sifro'da MSO besin ortarunda gimlendirilerek
5-7 ginlitk fideler ¢lde edilir (kullandan biitin besin ortamalacnin igergi Tablo
15.5de verilmistir). Bu asamada, olguniagmanus yaprak uglant kotiledonlarm
iizerinde hentiz gorilebilir durumdadr. Once, fideler kotiledon bogumlarinmn
alundan 3-4 mm hipokotl kismint icerecek gekilde kesili. Daha sonra da
kotiledonlar ve yeni gelisen yaprakeildar agadiya basurdarak vzaklastrilir ve apikal
meristem binokiler mikroskop altinda aciga algetilir, Apikal menstem uglars (0.2~
04 mm) kesilip, u¢ lkustmlart yukart gelecek gekilde siirgiin rejenerasyon (5R)
ortamina yverlestirilerek 22 »C’de ve 1800 liks 151k siddetinde bir giin streyle killtire
alnr. Bir glin sonra cksplantlar, bir gece boyunca biyitilen ve seyreltilen
(ODeuw=1.0-1.2) A fwmefaciens 1065 (pVDHOS) hatt ile 10-12 dakika streyle
inokulasyona tabi tutalur, al vektdr pVIDHGS, T-DNA bolgesinde #pill ve gus
isaret genlerini tagumaktadir (Sekil 15.14i). Inokulasyondan sonra, filtre kafdh
tzerinde eksplantlarin sslakiifn giderilir ve 48-72 saat boyunca SR ortamda ko-
kitltiivasyona  birakultr.  Ko-kiiltiivasyondan  sonra da  eksplandaz, 300 mg/l
sefotaksim ve 15 mg/1 kanamisin iceren SR ortamuna aktarilar,

Tablo 15.5. Lipen bitkisine gen aktanimda kullandan doku kiilriird ortamlars (Babaogly,
1496; Babaoglu ve ark., 20004)

Ortam - fgerigi

MSO MS makro, mikro tuzlan ve vitaminler, 30 g/l sakkaroz, 8 g/l agar, pH 5.6

SR MS makro ve mikro tuzlars, B3 vitaminleri, 20 g/1 sakkaroz, 0.7 uM NAA,
6.2 pM BAP, 4.44 1M CPPU, 2 g/l Sea-Kem agaroz, pH 5.6

SC MS makro ve mikro tuzlan, 20 g/l sakkaroz, 0.4 mg/1 thiamin, 100 mg/1
myo-nositel, 0.49 pM IBA, 4.44 pM BAP, 2 g/1 Sea-Kem agaroz, pH 5.6

SA MS makro ve mikro tuzlan, 20 g/l saklkaroz, 0.4 mg/l thiamin, 100 mg/]
myo-inositol, 0.98 uM IBA, 1.33 udM BAP, 2 g/1 Sea-Kem agaroz, pH 3.6

KO Y oraninda B5 makro-mikro tuzlan ve vitaminler, 20 g/1 sakkaroz 4 g/}

Sea-Kem agaroz, 537 pM NAA, pH 5.6
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Gen aktarimina baslamadan dnce yapilan testlerde, 10 mp/l ve daha yiksck
konsantrasyonlarda kanamisin igeren ortamda apikal eksplantlarm  canldigin
yitiedigi gorilmiistir, Daha etkili seleksiyon yapmak ve kagak stirgiin gelisimini
engellemek amaciyla secici ortama 15 mg/1 kanamisin ilave edilmistir.

Seleksiyon baskisindan kurtulup uzayan siirgiin kiimeleri daha sonra 20 mg/!
kanamisin ve 250 mg/] sefotaksim iceren siirgiin gogaltma (SC) ortamina alinirlar
(Sekil 15.14). SC ortarnunda, her alt kiltirde sefotaksim konsantrasyonu azaltiirken
(200, 150, 100, 50 ve 0 mg/1), kanamisin orant artinlr (15, 20, 30 ve 40 mg/). SC
ortammda uzayan sirgiinler, 40 mg/] kanamisin ve 200 mg/l sefotaksim iceren
strglin aligirma (SA) ortamina, oradan da 40 mg/l kanamisin ve 150 mg/l
sefotaksim iceren  koklendirme (KO)  ortapuna  alnirlar (pekil  13.14g).
Koklendirllen bitkiler, esit oranda petlit ve kompost kangtmu iceren saksddba
aktarlarak dis sartlara abguedir (Sekil 15.14h).

Kanamisin iceren besin ortamunda canllign ‘devami ve sdrglin olusumu #pAl
geninin bitki hicrelerinin kromozomlarma entegre oldufunu ve kendisini ifade
ettigini gostermektedie. #pAl protein aktivitesi kantitatif olarak ta belirlenebilir ve
ng #p/Al protein/mg toplam protein olarak ifade edilir. p-glukuronidaz (GUS)
aktivitesi ise histokimyasal (X-gluc soliisyonunda GUS testi, Jefferson ve ark., 1987)
veya florometrik olarak (Gartland ve ark, 1995) tespit edilebilmektedir. X- gluc
solisyonuna verillen tepki ile dokulazin mavi renk almas: da gws geninin basartyla
bitki genomuna entegre olarak, iglevsel hale geldigini kanttlamakiadie. Kantitatif
sonug veren florometrik yontemde GUS aktivites: pmol 4-MU/saat/ug protein
olarak ifade edilir (Babaoglu ze ark., 2000a).

Bu analizlerin sonuglant ilgili genlerin bitki genomuna entegre oldugunun bir
belirtisi olmakla  birlikte, dretilen Ditkilerin %100  trangenik  olduklarim
gostermeyebilir. Bu nedenle, bu durumdaki bitki veya dokulara transgenik adayi
(putative) denir. Gen entegrasyonunun molekiler diizeyde teyit edilmesi Southern
blot veya PCR teknikleriyle teyit edilebilir. Southern blot yénteminde; bitki
genomik DNA’st izole edilerek restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra jel
elektroforezde  kogturulur, Kogturulan genomik DNA  daha sonra “blot”
yontemiyle membran filtreye transfer edilerek, radyoaktif-etiketlenmis gus veya npdl
problartyla hibridize edilir. Hibridizasyondan sonta membran filtre X-ray filmine
ekspoz ediferek, genomik DNAnin aktarilan geni tastyip tasimadigt gézlenir. PCR
teknifinde ise; Snce aktardan genlere yonelik cift tarafls baslangis primerlesi dizayn
edilir. Daha sonra, izole edilen bitki genomik DNA’s: ile primerler Taq DNA
polimeraz enziminin bulundugu solusyonda PCR reaksiyonuna tabi tutulur.
Reaksiyondan sonra DNA solusyonu jel elektroforezde kosturulatak UV ik
alunda amplifive edilen DNA bantlarina gére gen aktarumi teyit edilir.
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Sekil 15.14. Agrobacterium tumefasiens LBA4404e dayals 1065 hatu dle Lapinus mutabilis
bitkisine gen skiarimy {a) inokule edilmis apikal cksplantlardan stirglin rejenerasyonu (28
gitn sonra) (bar=0.5 cm), {(b) mokille edilmis apikal meristem eksplantlanada GUS geninin
ifadesi (gbvdenin etrafi oklatla gésterilmigtir) (bar = 0.25 cm), (¢) inokuic edien bir
eksplantin GUS analizi songast enine kesiti (e = epidermal hiicre, enfekte olan hiicreler
mavi renklidit) {(bar = 100um), (d} kanamisin seleksiyonuna dayanikl transgenik aday:
siirgiinler (bar = 2 cm), (e) kanamisine dayamikli bir siirgiin yapragmm GUS analizi soaras:
gbrlintlsii (bar = .25 cm), (f) kanamisine dayantkl bir sirglin gdvdesinin GUS analizi
sonrast enine kesiti (bar = 0,13 ¢m), (g) kanamisin iceren koklendirme ortamda koklenen ve
gelisen transgenik bitki adayt (bar = 2 cm), (h) saksida ve sera sartlannda gelisen transgenik
bitki (Southern blot ve PCR tekniklerivie teyit edilmistir), (i) pVIDEGS vektorintin T-
DNA’st araciligsyla bitkiye aktarlan #pAl ve gws genlerinin pozisyonu (Babaoglu we ark.,
20002°dan degistirihmistir).
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15.5.3.3. A. tumefaciens aracihiftyla misira gen aktarima

Uk &nceleri A, tumefuciens ile bugdaygillere yapdan gen transferi bagarstzlikla
sonuglanken, son yidlarda geligtirilen stiper-virilent ikili vektdrler sayesinde bu
bitkilere de kolayhilda gen aktasimi yapidabilmektedie. Asagida, Ishida ve arnk. (1996)
tarafindan  gelistirilen A, fwmefaciens aracith@iyla musira gen aktanm  yoéntemt
bugdaygillere érnek olarak venlmigtir.

Bu galsmada LBA4404 (pSB131) ve LBA4404 (pTOIK233) bakteri hatan
kullandras olup; pSB131 ikili vekeéri T-DNA boélgesinde bar ve gus genlerini
tasirken, pTOKZ233 T-DNA  Dbolgesinde Ap,  mpAl  ve gur genlerini
bulundurmaktadir. Bu bakteri hatlart 3 giin uygun antibiyotikleri iceren katt YP (5
mg/] maya eksrakt, 10 g/l pepton, 5 g/l NaCl, 15 g/1 agar ve pH 6.8) ortaminde
buyttilditkten sonra, platin bir lup ile bakteriler toplanarak 1x109 hiicre/ml
yogunlukta 1.5-inf veya NG-inf ortaminda siispansiyon haline getirtlir (kullandan
bitlin besin ortmalatioun igerifl Tablo 15.6°da verilmistir). T'ozlanmadan yaklagik 9-
14 glin sonra yizey sterilizasyenuna tabi tuwulan nusyy tohumiasmndan izole edilen,
1.0-1.2 mm biyikligindeki olgunlagmamis embrivolar, LS-inf veya Né-inf
ortaminda yikandiktan sonra hazirlanan bakteri stspansiyonu icerisine konur.
Stspansiyon 30 saniye vorteks-karigtirict ile karsstinilarak 5 dakika beklenir. Daha
sonra olgunlagmamis embriyolar, embriyo ekseni ‘ortama temas edecek sekilde LS-
AS veya NG6-AS ortamlazinda kiltiire alinarak, 25 °C’de 3 glin stireyle karanlikta ko-
kiltiivasyona birakide. Ko-killtivasyondan sonra embriyolar 5 mg/l fosfinotrisin
(PPT) (pSB131 igin) veya 10 mg/] higromisin (pT'OK233 icin) igeren L.SID1.5 veya
N6D1.5 ortamlarina aktaridir. Karankkta, 25 °C’de 2 hafta inkiibe edilen eksplantlar
daha sonra 10 mg/l1 PPT veya 30 mg/l higromisin iceren LSID1.5 veya NGID1.5
ortamlarinda, yine karanlikta ve 25 °C’de 3 hafta stireyle altkiiltiire alinir. Bu siire
igerisinde olgunlagmamis embriyolar tizerinde gelisen ve tip 11 ézelligi gosteren
kalluslar bistiiei ile kesilerek aynt ortam ve kogullarda 3 hafta daba bellesdlir.
Cogalan kalluslar tekrar kesilerek, bu defa 5 mg/l PPT veya 30 mg/] higromisin
iceren L.SZ ortamamma akearilarak, 25 °C’de devamls ssik altinda inkiibe edilir. A
tamefaciens’in - gelismesini engellemek icin  biitin  rejenerasyon ve seleksiyon
orsamlarina 250 mg/1 sefotaksim ilave edilit. Rejenere olan bitkiler son olarak %
LSF ortamuna aktarslarak, ayn kosullarda 2 hafta siireyle kiiltire alindiktan sonra
saksilara dikilerek serada biyiinilizler,

Ishida we ark {1996) gelistirdikleri bu yontemle elde etdkleri 120 bafumsiz
transgentk muswr bitkisinde detaylt arastirmalar yapruglardir. Bu bitkilerin %70%inin
tamamen fertil oldugunu, yaklastk %70%inin tek T-DNA tagtdigin ve iicten daha
fazla sayida T-DNA kopya sayisina sahip bitkive rastanmadigint bildirmiglerdir.
Ayrica; ernbriyo gelisim safhast, A fumefaciens’in yogunlugu, kullanilan rejenerasyon
ottaminun igeridi, isaret geni, vektdr tpi ve musir genotipi gibi etmenletin gen
aktartm oranint 6nembi dlgiide etkiledigini de belirtmislerdir.
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Tablo 15.6. Misira gen aktanimda kullanilan doku kiltlirli ortamiar
(Ishida ve ark. 1996°dan alinnustir).

Ortam  Igerigi

LS-inf LS mzkro ve mikro tuzlarn, 0.5 mg/l nikotinik asit, 0.5 mg/i
prideksin HCL, 1.0 mg/1 thiamin HCI, 100 mg/l myo-inositol, 1.0
g/l kasamino asit, 1.5 mg/1 2,4-D, 68.5 g/1 sakkaroz, 36 g/1 glikoz,
pH 5.2

L.S-AS LS makro ve mikeo wmzlar, 0.5 mg/l nikotink asit, 6.5 mg/l
pridoksin HCI, 1.0 mg/1 thiamin FICL, 100 mg/1 myo-inositel, 700
mg/1 L-prolin, 1.5 mg/1 2,4-D, 20 g/l sakkaroz, 10 g/l glikoz, 500
mg/1 MES, 100 uM asetosringon, 8 g/1 agar, pH 5.8

1.5ID1.5 Glikoz ve asetostingon igermeyen LS-AS ortarmu + 250 mg/l
sefotaksim, pH 5.8

157 2,410 ieermeyen LSD1.5 ortarmy + 5.0 mg/] zeatin, pH 5.8

Va2 LSE V2 oraminda LS makro tuzlamnt iceren, ancak 24-D 1cerme§en
LSD1.5 ortarm + 5.0 mg/| zeatin, pH 5.8

N6-inf N6 makro-mikro tuzlatt ve vltammlcm, 1.0 g/1 kasamino asit, 1.5
mg/12,4-D, 68.5 ¢/l sakkaroz, 36 g/ glikoz, pH 5.2

ING-AS N6 makro-mikro tuzlags ve vitaminleri, 700 mg/! L-prolin, 1.5
mg/1 2,4-D, 20 g/l sakkaroz, 10 g/l glikoz, 500 mg/I MES, 100
M asetostingon, 8 g/l agar, pH 5.8

N&D1.5 Glikoz ve asctosringon igermeyen NG-AS ortami + 250 mg/l
sefotaksim, pH 5.8

Sonug .

19807k villarda Agrobacterinn’an thmdr olugturma mekanizmast anlasildiktan sonra
bitki genetik miihendisliginde ¢ok énemli gelismeler kaydedilmigtir. {lk olarak,
isaret genlert Agvbacteriumun T-DNA bolgesine klonlanarak bitki hicrelerine
akrardmistir. Ithq sonra tarunsal Gneme sahip ¢ok sayida gen Agrobacterinm
aracilifryla bitki hiicrelerine bagarth bir sekilde aktardmigur. Baglangicta, teL cenekli
bitkilere Agrbactenium ile gen aktarirni mumkiin olmazken, son yillarda geligtirilen
siper-virdlent thili vektdrler araciligiyla bu bitkilere de gen aktarimi kolaylikla
yaptlabilmektedir. Gunimizde, Agobacerium aracthryla hemen hemen tim kiltiir
tirlerine gen aktarumi yapiabilmektedir. Dogrudan gen aktarim  teknikleriyle
karsilasuriddiginde, Agrobacterun lle gen aktaryru daba kolay, ekonomik ve givenilir
olmaktadir. 1980k yillarda bitkilerin  genetk mthendisi olarak  adlandilan
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Agrobasterium’un bu islevine 200071 yillarda da devam edecegi kesin gozukmektedn
Oniimiizdeki yillarda ~Agrobacterium ile gen aktarunimn zor oldugu tiidere dahi rutin
olarak gen aktarminia yapilabileced: agiktir,
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16.1. Girig

Bitkilere gen aktatir caligmalart ylzyillardan beri bitki islahs adi altinda
yapmaktadir  (Mueray, 1993). Bitki 1slabi  cofunlukla  kolay belirlenebilir
ozelliklerden yararlanilarak @stin niteliklerin ayni bitkide toplanmasini saglayacak
bigimdeki melezlemeler, bunu takibende doéller boyunca lstiin nitelikli tipletin
se¢imi ve istenmeyen tplerin atimast seklinde yapilir. Giintimizde Kasik 1slah,
Gstiin tiplerin elde edilmesi amaciyla halen etkin bicimde kullantimakla birlikte; 8071
yllardan itibaren gelistirilen genetik mithendislifi yéntemleri, bazt uygulamalar igin
klasik 1slah c¢alismalarina yardimel, bazdare icin ise alternatif bir yontem olarak
ortaya ¢tkmugtir.

Klasik yontemletle genetik cesitliligin genisletilmesi icin ¢ok sayida ve uygun
bzellikler tagtyan genitdr bitki populasyonlarina  ihtiyag vardir. Populasyon
boyutlarindaki artis ise yer, zaman ve finansman artsim da  beraberinde
getirmektedir. Buna kargin, doku kiltiird tekniklerinin uygulanmassyla laboratuvar
kosullarnda genetik miidahalelerin killtize alinan bitki ksstmlarina uygulanmast
miimkindiir (Fraley ve Schell, 1992). Bitkilerin kok, gévde, yaprak, tireme organlari
ve hiicreleri gibi degisik kistmlart 77 vitro kosullarda besin maddeleri, hormonlar ve
vitaminler gibi kimyasal, sk, sicaklk ve nem gibi fiziksel gereksinimleri
saflandiginda  kiltlize almabilmektedis (Vasil, 1988 ). Doku kiltiiri olarak
tanumlanan  bu yoéntemler kullaniarak, kildire alman bitki hiicreleri ya da

Ozcan $, Girel E, Babaoglu M (2001) Bitki Biyoteknolojisi 1 -
Genetik Mithendisligi ve Uygulamalar, Selguk Universizesi Basimevi
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dokularina gen aktarimi yapilabilmekte, daha sonra da ézellikle uygun besin ortami
ve hormonlasin varl@inda gen akrarlmug bitki kisgnlart olgan bitki haline gedrilerek
(rejenerasyon), aktazlan genin Ozellifini tagiyan  transgenik  bitkiler elde
edilebilmektedir. Laboratuvar kosullarinda gen aktatim yontemleri kollandaral
klasik 1slah yontemlerine gore ¢ok daha kiclik mekanlarda, mevsimsel ve seksiiel
kisitlamalata bagmmli olmaksszin, kisa siirelerde, istenilen bitkiye istenilen genetik

dzellik kazandirlabilmektedis.

Bitkilere gen aktarimi cabismalar, 1982-1983 yillarinda baslamig ve 1983°de
transgenik bitkilerde aktarilan genin ifadesinin basarilmast {Lamb ve Beachy, 1989);
genlerin - yapt  ve fonksiyonlaninm  analizi, dizenleme mekanizmalatmnin
aydinlatitmast gibi temel biyolojik konularin arasurimasinda yeni ve glicli bir
yontem olarak yerini almugtir. Gen aktarim sistemleri kullantlarak bitki geliJsim.in}n
kontroli ile ilgili siitecler aragtirlabilmektedir. Hareketli genetik elementler
(transpozonlar) ve T-DNA, insersiyonel (yerlesme) mutagen olarak fonksiyon
gosterdiginde bitki genlerinin kodlayict ve regillatér dizilerinin tanmmlanmast ve
izolasyonunda  kullamlmaktade (Koncz sz ark, 1989; Sabin we ark, 1997).
Transgenik bitkiler; metabolik yoliarmn tanmlanmast, genin calismasint kontrol
eden i ve frans etkili elementlerin belirlenmesi (Lam, 1995) ve cesitli cevresel siress
kogullarina verilen tepki mekanizmalariom anfaglmast agsindan Seemli araclar
haline gelmigtir. ‘

Bu temel uygulamalara ilave olarak, gen aktarimi ile bitkilere cesitli gevresel
baskilara (kuraklik, don, yiksek asidite ve tazluluk vb.), bakteriyel, viral ve fungal
hastaliklatla, herbisitler ve pestisitter gibi cesithi kimyasal bilesiklere dayanikilik
ozelligi kazandiidabilmektedir (Lindsey ve Jones, 1989). Aynca, bitkilere gen
aktarim calismalarmin difer hedeflert arasinda;

1) Tahdlarin besin kalitesinin artizilmast (depo proteinleri, karbonhidratlar ve
yag asitleri gibt endojen riinlerin  miktar ve kompozisyonlarnin
degistirimesi) ve gida disindaki sektorler igin hammadde olarak kullanian
nigasta, protein ve yag kalitesinin gelistirilmesi (Bilang ve Schrott, 1995),

2) Bitkilerin sekonder metabolider, antibiyotikler ve agtlar gibi ila¢ endiistusinde
kullanilan degerli maddeleti bol miktarda Gretmeleri (Flavell, 1995},

3) Toprak, su, 15k ve glbre gibl ucuz gereksinimleri nedeniyle
mikroorganizmalar veya hayvan hiicrelerine alternatif olarak yabanct kaynakl
genlerin aktanlmastyla, bitkilerde heterolog proteinierin Gretimi (Whitelam ve
ark., 1993) saytlabilir.

Yukatida belirtilen amaclar dogrultusunda giniimiizde hem tek cenekli hem de iki
genekli grubu ait bitki tiirlerine; bitki (Jensen ze ark., 1986; Lawton ve ark., 1987),
hayvan (Lindsey ve Jones, 1989), insan (Siimons we ark, 1990; Krebbers ve
Vanderkerckhove, 1990), maya (Sonnewald #e ark, 1993), bakteri (Pen we ark,
1993, Stalker ve ark., 1988) ve virls genlers (Powell e ark., 1986; Day 2 ark., 1991)
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ile laboratuvarda gelistirilmis sentetik genlerin (Owen e ark., 1992 A v ark.,
1997} aktarunt bagartyla yapilabilmektedir.

16.2. Gen Aktariminin Prensipleri

En genel anlamuyla bitkilere gen aktanimy; fonksiyonel olarak belidenmis dogal ya
da sentetik niikletk asit dizilerinin bitki hicrelesine genetik miihendisligi teknikleri
kullanslarak aktarilmasidir. Genetik transformasyon olarak tanunlanan bu siireg yabane
nikleik asit molekiliiniin  hiicreye girisi (insersiyon), genoma baglanmast
(entegrasyon), genin anlatninin yapdmast (ekspresyon, ifade) ve yaveu déllere
aktartmi agamalarindan olugur. Bazi somatik bitki hiicreleri, yabana DNA’un
kendi genomuna entegrasyonu igin yeteshlife sahip (competent) olup, aynt
zamanda farkli doku veya tam bir bitks gelisimi gOsterebilme 6zellifine (totipotensi)
sahiptirler. Bu sekilde gen aktarumu yapilmss olan bitki hiicrelerinden kimerik veya
transgenik bitkiler elde edilebilir. Transgenik bitk: eldesi icin yabanca DNA
parcasinin (gen ya da genlerin) bitki genomuna aktardmasint takiben genom iginde
stabil bir bicimde entegrasyonu ve entegre olan yeni genin kendisini ifade edip,
daha sonraki déllere de yeni ézelligin taginmass gﬁreld,idir.

16.2.1. Genetik transformasyonda kullanilan alict hiicreler

Bagarilt bir genetik transformasyon, aktarilacak geni kabul edip sonra bélinme ve
defiisme ile tam bir bitki haline gelebilecek hedef hiicrelere baglidir. Giintimizde,
doka kiltirl teknikler: kullandarak hedef hiicre yelpazesi oldukea genisletilmistir.
Transformasyon i¢in kullandacak hicreler; yaprak, gévde, hipokotil, kotiledonlar,
embriyolar, tireme hilcreleri ya da kallus, sispansiyon ve protoplast kiltirline ait
hitcreler olabilir,

16.2.1.1, Alict hiicrelerin fizyolojisi

Bicki hicrelerine gen aktarton caligmalaninda, calismanit amacina bagh olasak
genetik bilgiyi alacak hilcrelerin farklt diizeylerde yeterlilik péstermeleri gerekir.
Ornegin genlerin fonksiyonlant ve diizenlemeleri ile ilgili qalismalarda aktarlan
DNA veya RNA’nin hiicreye alinmasimi saflayacak diizeyde veterlilik ve gecici
(transient) ifade kafi olmaktadir. Oysa transgenik (gen aktarimu yapidous) doku
olusturmak icin, gen aktarunt yapilan hiicrelerde, aktarilan niikleik asit molekili
ister epizomal sekilde (genoma bafh olmayan) isterse genomik msert halinde
(genoma dahil} olsun mutlaka replikasyon gecirmelidir. Transgenik bir bitk: elde
etmek i¢in ise transgenik hiicreler farkidasma géstererek tam bir bitkiyi olusturacak
dzellikte, yani totipotent olmalidir.

Transformasyon ve rejenerasyon igcin bir bitki hicresinin veterlille gdstermesi,
bitkinin genotipine, fizyolojik durumuna ve gelisim evresine baghdir. Uygun
fizyolojik durum; segilen doku kiltiri yontemleri, potansivel olarak yeterli olan
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hiicrelesin kollanion, mekanik ya da enzimatik yaralama veya hormon uygularnasiyla
elde edilebilir. Bununla beraber, bitk: titlerinin rejenerasyon kabiliyed dneml bir
kisttlama  olusturabilmektedir. Ornegin, iki  cenekli bitkiler cok daha kelay
rejenerasyon gosterirken, tek c¢enckli bitkiler penellikle killtlirde daha zayif
rejenerasyon  cevabt verirler. Birgok iki cenekli bitki tirliniin  yapraklas
Agrobagterimm ile, ya da izole edilmis protoplastlart dogrdan gen aktarims
vontemlert ile transformasyon icin bagardt bir sekilde kullandmaktadir. Tek cenekli
bitkilerde ise olgunlagmamis embriyo ya da geng dokular en uwygun embriyogenik
hiicre kaynaklanidir. Bu hiicreler dncelikle kiltirde cofaltdarak huere kitlelerini
olusturmaktadir. Daha sonra da mikro-enjeksiyon veya partikiil bombardmant igin,
ya da kimyasal ve elektriksel yontemletle gen aktarimi yapmak Gzere protoplast

kaynagt olarak kollandmakracirlar.
V

16.2.1.2. Somoklonal varyasyon

Ideal olarak hiicre veya dokulardan rejencre olan tiim bitkilerin ebeveyn bitkinin
aynust (Gzdes) olmalars beklenir. Oysa, bitki rejenerasyon siiteci baghibagina
hiicrelerin genetik stabilitelerinin bozulmass ve genetik varyasyon olusumu igin bir
etkendir. IKiiltiire alinan hiicrelerde kendiliginden ortaya ¢tkan bu genetik cesitlilik
somoklonal varyasyon olarak isimlendirilic (Evans, 1989; Burin, 2001). Yer
defiisimi (translokasyon), cksilme (delesyon), verlesme (insersivon) veya nokta
mutasyon seklinde kendinliginden ortaya ¢ikan bu varyasyonlar yeni varyantlarin
olusturulmasinda faydali olabilmektedir (Evans, 1989). Genetik transformasyon
sisteminde ise yeni aktarilan 6zelligin diginda rejenere olan bitkinin tamamen gen
aktarlmamug bitkinin ayatst olmast istenir.

Kullandan dokunun tipi, besin ortamunin bilegimy, kitltlir stiresi gibi fakedtlerin
somaklonal varyosyonu etkiledigi bilinmektedir. Ayriea, gdvde veya kok meristemi
gibi dokulardan rejenere olan bitkilerde, sispansiyon kultirii ya da protoplastlardan
rejenere olan bitkilere gore daha az varyasyon gérilmektedir (Stafford, 1991). Bu
nedenle, somoklonal varyasyonu en aza indirmek icin kiltir ve rejenerasyon
kosullagt kontrol altinda olmalidis,

16.2.2. Aktarilan niikleik asit molekiillerinin 6zellikleri

Bitkilere aktardan niikleik asit molekilleri basit yapidadirlar (bkz. Bolim 12}
Genellikle aktanlacak DNA parcast, aktarilmak istenen gene ilave olarak;

1) Aktarilmak istenen genin bitki dokularinda ifade edilebilmesi icin RNA
polimerazlarin taniylp baglanabilecekleri duizenleyici diziler (promotorlar),

2) Sadece gen aktarum: yapilan hiicre ve dokularn secimi icin secici bir isaret
(markor) gen,
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3) Aktartlan genin bitkide tfade edilip ediimedifinin anlasimasina yardimer olmak
tzere yer alan raportdr genden olugur. ‘

Bitkiye aktarimak istenen genin bu gerekli dizileri igerecek hale getirilmesi igin
dncelikle én vitro rekombinasyon teknikleri kullandarak uygun dizenlemeler yapilir,

16.2.2.1. Promotorlar

Gen aktarimu galgmatannda kullandan promotorlar (bke. Béiam 13, 14); bitkd, virds
veya bakteri kékenli olabilirler. Promotorlarin baziarn konstitiitf (strekl: ve
bitkinin tiim organlarinda aktif) ifade saglarken, bazdars doku- veya organ-spesifik
ifadeve sahiptitler veya ifadeleri cevresel kogullar tarafindan baglatle. Tablo 16.1°de
bu tc tip promotora ait drnekler verilmistir.

Gen aktarum galigmelarmda promotor secimi, aktaplan genin istenilen ethkiyi
gosterebilmesi (konstititsf veya gecici ifade} ozelligine gdre vapihr. Seabil bir
transformasyon calismasinda seleksiyvon igin kullanilacak genlerin promotorlars
konstitiitif ve yiiksek ditzeyde ifade saglamalt ve béylece gen aktarilan materyalin
kolayca secimine izin vermelidir. Karnabahar flozayik virlisiine ait {CaMV) 355
RNA geninin promotory, bu amagla yaygin bir bicimde kullanitmakeadir (Jensen ve
ark., 1986; Harpster 2 ark, 1988). CaMV 358 promotoru konstitiitif olup, aym
virustin 195 promotorundan daha yiksek diézeyde ve transgenik bitkinin gesith
organlarinda aktif oldugundan 195 promotorundan daha genis bir kullanim alanina
sahiptir. Nopalin sentaz (Nos) ve alkol dehidrogenaz-1 {Adbh-7) genletinin
promotorlart da bitki hiicrelerinde aktardan genlerin konstauuf ifadest igin
kultarulir. Misir ubicuitin I ve ¢eltik aktin promotorlari tek cenekli bitkilerde yitksek
ifade saglarlar. Gegici gen ifadesi galigmalart icin ise, konstititif ifade saglamast
nedeniyle yine CaMV 355 promotoru kullandmaktadir. Hem stabil hem de gegict
ifade cahigmalar: i¢in yaygin bir bicimde kullandmasina ragmen, CaMV 35S8nin
gelistirdmesine yonelik galismalar devarn etmektedir. CaMV 35S promotorunun
bazt kssemlart duplike edilerek raportér genlerin ifadesi 100 kattan daha fazh
artirtlabilmiste (Kay 2 ark., 1987). Mac diye adlandirilan ve Agrobacierium tumefaciens
oktopin Ti plazmidinin T-DINA’sindan elde edilmis olan mannopin sentaz (Mas)
geninin promotoru de CaMV 35§ promotorunun artirsct (enhancer) bdlgesinin
birlestiriidigi hibrid promotorun ise GUS ifadesini, duplike promotora gore cok
daha fazla artrdigs saptanmustie (Comai 2z ark., 1990). Daha yiksek dizeyde gen
ifadesi elde etmek amacyla promotorlarda yapilan maniptlasyonlara bir difer
ornek  Adh-1 promotorudur. Msie alkel dehidrogenaz-1 geninde bulunan
mtronlazin bu promotora tavest ile GUS raportér geninin cok daha etkin bir ifadesi
elde edilmistir.

Bitkilere gen aktarumt gahsmalarinda kullanan bazi promotorlar ise organ- veya
doku-spesifik ifade saglarlar, Organ- veya doku-spesifik promotoriar, aktarilan
genlerin sadece bitkilerin tohum, yumru, meyve gibi yenen kisumlannda ifadelert
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istendifi durumlarda énemlidirler. Tohum depo protein genlerinin promotor
dizileri, depo proteinlerin organellerde depolanmasini saglayan amino asit sinyal
dizileri ile biraraya getirilerek, yabanci genin organ-spesifik ifadest saglanabilir. Bu
tip promototlarin érnekleri Tablo 16.1°de verilmigtir

Bazi durumlarda aktarilan genin gerekli oldugu zaman ifade edilmesi istenir. Bu
amag icin kullantan promototlara uyarlabilic promototlar denir. Ornegin, patoiene
karst dayaniklitk saglayan bir genin, bitki patojenle enfekte oldufu zaman ifade
edilmest gerekir. Aksi halde, patojene karst dayanikhltk saglayan boyle bir genin
konstititif olarak ifadesi bitikinin normal biipiime ve gelismesini engeleyebilir.
Uyartlabilen promototlar arasinda yaralanma, patojen enfeksiyonu, anaerobik
kogullar, bitki hormonlary, sstk ve 15t gibi difer fiziksel kogullar ile aktif hale gelen
promototlar sayilabilir (Willlams ve ark., 1992; Osean ve ark., 1993). Bunlardan 1+
soku promotorlari, ss1 artist ile uyardabilmektedic. GUS genine soya fasulyesinin st
soku protein geninin (Gmhsp 175E) m-RNA lider bélgesine ait bir dizi
eklendiginde bu promotor ile GUS ifadesi sicalkdik yiikselmesiyle normal GUS
kasetine (CaMV 355 -GUS}) gére birim zamanda 80 kat artmustr {Ainley ve Key,
1990).

Tablo 16.1. Bitkilere gen aktariminda yaygin olarak kullantlan promotorlar.

Konstitiitif Promotoriar Kaynak

Nos Nopalin sentaz

QOcs - Oktopin sentaz

Man Mannopin sentaz

CaMv 358, 198 Karnabzhar mozayik
viriisii

Doku Spesifik Promotorlar Ifade Oldugu Doku

-amilaz Aleuron

Glutenin Endosperm

Patatin Yumr

Faseolin Kotledon

Konglisin Kotiledon

Uyartilabilir Promotortlat Uyaridlma Kogulian

Rubisko’nun kictik 4t birdmd Isik
Klorofd a/b baglanma proteini sk

Alkol dehidrogenaz-1 Anaerobik kosul
Isi-soku proteini Is1 yiikselmesi
Patates inhibitér-2 Yaralanma
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16.2.2.2. Segici isaret (markdr) genleri

Bir gen aktanimi ¢alismasinda transformantlarn, yabana DNA’yt almamis doku
veya hucrelerden ayirt edilebilmesi igin, aktardan DNA parcasmnda secici isaret
(markér) genler: de bulunmabdir. Bitkilerle yapttan gen aktarimu galismalan icin
kullanilan cesitli segici isaret genleri Tablo 16.2de verilmigtir. Isarer genleri arasinda
en yaygm olarak kullanilant bakteriyal bir transpozon olan Tn5'den elde edilen #ptll
genidir. Bu gen, neomisin fosfotransferaz enzimini kodiamaktadit. Neornisin
fosfotransferaz, kanamusin (Km) ve genetisin (G-418) gibi antibiyotikleri
fosforilasyon ile inaktf hale getirerek bu antibiyotiklere kargi direncin gelismesini
saflamaktadir. Isaret genler, cok cesitli vektétlerde farklt promototlarn kontrolii
altinda ve gegith bitki tirlerinde ¢aligabilmekeedir. NpAI geni aktardoug titin
bitkilerinin 5-500 mg/1 kanamisin ve 10-200 mg/1 G-418 iceren besin ortamlarinda
canblddarmt  strdiirdiikleri gézlenmistie. Oysa ki, gen aktazmi yapilmamuis
dokularin 50 mg/1 kanamisinin veya 5 mg/l G-418 konsantrasyonlarinda bile
canbliklarint yitirsedikleri belirienmistir. Escherichia coffye ait bir gen olan higromisin
fosfotransferaz (5p)) bitki ve hayvansal gen transferi sistemlerinde kullantan uygun
bir segici igaret genidir. Km ve G-418, duyarli dokularda kloroza neden olurken,
higromisin yaprak rengini koyu kahveye doflstirmektedie. Transformantlarm
secimi igin kullantlan 25-50 mg/1 higromisin konsantrasyonunda kontrol grup her
zaman negatif cevap vermeyebilir. Higromisine dayansklilik genini kullanmanm bir
diger dezavantajt ise bu antibiyotife kars: tamamen dayanskliik kazantlamayisidir.
Bu dezavantajlart ortadan kalditmak amaciyla fpr geni kuvvetli promototlatla
bitlikte kullanilmaktadie, DNAda olugturdugu kirtklara baglanabilen bir glikopeptid
olan bleomisin, Tn5 kékenlidir ve segici igaret geni olarak titinde bagardt bir
bigimde kullandmugtir. Ayrica, gesitli herbisitlere karst dayantddiddk olugumundan
sorumlu olan genler (bar, aroA, alr ) de segici isaret geni olarak kullandmaktadir.
Bunlarn disinda bakteriyal ya da memeli sistemine ait dihidrofolat rediiktaz (dbfA
bazi vektdrlerde isaret geni olarak kullanlmakla beraber, #pAI ve hpt kadar yaygin
degildir {Herrera-Esterella ve Simpson, 1989). Secici isaret geni kullaniminda dikkat
edilmes: gereken nokta, bitkinin seleksiyon ajanina (antibiyotik gibi) endojen
duyarllifinun gen aktanmindan dnce deneyletle tespit edilmesidir. Gen aktarimi
yaptmamis hiicre ya da dokulanin dlmesine neden olan minimal dozunda dnceden
saptanmast gerekmelktedir.

16.2.2.3. Raportér genler

Bitkilere aktarlan belli genlerin  aktardmis olduklars dokularda ifade edilip
edilmedikleri ¢ogu zaman kolayca anlagtlamamaktadic. Pel cok &rnekte, aktarilan
genin  Grinii olan protein  belirli  kogullarda ve Dbelitli  hiicre  tiplerinde
sentezlenmekte ve bu genlerin iirinleri her zaman kolaylikla saptanabilecek bir
enzimatik aktivite veya difer fonksiyonel aktiviteler ile iliskili olmayabilmelktedir.
Bu nedenle, gen aktamunt igin kullantlan vektérlere trliiniinin kolaylikla ayirt
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edilebilecedi raportdr genlerin yerlestirilmesi gerekebilmektedis. Iyi bir raportér gen
su Ozellikleri tagumalidir (Herrera-Esterella ve Simpson, 1989):

1) Uriindi bir enzim olmals ve konakta endojen aktiviteye sahip olmarnals,

2) Gen ve gen lriinleri genetik ve biyokimyasal olarak iyi karakterize edilmis

olmal,

3)  Gen irtind farklt fizyolojik kosullarda (organ, doku, pH, 1sik vb.) stabil olmals,

4) Esazimatk aktivite kolaylikla saptanabiimeli ve dlciilebilmels,

5) Ifadesi gen aktarmi yapumis hiicrelerde kolaylikla gozlenebilen bir fenotipik

degisiklige (renk olusumu gibi) neden olmalidir.

Cesitli segici igaret ve raportdr genler Tablo 16.2°de verilmistir.

Tablo 16.2. Gen aktariminda kullandan segici isaret ve faportdr genleri.

{saret Geni Kodladig Enzim Kazandurdigr Dayanklilik

Antibiyotik

NpilI Neomisin fosfotransferaz Kanamisin
Neomisin
G418
Paramomisin

Hipt veya aph IV Higromisin fosfotransferaz Higromisin

Dfr (bakteriyel/ fare} Dihidrofolat reditktaz Metotreksat

Herbisit

Bar Fosfinotrisin asetil transferaz Fosfinotrisin

Are A 5-fencipirivilsikimat-3-fosfat sentaz  Glifosat

Modsfiye als penleri  Asetohidroksi asit sentaz

Klorosulfuron imidazelanonlar

Raportér Gen

Cal Kloramfenikol asetil transferaz
Gp Yesil floresan proteini

Gus B-glukuronidaz

Npe 1 Neomisin fosfotransferaz

L Lusiferaz

Bar Fosfinotrisin aseti] transferaz
B-gal B-galaktozidaz

Raportér olarak kuilantlan genler arasinda en yaygin olant E. wf’ ye ait gas geni

olup, B-glukuronidaz enzimini kodlamaktadir. Raportér olarak gus geninin siklikla
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kullandlmasinin nedeni bitkiler arasinda yaygin endojen aktiviteye sahip olmayist ve
gen ifadesi sonucu olugan irlinlerin spektrofotometrik, histokimyasal veya
florimetrik  metotiarla  (GUS  assay, Jefferson e  ark, 1987) kolayhkla
belirlenebilmesidir (bkz. Boliim 15). Bitkiler icin kullandan ik raportér gen olan
oktopin sentaz {oes) Agrobacterinm e enfeksiyon sonucn olusan kdkbogazt
timérlerinde tretilen ve bakteri tarafindan C ve N kaynag: olarak kullanilan bir
opin olan oktopine aittir. Ozt ve zes sentaz genleri sadece Agrobacterinm ile enfekte
olmus bitki hiicrelerinde ¢alisabildiinden raportér gen olarak gok uygun genlerdir.
Bu pgenletin ilriinii olan enzimler stabil olup, ucuz ve kolay bir bigimde
saptanabilitlet. Kloramfenikol asetil transferaz (caf) bitki hiicrelerinde bagarli bit
sekilde aktivite gdsteren ik baktert genidir. Caf geni bitkilerin diginda, raportdr gen
olarak prokaryotik canlilar ve memelilerde de kullandmaktader. [Kloramfentkol asetil
transferaz enzimi (CAT), kloramfenikolt spesifik olarak asetlleyerek, bu
antibiyotgi inaktf hale getirmektedir. Tanumlanan st genlerinden enzimatik
raportdr  olarak kullandant transpozon Tn%da, plazmid R6 ve pBR325°de
bulunmaktadir. Bu gen hayvansal sistemde, Saccharomyces cerevisiodde ve Bacillus
subtilisde gen ifadesi ¢caligmalart icin kullanilan bir gendir. Bitkisel sistemde de gen
ifadesinin regllasyonu aragtirmalarinda  yaygin, sekilde kullandmaktace, CAT
aktivitesi enzimatik yolla kolay ve hassas bir sekilde saptanabilmektedir. Car
raportdr geninin en 6nemli dezavantaji, bazt bitki tiirlerinin (domates ve bezelye
gibi) spesifik olmayan asetilaz aktivitesine sahip olmalartdir. Bitki asetllazi da
kloramfenikolii asetilleyebilmektedir. Ancak, bu spesifik olmayan disik asetilaz
aktivitesi gen ifadesi ¢alismalarini etkilemeyebilir (Webb ve Mozris, 1992).

NpdAI bitkilere gen aktarsmu cahsmalarinda segici isaret geni olarak kullantlmasinm
yanssira, taportdr gen olarak da kullanidlmaktadie. Genin aktivitesi, fosforile ettigi
antibiyotiklerin  6lctilmesi ile belirlenir. Bitkisel sistemde kullanilan bir diger
raportor gen lusiferazdir (dnd). Ates bocefi (Photinus pyrafisyne ait olan bu gen,
lusiferinin ATP’ye bagli oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eder. Bu gen ates
béceginden izole edilip, istenilen bitki promotoru ile birlestirilebilir. Transgenik
bitkinin yaydigt sssfiin 560 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Slgiilmesi ile
gen aktivitesi belirlenir. Ayrica, diger raportor genlerden farkl olarak i vive olarak
da luc aktivitesi izlenebilir. Bitkilerin, enzim substratt olan lusiferin ile sulanmast
sonucu 11k olugumu saptanabilir (Lindsey ve Jones, 1989),

Yaygin bir bicimde kullanilan yukandaki raportor genlere ilave olarak son yillarda
belirli bir dalga boyunda yesil parlak ss1k veren yesil floresan proteini (GFP) adt
alunda bir gen aktarsm calismalarinda Gnemlbi bir yer kazanmustr. GFP, deniz
anasindan izole edilmis olup, 27 kD2 agirhginda ve 238 amino asitten olugan bir
proteindir. 395 nm dalga boyunda en tist emilme oramina sahiptir. Parlak yesi 151k
verme Ozellifi bir fotoprotein olan aequorin’den enesji transferi nedeniyledic. Gar
ve Jue (lusiferaz) gibi difer raportér genlerinden farkli olarak gfb geninin transferinin
gerceklesip gerceklesmedigi canlt doku wveya htcrelerde yesil renk vermestyle
anlagtiabilmekte ve dokularin canlibfs korunmaktadie (Sekil 16.1).
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Sekil 16.1. Bitkilerde g geninin ifadesi. () GFP-HHDEL sinyal peptidinin Nessiara
chrelangii yaprak hicrelerinde ifadesi, b) Tutin yaprak hiicrelerinde bulunan golg
cisimciginde GFP proteininin ifadesi (¢) GFP-ERD2nin Niwotiana chvelandii yaprak
hitcrelerinin endoplazmik retikulum ve Golgl cisimeifinde ifadesi [Fotograflar M. Babaoghu
arzcilifiyla Oxford Brookes Universitesi'nden Petra Boevink ve Chris Hawes (a ve ¢,
Claude-Saint Jore ve Chris Hawes (b} tarafindan saglanmugter].

Gfp geni cesitli bitkilere aktarilms ve bu bitkilerde de benzer sonuclar alinmustsr,
Gfp ile ilgili daha detaylt bilgiler; Haseloff ve Amos (1995), Heim »e ark. (1995),
Sullivan ve Kay (1999) tarafindan bildirilmistir.

16.2.3. Gen aktarim sistemleri

Bitki hticrelerinin transformasyonu icin kullamlan teknikler, nikleik asitlerin
strastyla bitki hicre duvarndan, plazma ve nukleus zamndan gecerek hiicrenin
canllifina zarar vermeyecek sekilde gelistivilmistiv. Agrvbacierinm tumefaciens ve A
rhizagenes gibi dogal vektdrler ¢ok sayida iki ¢enekli bitki tirtinine bagasiyla gen
aktarsms igin kullandmaktade (bkz. Békiim 15), 80l villasn sonlagina dogru yapilan
calismalar, Agrobacterinm ile etkin transformasyonun daha cok iki cenekli bitkilerde
saglanabildifini gostermistir (Gasser ve PFraley, 1989). Ote yandan, yapilan ilk
calismalarda tek cenekli bitkilerde Agrobacterinm ile gen aktarniminin etkin olmadif
gosterdmistiv. Chlorophytum, Narcissus, Zea mays ve Galdioles gibi tek cenekli bitki
tirlerinde Agwbacterim e inokilasyon sonucunda opin  salgayan  kicik
tiimérlerin olugtugu gézlenmistir (Hooykas van Slogteren e ark., 1984; Graves ve
Goldman, 1986, 1987). Onceleri, T-DNA’nia tek cenekli bitkilerin genomuna
aktartimasi, Lifiacea ve Dioscorea familyalan diginda kesin olarak saptanamamugtst.
Liliacea familyasindan Asparagus officinalic ve Divsorea bulbifra genomlarinda T-
DNA transferine iligkin belirli oranda niikleik asit miktarina rastlanmasina ragmen,
bu sonuglar diger tek genekli familyalarda Agrobacterinm sisteminin kullanimu icin
tatmin edici bulunmarmistic (Bytebier ve ark., 1987). Ote yandan, Agrobacterium T-
DNA’st aractiftyla viral DNA molekillerinin musir hiicrelerinde replike olabildigi
(Grimsley ve ark., 1987), musir, arpa ve diger bazi tahdlanin Agrobacterivm’un Tive R,
plazmitlerini tagtyan bakteri irklar: ile enfekte olabilecefi gésterilmesine rafmen T-
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DNA’nin entegrasyonuna ait bir kanit elde edilememistic (Boulton se ark., 1989).
Celtikte ise Agrobacierium ile gen aktarimi saflanmus ve bitki genomunda T-DNA
dizisinin varlii gosterilmistir (Hietl ve ark., 1994).

Onceleri, Agrobacterium ile tek cenekli bitkilere gen aktarimi, kismen Lifacea,
Amaralylldaceae ve Dioscorea farnilyalasinda uygulanabilmesine karsin, T-DNA’nin
bitki genomana akeartima frekansmin diisGk olmast nedeniyle bu yontem Gramineas
familyasinda rutin olarak kullanlamamugur. Tahiflarn Agrobacterium’un dogal
konukeu strurt icinde bulunmamasy, bu transformasyon sisteminin kullaniminda, en
dnemli engel olmustur. Bir dife engel ise tek cenekli bitkilerin yaralanmaya karst
tepkisiz olmalanidir. Sonugta, T-DNA’nin hicrelere yitksek diizeylerde aktarininin
ve genoma entegrasyonunun saglanmasina karsin, alics (receptor) hiicrelerin Ohimi
nedeniyle yeni transgenik hiicre kKonlrnin olusumu mimkiin  olmamistir
(Potrykas, 1990). Ancak, son yillarda stper binari vektdrerin gelistirilmesiyle tek
cenekli bitkilere de gen aktariminda AL fumefaciens rutin olarak kullantimaktadir (bkz.
Béliim 15).

Baslangicta, Agrobacterium sisteminin tahillanio da icinde bulundufu tek ¢enekli
bitkilerde kullanmminin sineel kalmast, DNA’nin gogrudan aktarimint saglayabilecek
yéntemlerin gelistirtlmesi yolundakt caligmalary hizlandirmugtie. Dogrudan gen
aktarin  yontemlerinde, gen dizierinin transfer Agrobacterimm gibt bir aract
kullanilmadan yapdmaktadir (Walden ve Wingender, 1995). Dogrudan gen akearim
icin kullantlan yontemlerin lgrobasterinm sisteral ile kargilagtrdmass Tablo 16.3°de
verilmigtir. Dogrudan gen aktatim yontemlerinin Agrobacterium sisterine gbre tki
temel Ustinligl; bircok bitki tirinde wygulanabilmesi ve aktardan genlerin
ifadelerinin kisa bir slire icinde saptanabilmesidir (Potrykus v ark., 1987a; 1987h;
Saul pe arke., 1987, Fromm ve ark., 1987; Bilang ve Schrott, 1995).

16.3. Dogrudan Gen Aktarim Teknikleri

Agrobacterimm’a dayal gen aktamm (bkz. Bolim 15) sisteminin etkin bir bigimde
kullanilamadift bitki tiirlerine gen aktarsou igin ¢ogunlukla dogrudan gen aktarsm
yonternleri kuilandmaktadie. Kiltlire alman hayvan ve baketeri hicreleri igine
dogrudan gen aktarim yontemleriyle genlerin aktardmast ve bu genlerin ifade
gostermeleri arastincilar, aynt yontemlerin bitkiler icin de kullanidabilecefi fikrine
yoneltmistr. Bitkilere dogrudan gen aktarmnine dk basardt Senedi, Aorbacteriun’a
ait 120 kb’lk T; plazmidinin Petunya ve tittiin protoplastiarina aktardmasidir
(Draper ve ark., 1982; Krens ve ark., 1982). Bunu, isaret ve raportér genleri tagtyan
daha kiciik boyutlu plazmidlerin (5-10 kb) aktarimlan izlemistir (Webb ve Mortis,
1992).

Dogrudan gen aktarim tekniklert arasinda en yaygin olarak kullanidan ydntemler;
kimyasal yontem, elektroporasyon, mikro-enjeksiyon ve biyolistik  (partikiil
tabancast veya bombardimans)’dir. Bununla beraber bitki tirtine bagli olarak her
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gen aktarim calismasi icin evrensel bir gen aktarimi yéntemi olmadigindan, halen
bu metotlara yenileri eklenmekte ya da bazen bu yéntemlerin bazlan bitlikte
kullantimaktadir. Bitkilere dogrudan gen aktarim igin uygulanan teknikler topluca
asagida verilmigtir.

Tablo 16.3. Gen aktariminda yaygin olarak kullandan yéntemlerin karsdastiriimass,

Yontem Avantajiar Dezavantajlan
Agrobacterium 1. Yiksek derece etkinlik 1. St konukeou alan
2 Uzun DNA diziletinin 2, Genetk bilginin sadece T-DNA -
aktanlabilmesi aracilifiyla aktarmy
3. Cofuniukla tek ya dz az i
sayida T-DINA entegrasyonu !
4. Uyguluma icin Gzel bir
donanima ihtiyac olmamast
Kimyasal 1. Basit kullansm ‘1 Aktapian DNAda yitksek
Yontemler ve 2. Tek denemede birgok Smege dezecede yeni dizenlemeler
Elektroporasyon uygalanabilirlil . gorilmesi ve cok sayida
3. Kimyasal yontemler icin ézel kc?pyanm enfegrasyonu
bir donanuma ihtiyag 2. Kimyasal yontemlerde
duyulmamast transgenik bitki Giretimi igin
protoplast kiiltiiri ve
rejenerasyon sistemlerinin
kurubmasy
3. Somoklonal varyasyonda artig
Mikro-enjeksiyon 1. Genotipten bagimstz 1. Kompleks ve pahalt donanun
olarzk kullamim gereksinimi
2. Cok gesitli hedef hiicre ve 2. Bagan icin deneyim gerekliligi
dekulara uygulanabiliclik
3. Uygulamada gérsel kontrol
olanaf
Biyolistik 1. Genetipten bagimstz 1. Kompleks ve pahal donanim

kullantm
2, Harkl hedef hilcre ve
~ dokulara uygulanabilirlik
3. Transgenik tahil elde
ettek igin glcli bir
yéntem olmas

gereksinimi

2. Aktanlan DNAda yiksek
derecede yeni diizenlemeler
gbrilmesi ve ¢ok sayida
kopyanin integrasyonu.
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16.3.1. Agro-enfeksivon

Agrobacterinm aracih@ ile gen transferi (Ozean ve Ozgen, 1996} dogrudan gen
aktarim tekniklerinia arasinda yer atmamasma karsmn, agro-enfeksiyon tahiilara gen
aktarumnda kullantlansbir yonfem oldugundan burada deinilmigtir. Bu yontem,
Agrobacteripm sisterni ile, viral enfekmyonun bir kombinasyonudur. T; plazmidinin T-
DNA bolgesine viral DNAnih entegrasyonu yapidiktan sonra, Agrebacterimn ile
transformasyon yapilir. Viral genom T-DNA’nin bir parcas: olarak bitki hiicresine
girer ve ardindan fonksiyonel virls replike olar. Boylece transgenik bitki normal T-
DNA transformasyonundaki gibi entegre olmug viral DNAyL tagte (C;}rimslcy,
1990). Agro-enfeksiyon ile DINA gemini virlislerinden musir ¢izgl virtisit (MSV) niin
musirda ve bugday clicellk virtisi (WDVyaiin de bugdayda sistemik viriis
infeksiyonuna neden olmast (Grimsley ve ark., 1987), tahullara T-DNA transferinin
mirnkin olabilecefint gostermistiy, Celtikte de agro-enfeksiyon ile stabil bir gen
aktarint basardmugtr. Agrobacterim aracihgy ile gen aktanmunm yapildify geltik
skutellum kalluslarinda yiksek gen aktanm frekanst {(%10-30) elde edilmis ve bu
kajluslardan rejenerasyon sonucu bitkiler dretilmistis (Hiei ve ark., 1994).

r.J

16.3.2. Makro-enjeksiyon

Oldukea basit bir yontem olan makro-enjeksiyonda, aktarimak istenen DNA'y1
tastyan  plazmid  solisyonunun  fideciklere enjeksiyonu  ile gen aktarumi
gerceklestirilis,. Pena 2e ark. (1987) tarafindan cavdann olgunlagmamus ¢icek
metisteminin alundaki govde bolgesine #pell geni aktardmis ve enjekstyon yapilonis
bitkiden elde edilen tohumlar kanamisine dayankllik bakimundan segilmislerdir.
Kanamisine dayanikl fideciklerde yapilan Southern analizi ile stabil bir entegrasyon
gosterilmig, ancak bu yontemn difer tabillara uygulanamamis ve yeterince
gelistirilememistir.

16.3.3. Protoplastlara gen aktarimi

Enzimatik yollarla hiicre duvatlar: uzaklagtilmus bitki hiicreleri, yani protoplastlar
hiicre sispansiyon kiluird, kallus kiletri ve facklilagmg bitki dokularindan izole
edilebilir (Babaogiu ve Ozcan, 2001). Kimyasal maddeler yardimiyla, lipozomlarla
veya membran gecizrgenlifinin elektrik akimi ile degistirilmesi (elektroporasyon)
sonucunda protoplastlar gen aktarminda kullanilabilmektedic. Protoplastiarin ideal
eksplant olarak kullanthmalarimimn nedenleri ise su sekilde siralanabiliz:

1) Hucre =zan ile cevrili olduklarindan  deneysel olarak  belitlenmis
konsantrasyonlardaki DINA’y1 i¢lerine almalan kolaydir.
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2} Enzimatik veya mekanik volla yapian izolasyon islemleri ayni zamanda hiicre
yaralanmalaring artierzkta, bu durum hiicrelerin rejenerasyon yetenegini ve
entegratif transformasyonu tesvik edebilmektedir.

3) Hiicrelerin DNA molekisliert ile temast kolay oldugundan transgentk bitki elde
etme sansi fazladie,

4)  Gen transferi igin biyolojik vektdr kullanilmadigindan DNA’nim hiicre icine
alsnmast fiziksel bir stirectir ve bu da konukeu swnirt engelini ortadan
kaldirmaktache.

Bu avantajlann yaninda, protoplast sisteminin en biyiik dezavantajt her bitki grubu -
igin (Ornefin tahilar) protoplastlardan rejenerasyonunun kolay olmayisidie. Ancak,
embriyonik hiicre killttirlerinin kullanumi ile musir (Rhodes we ark., 1989), bugday
(Vasil ve ark., 1990) ve arpada (Yan ve ark., 1990) ba§ar111 sotuclar 1hnrrn§mr

Protoplastlara kimyasal ve elektriksel {elektroporasyon) yolla veya lipozomlarla gen
aktardabilmektedir (Sekil 16.2),

16.3.3.1. Kimyasal yontemletle protoplastlara gen aktarim1

Polietilen glikol (PEG), polivinil alkol veya  kalsijum fosfat gibi kimyasal
maddelerle protoplastlazm hilcre zatlarinin gecirgenlikleri geri déniisiimld olarak
arturdabilic (Babaoglu ve Ozcan, 2001). Genetik transformasyon icin protoplastlar,
DNA ve kimyasal maddeler ile birlikte inkiibe edilis. Kimyasal maddeler yardinuyla
protoplastlara DNA  aktariminda ¢egitli parametrelerin gen aktarim frekans:
uzetinde etkdi oldugu bilinmekeedir. Bitki tiri, kiltir kogullar, protoplast kaynags
ve jzolasyon icin kullanilan yontemlerin yanssira, transformasyon icin kullantan
tampon ve katyonla, tagtyict DNA’nin varli@t ve konsantrasyonu, plazmid ve tastysct
DNA formu, hiicre déngiisi, PEG gibi gen aktarmina yardimer kimyasal
maddelerin konsantrasyonu bu parametrelerden dnemli olanlaridir.,

16.3.3.2, Lipozomlarla protoplastlara gen aktarimi

DNA tagtyan lipozomlarm bitki hiicrelerinin hiicre zan ile fiizyonu, bitkilere gen
akaariminda  kullandan  yontemlerden bir digeridir (Caboche, 1990). DNA
molekiilleri, kpozomlar icinde kapsiillendikten sonra cesiti dokulara, hiicre ve
protoplast kiiltiirlerine, pollen tiiplerine gen aktarum igin kullandir (Ahokas, 1987,
Gad we ark., 1990} Ciplak DNA’nin PEG veya elektroporasyon ile protoplastlara
yiksek frekanstah aktarsmi bu yénteme olan ilgiyi azaltmakla birlikee, lipozomlarla
DNA aktarimmnin en énemli avantaji, DNA’nmn lipozomlar tarafindan korunmast
nedeniyle biiylik boyutlu plazmidlerin (19 kb’den biiyiik) entegrasyonunun etkin bir
bicimde ger¢eklesmesidir.
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Sekil 16.2. Protoplastlara gen aktanm (Watson v ark., 1992'den defistitilerek).
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Lipozomlarin  hiicre zarlamyla fizyonu (kaynasmast) yoluyla gen aktarumnda
kullansmlarinin yanssiea, lipozomlarm  vakuollerin i¢ine mikro-enjeksiyonu da
mimkiindir. Lipozomlarin tonoplastlar ile flizyona girmesi sonucu tagrdiklazt
DNA molekiilleri sitoplazmaya gecer. Lipozom enfeksiyonu ézellikle vakuolii
hitcrelere gen aktarmminda kullanthoaktadie (Lucas ve ark., 1990).

16.3.3.3. Elektroporasyon ile protoplastlara gen aktartmi

Stspansiyon halindeki protoplastlara yliksek voltajli elekteik akimi vygalandifinda
hiicre zarinin gegirgenlifi gerl déniglmli olarak artar ve mikroporlar olusur.:
Elektroporasyon  swasinda  protoplastlaria bulundugu  solisyonda DNA  da
bulundugundan membranda aglan porlardan DNA hilcre icine girer pozlar
kapanarak hiicrenin bitinligi saglanir. Elektroporasyonda elektrik akumt hiicte
canligfing zarar vermeyecek siddette secilmelidiz, Bu keitik noktanin {zerine
cikildiginda hiicre zatlan tamamen parcalanabilir, altindaki akim siddetlerinde ise
por olusumu gerceklesmeyebilir. Elektroporasyonun mekanizmast Sekil 16.3°de
verilmistir, ‘

Sekil 16.3. Elektroporasyon mekanizmast (Bio-Rad).

175



S An

Elektroporasyon protoplastlara gen aktarmmt igin  yillardir  bagarilt  bigimde
uygulanmaktacie (Fromm e ark, 1986). Genellikle kullantlan ‘elektroporasyon
sistemieri ya disik volmj/uzun sivell elektrik akums (pulse), ya da yiksek
voltaj/kisa streli elektrik akimi geklindedir. TGtlin mezofil hiicreleri igin tiptk
degerler disiik voltaj/uzun akim igin 300-400 V/em ve 10-50 s, yiksek
voltaj/kisa akim icin ise 1.000-15.000 V/cm ve 10 us’dir. Elektroporasyon ile gen
aktarim frekans: plazmid konsantrasyonu, elekeriksel kogullar, protoplast boyutu ve
yoguniugu ile protoplastlarin fizyolojik ozelliklerine baghdir. Disiik voltaj/uzun
akim genellikle gecici gen ifadesine, yiksek voltaj/kisa akim ise yiksek dizeyde
stabil entegrasyona neden olmaktadir.

Elekttoporasyon, protoplastlardan rejenere olabilen bitki tlrlerinde etkin bir
bicimde uygulanabilmekte, bunun yanisira cimlenmekte olan polen tipi,
siispansiyon  kiltirleri ve cesitli doku eksplantdars icin de bagarilt bir sekilde
kullanulmakeadie (IHalluin w2 ark., 1992; Zaghmout, 1993).

16.3.4. Hiicre ve dokulara gen aktarimi

Kiltirdeki ya da bitki dokulanndaki hiicreffre gen aktarim ieknikler: hiicre
duvarinin  ortadan  kaldirdmasint  gerektirmediginden, hiicre ve dokulara gen
aktarsminda  protoplastlarin  transformasyonunda  oldugu gibi tek hicreden
rejenerasyon sorunu yoktur. Bu tekniklerin bir kismi sinirlt ofarak uygulanabilmekte
veya halen geligtirilmekee, bir kismit ise basarth bir bicimde gesitli bitki tiirleri igin
kullandmaktadir.

16.3.4.1. Biyolistik (partikiil bombardimani)

Bu yontemin esast, yiksek derecede huzlandulmus mékro-tasgyre adi verlen 1-2 dm
capindaki metal {cofunlukla altun ya da tungsten) partikiller aracihgiyla, bir
atesleme mekanizmasindan yararlandarak DNAmin hedef dokulara aktarilmasidir
{Kikkert, 1993). Bu yontemde kullanilan biyolistik cihazi ve sistemin sematik resmi
Selsil 16.4°de, metodun Ttalyan cimi (Lolium multifloruny'nde basarili bir uygulamas
da Sekil 16.5°de verilmigtie. Mikro-tagtyscilar makro-tajzye olarak adlandirdan plastik
bir silindir Gzerinden hedef dokulara dofru bir helyum gazi basnci ile hizlandurtlir.
Ategleme gerek mikro-tagiyictlatin sirtinmesinden dogan striklenmeyi, gerekse
yitksek basmel: gaz sokundan dogabilecek hiicte parcalanmasiar ve sesi engellemek
igin vakum alunda yapilr (Sekil 16.4b). Biyolistik yonteminde gen aktarim
frekansini cesitli fakidrler etkiler: Bunlardan en dnemlileri;

1} Parukdl hizlandirmada kullandan belyom gazinm basinet: Gaz hizlandirma
tipindeki helyum  basme, mikro-partikidlerin hizinin  belirlenmesinde
etkilidir. Partikiilii hizlandwmak amaciyla, kollanilan dokunun ézelligine bagh
olarak 450 e 2200 psi basing uygulanir. Ancak, cogu hiicre tipi igin optimal
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basing 1000 pst olarak belirlenmigtir. Bu degerden daha yiksek basinglarda
hiicrelerde yaralanma ditzeyl artar ve gen aktarim frekanst duser.

2) Mikro-tagtyicintn boyutu, tipi ve sayist Tungsten partikiillerin ortalama
caplart 0.5-2.0 Wm olup, optimum boyut hedef hiicrelesin cap ile digkilidir.
Ancak 1.0 um caph partiktlierin, bagarls gecici ve stabil transformasyonlar
lgin uygun oldufu saptanmustir. Tungsten partikillerinin kullaniminin
dezavantajlars; diizensiz gekil ve boyutta olmalars, belli hiicre tpleri icin
toksil etki gostermeleri ve DNA ¢okelmesi ile sonuglanabilecek yiizey
oksidasyonuna neden olmalaridir. Uniform boyatta olan (1-3 gm) slun
partikiilleri ise tungstenden daha pahali olmalarina karsin daha az toksik
etkiye sahiplerdir.

3y Makro-tastyier ile hedef doku - arasindaki uzaklbk: Maksimum etkinlikte
transformasyon elde etmek icin makro-tasiyict ile hedef doku arasmdaki
uzakltk (ucus mesafesi) Snemli bir parametredir. Her hiicre tipi icin bu
mesafenin deneme yoluyla beliflenmesi gerekmekle birlikte, pek cok
ornekte 10 mm’lik ugus mesafesi kullaniiarak yiksek transformasyon
frekansi elde edilmistir. '

4y DNA’nin mikro-tagtysc: partikillere yag}lém&m t¢in kullanilan spermidin ve
CaClz’lin konsantrasyonu. ‘

Biyolsstik yonteminin baglica tstinlikleri su sekilde stralanabilir:
1) Kullanim kolayligy,
2) Her ateslemede mikro-tagtyicilarin birden fazla hiicreye ulagabilmess,
3) Mikro-tagyicilara bagh genlerin biyoloiik aktivitelerinin bozulmamasi,

4) Polen, hiicre kiiltiirleri, bitki organlart, meristemler, kallus, olgunlagmans
embriyo, olgun embriyo parcalary, yapeak parcalary, mikrospotlar gibi cesitli
hedef dokulara uygulanabilmesi,

5) Mikro-tagiyicilarin derin hitcre kattnanlarina ulasabilmesidir.

Gesitli itk tiirlerinin dokularma etkili bir bigimde gen aktarsminm yapilabilmesi
i¢in” bu ybntemin gelistirilmesine yonelik caligmalar yopun olarak devam
etmektedir. Biyolistik yontemi baglangicta maya ve kiltiire alinan hayvan
hiicreleri ile kloroplastlar gibi bitki organellerine ve daha sonra gesitli bitki hiicre
ve dokularinin transformasyonu igin kullantlmsgtie. Bitkilerle yapdan calismalarda
bu yontemle gecict gen ifadesi ilk kez sofan epidermisinde gosterilmis (Klein ve
ark., 1987) ve ardindan mistr, celtik, soya, bugday, arpa ve Italyan cimi (Sekil
16.5) gibi cesitli bitkilere gen aktarmit icin kullanlmustr (Klein e ark., 1988;
Wang ve ark., 1988; Wan ve Lemaux, 1994., Stiff e ark., 1995; Ye ve ark, 1997).
Son yillarda yapilan bazi galigmalar, partikil bombardimant metoduyla bir DNA
parcast yerine dogrudan faj, bakteri veya maya hicrelerinin hedef dokuya
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aktardabilecegini  gostesmigtir. Bu  yolla biyik molekiler yapidaki DNA

aktartlabilmekte ve DNA izolasyonu ve saflagtirdmast gibi zor islemlerden
sakinulabilmektedir (Kikkert ve ark., 1999).

(a)

L Kanker /Makmtészwfu' :

krotagyicr A ’
“yiiklénie hatli AN Tutucu baghk
. 5 L BNAkaph
mikrotagwicitar

Sekil 16.4. Biyolistik (Biolistic PIDS-1000/ He) cinazt (a) ve sistemmn alisma prensibi (b)
{Bio-Rad).

Gus geni gibi raportor genlerin kolaylikla izlenebilen ifadeleri nedeniyle partikdl
bombardiman: metodu fatkh hiicre ve doku tiplerinde gen ifadesi caligmalarinda
kullanilan gitchi bir yontemdir (Sekil 16.5b). Bu ydntemin uygulanmassyla,
regiilatdr dizilerin analizi, intronlarin gen ifadesi tizerindeki etkileri ve mRNA
stabilitesinin incelenmesi mumkiin olmaktadir. Ayrica, bu genlerle birlikte segict
markér olarak kullanilan antibiyotiklere (kanamisin, higromisin gibi) dayamkliitk
genleri (swrasiyla #pfll, hpf) muhtemel (putative) transgenik hiicre, doku ve
strginlerin kolaylikla seciminde gerekh olmaktadirlar (Sekil 16.5d).

16.3.4.2. Mikro-enjeksiyon

Dogrudan gen aktarims yontemleri arasimda en kesin bigimde hiicrenin istenilen
bélmesine DNA’mn  enjekte edilmesini saglayan  mikro-enjeksiyon, kapiller
mikropipetier yardimiyla ve mikroskop altinda gerceklestirilir (Sekil 16.6). Mikro-
enjeksiyonla protoplastiara, izole edilmis hicrelere, kallus, meristemler, zigotik ve
mikrospor tirevli proembriyolar gibi ok hilereli dokulara DNA  aktarnim:
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Sekil 16.5. Partikil bombardimamyla ltalyan cimi (Ladum multiffornzyne gen aktanmi.
A) Gar geni ile kaplanmug mikro-tastyicdarla bombardimandan dnce filtre kagidi fizerinde
kiiltize alinmus slispansiyon hiicreler:, B) bombardimandan 4 giin sonra gur geninin
ifadesinz (ekspresyonuau) gdsteren transgenik hicreler {(mavi renkli), C) bombardiman
yaptimsy embrivogenik hilcrelerin 25 mg/1 higromisin iceren swvi seleksiyon ortaminda
kiltiirinden 2 hafta sonraki durumlaz, D) seleksiyondan gegen ve higromisine dayarnikl
muhtemel transgemk embriyogenik kalluslar (oklarla gosterilmistir), B) higromisine
dayarukl kallustan stirgiin rejenerasyonu (2 hafta sonra), F) bombardimandan 10 hafta
sonra gelisen transgemk stirgiinler, G) bombardimandan 12 hafta sonra olusan transgeaik
bitkiler, H) saksiya sagirtidous ve bombardunandan 4 ay sonra elde edilen transgenik
bitkiler (Ye ve ark., 1997den izin alinarak).

179



S. A

miimkiindir (Crossway ve ark., 1986; Neuhaus we ark., 1987, Bilang ve Schrott,
1995). Alict hilereler veya dokular sodyum alginat, agaroz veya poli-L-lisin ile ya
da kapiler sistem kullanilarak sabidenir. DNA mikromanipilatér sistemine bagl
kapiler bir mikropipet aractlift ile dogrudan hiicrenin gekirdegine aktarihr. Her
enjeksivonla sadece bir hiicreye IDNA aktarilabilmesi ve deneyim gerektirmest
gibi giicliiklerinin yarusira; ydntemin avantajlar soyle siralanabilir:

1y Aktardan DNA’nin miktan optimize edilebilir.
2) Istenilen hiicreye DNA aktaridabilir.
3} Istenilen hitcre kismina DDNA aktarumi gérsel olarak kontrol edilebilir.

4) Mikrospotlar ya da birkac hiicreli proembriyolar gibi kiicik boyutlu
hedef dokular kullanilabilir.

5) Zigotik embriyo kiltiri ve mikro-enjeksiyon yontemlers bishikte
kullantlarak her bitki tiirtine gen aktarimi yapabilmek miimkiin olabilir.

Hiicre ve protoplastiara mikro-enjeksiyon yoluyla gen aktarimu tlitin, yonca ve
bazi Brassica tirleri gibi ¢esith bitkilerde bagarth bir sekilde uygulanmalkeadir.
Ayrica kolzanin milrospor tirevli proembriyofarma, mustr, bugday, celtik, arpa,
soya, pamuk, aygicedi, titin ve Arabidopsis thaliana gibi gesitli bitkilerin zigotik
embriyolarina mikro-enjeksiyonla bagarih sekilde gen aktarimi yapilabilmektedir
(Potrykus, 1991). Ancak, mikrospor tilrevli ya da zigotik embriyo gibi cok hiicrelt
yapilardan mikro-enjeksiyonu takiben rejenere olan transgenik bitkiler arasinda,
kimeralarin gorilmesi siklikla rastlanan bir durumdur.

Sekil 16.6. Déllenmis zigotk bir hitcreye DNAmn mikro-enjeksiyone (Glick ve
Pasternak, 1994'den).
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16.3.4.3. Elektroforez ve mikrolazer

Elektroforez, elektroporasyonun tersine DNA’min taginmasina neden olan ve
analittk amaglarla kullandan bir yontemdir. Ancak, arpa tohumlanyla yapilan
calismalarda (Ahokas, 1989) elektroforezin hiicre duvarndan genlerin gegisini
saglayabilecegi konusunda olumiu sonuglar almmass, bu yéntemin gen aktarmmunda
kullanilabilecegint diisiincesini dogurmustur. Platn elektrodlaria delinmis arpa
tohumlarinm GUS geni iceren plazmid DNA’st ile bir saat boyunca 2-10 V/em
volta) ve 0.1 mA akim alonda tutulmas: sonucunda cimlenen embriyolarda GUS
aktivitesi saptanmistir, Elektroforez yoluyla entegratif transformasyona ait yeterli
kanit elde edilemediginden, bu yéntem daha ¢ok basit deneysel sistemlerde
kullanmak icin uygun olmakradsr. '

Lazer o hilcre zart ve duvarinda delik ' olusumuna yol acmasi, vekipr
kullanmakstzin ortamdaki DNAnin hiicre icine aKtartmy icin mikrolazer uygulamast
olasthgnt gliclendumistic (Weber »e ark., 1988). Bununla beraber, bu yéntemde
hiicre duvart yapisina DNA adsorbsiyonu nedeniyle, DNA’nin hiicre icine girist ile
dgili sorunlar vardir. Bu nedenle mikrolazer, mikro-enjeksiyon ve biyolistigin
uygulanamayacagl durumlarda alternatf bir yontem olarak kullanmn kapasitesine
sahiptir. ‘

16.3.4.4. Polen transformasyonu

Cimlenmekte olan polenlerin DNA ile muamele edilmesi voluyla vapilan gen
aktarum metodudur. Direkt ve basit bir yontemdir (Fless, 1987). DNAnn ya polen
gekirdedi ya da polen tipil aracitht ile zigota ulagabilmesi nedeniyle bu yéntem ix
vitro manipiilasyonu gerektitmeden, dogrudan gen aktarimi icin ideal yontem olarak
kabul edilmekle biclikte, molekiler olarak gen aktarim: kanitlanamamistir. Polen
transformasyonunda hiicre duvart engeli, ekzoniikleazlar ve endoniikieazlar ile
DNA yiamt ve abict DNA’nin heterokromatik evrede olusu DNA entegrasyonu
icin baslica dezavantajlart olusturmaktache.

16.3.4.5. Polen tiipii yoluyla DNA aktarimi

Tozlanmay takiben kesilmis stigma yizeyine DNA uygulamast e DNA aktartmu
yontems geltik ve arpada kullanidmig (Lu ve Wu, 1988), ancak transformasyonun
frekansinin disik olup, dollerde gen aktivitesi kaybolmustur. Hicre duvar engeli
ve polen tiipi nitkleazlarinm etkisi, bu yontemle transgenik bitki elde edilmesindeki
yetersizliin nedenleri arasinda saydabilir.
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16.3.4.6. Zigotik embriyoya DNA emdirilmesi

Izole edilen embriyolanin DNA solusyonu ile muamele edilmesi yolayla DNA
aktarimi yapilabilmektedir. Embriyolann izolasyonu sirasmda uygulanan iglemler
(organik ¢oziictlesin kullanirm gibi) belli dlglide hitcrelere zarar verdiginden
DNA’nin hiicrelere girisi kolaylagtirhy. Yontem gesitli tahil ve baklagillere
uygulanmis ve gen aktaruni gergeklestirilmistic (Topfer we ark, 1989). Cimlenen
embriyolarin ok sayida bitki olugturmast stabil gen ifadesi elde edebilmek amactyla
bu yontemi g¢ekici kimakla birlikte, yeterli dizeyde gecicd gen ifadesi elde
edilemeyisi yontermin gelistirilmesini gerektirmektedir.

16.3.4.7. Fiberler aracithg ile DNA aktarum

DNA ile kaplanms silikon karbit fiberer (0.6 Wm cap x 10-80 um uvzunlukta),
stispansiyon kitltiirindeki hiicrelere gen aktarimi icin kullantlmugtr (Kaeppler ze
ark., 1990). DNA solusyonu ile hiicre stuspansiyonunun, silikon karbit fiberler
varhinda kuvvetli bir bigimde karsstirilmasy, fiberlerin mikro-enjeksiyon ignelerine
benzer sekilde hiere duvarmda delikler agmasena neden olmakta ve DNA bu
deliklerden hiicre i¢ine girmektedir. Bu yontemle stabil bir entegrasyonun ve bitki
rejenerasyonunun elde edilmest miimkiin olmarmsgty,

16.3.4.8, Sonikasyon

Ses dalgalariin hilcreler arasi ve hiicre zarmda bosluklar acarak serbest DNA
parcalarnin hiicre igine girisini saglamak esasina dayanan bu metot (Babaoglu,
1999) bazt durumlarda elektroporasyondan daba iyi sonuglar vermistis (Ornek:
Pancar protoplastlart).

16.3.4.9. Desikasyon

Dokularn énce soldurulup, daha sonra aktanlmak istenen DNAnm da bulundugu
bir ortamda tekrar su alimi sonucu, DNA'mn hicre icerisine alinmast tekniine
dayanan basit bir yéntemdir,

16.4. Sonug

Transgenik Dbitkilerin - marketlerde  sauga  sunulabilic  hale  gelmesi, bitki
biyoteknclojisindeki  gelisimlerin  énemli bir asamast olarak kabui edilebilir.
Gunimuzde bitkilere yabanct genlerin aktarilmas: ve bu genlerin bithi gelisiminin
belitli bir evresinde ve istenilen dokuda aktivite géstermesi mimkindir. Gen
akearim tekniklerinin bazilarinm genel bir kullanim alanina sahip olmasina karsin,
bir kssmu ya sacdece bazs bitki tirleri igin uygundur, ya da rutin kullanim icin fazlaca
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karmagiktiz. Bununla beraber, iki cenekli bitkiler icin yeterince etkin olan
Agrebacterium sisteminin diginda, yeni gelismeletle embriyogenik dokularn kilttix
kosullarimun belitlenmesi ve bu dokulanin gen transferl icin kullaniimalar: e
ozellikle tek genekli bitkilerde biyolistik yonteminin basard: sonuglar verdigi
belirlenmigtis.

Bitkilere gen aktamu alaminda simrlayier olan iki énemli faktdr, farkh bitki
cesitlerine uygulanabilecek evrensel metodlann bulunmamast ve aktandmak Gzere
kullandabilecek uygun dominant genlerin  yetersizlifidir. Ayrica, gen aktarim
teknolojisindelk: ilerlemeler icin;

1} Meristematik dokulardaki yaralanmaya karst tepki mekanizmasinmn,

2} Yeterldik gosteren hicrelerin yeniden farklilagmasinin, proliferasyonunun ve
rejenerasyonunun gerceklesmesinde rol oynayan faktéderin,

3} Entegratf transformasyonun nasil gergeklestifinin,

4} Yeniden farkldasan hicrelerin farkldagoms hicrelerden neden daha kolay
transforme olabildiklerinin, '

5) Meristernatik veya embriyogenik hiicrelerin, entegratif transformasyonu
engelleyen bir mekanizmaya sahip olup olmadiklannin aydinlatidmasina gerck
vardir, "

Tarla testleri agamasma gelmis bircok transgenik bitki, ticari gereksinimler
nedeniyle herbisitlere veya patojenlere karst dayanikhl olanlardie. Ancak, son
zamanlarda  erkek kisir bitkilerin  elde edilmesi, - bitkilerin  stres kosullarina
dayanukhilik ve arza edilen kalitede Griin elde edilimesine yonelik olarak biyokimyasal
yollarda yeni dizenlemelerin yapdmasi gibi diger konulara efiim artrnaktadsr.
Guntimtizde antkor, ast ve biyolojik olarak yikiabilen plastik treten stabil
transgentk bitkiler gehstirilmigtir.

Temel biyolojik arastirmalarda gen aktarm teknolojisinden yararlanarak bitki
biyolojisindek: bilgi birikimi son on yilda biyik bir artg gostermis ve cesithi
bitkilerde DNA dizi analizleri yapilmaya baglanmigtir. Bu gekilde, dizi bilgisinin
transformasyon teknolojisi ile birlikte kullanilmast, yakin bir gelecekte istenilen bitki
genlerinia Szelliklerinin defistirilebilmesini saglayacakte.

Tegekkiir

Sekillerin dizenlenmesi ve katkidarindan dolayt Doc. Dr. Mehmet Babaoglu’na
tesekkirler.
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Herbisitlere Dayanikli Transgenik
Bitkilerin Gelistirilmesi
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17.1. Girig

Yabancs otlar, tarum alanizrinda bulunan ve yazardan cok zarar veren biitlin bitkiler
olarak tanumlapabilir. Kiltir bitkilerinde cesitit etmenierin (hastabk, hayvansal
zararhlar gibl) meydana getirdifi tiriin kayiplars ele almdifinda, dzellille kurak gecen
yillarda yabanct otlann etkisinin en ylksck seviyede oldugu gozlenmektedir.
Dinyadaki Gretimn bazinda hububat, meyve, sebze ve badlarda yabanc otlara bagls
olarak gozlenen lrlin kayplarr Tablo 17.1'de ozetlenmektedir. Tablo’dan da
goriildagi gibi bu kayiplar toplam Gretimle mukayese edildifinde oldukea dneml:
boyutlara ulagmaktadie. Yabana otlara tarmmun ik olarak bagladigs neolitik cagdan
itibaren miicadele edilmektedir. Yapilan bu mucadelede baglica ama¢ yabana
otlarin olusturduklart olumsuz etkileri ekonomik zarar seviyesinin altinda tutmaker.

Yabanct ot miicadelesinde kullanilan  baghica yontemler dért grup altnda
bzetlenebilie: a) mekanik savas yontemler: capalama, elle yolma, toprak isleme ve su
altenda biakma, b) fiszhksel savay yontemleri: 151 ve ssinlardan yaralanma, ©) biyolosik
savay yéntemleri: bir canlt populasyonunu; bocekler, baliklar, mantarlar ve bakteriler
gibi diger canlt organizmalar araciligt ile azaltmak icin kullantlan yontemler ve d)
Rimyasal savas yiniemberi: sentetik veya dogal yzbanct ot Sldiriciler (herbisitier)
kullaniarak yiiritilen miicadele yontemlert.

Yukauda ézetlenen micadele yontemlerinden mekanik, fiziksel ve biyolojik savas
yontemleri gerek uygulama alaninm yaygin olmamass, gerekse de genis alanlarda

Ozcan §, Garel E, Babaoglu M (2001) Bitki Biyoteknoiojisi 11 -
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ckonomik olmamalar nedeniyle yaygin olarak kullandmamakeadir. Bu nedenle,
Szellikle ikinci diinya savas: ydlarinda yabanct ot 8ldiiriicii olarak kullanilabilecek
kimyasallarin gelistirilmesi ile birlikte &zellikle genis tarim alaniarinda etkin bir
yabanct ot miicadelest yapdabilit duruma gelinmistir. Giintimiizde ise bu yéntem
gerek etkinlift gerekse de ekonomik olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan yabanc
ot miicadele yontermidir.

Tablo 17.1. Dinya bazinda yabancs ot ve hastalik etmenlerinin
olusturdugu kayiplar {milyon ton) (Ozer, 1993)

Elde Edilen Yabanci Ot Hastalik

Uriin Cesidi Utriin Kayllplan Kayiplan

Hububat 433.903 | 54,349 50.589 ¢
Sebzeler 201.691 23.718 31,137

Meyveler 66.567 3462 12825

Baglar 56.697 7.909 16.937

17.2. Herbisitler ve Etki Mekanizmalar

Tarimsal miicadele amagh kullantan kimyasallar icerisinde herbisitler dnemti bir yer
kaplamaktadix. Herbisit olatak kullantlan bir kimnyasalin ticari acidan herbisit olarak
nitelendirilebilmesi i¢in su faktStlerin gézéniinde bulundurulmast gerekmekeedir

a.  Genis bir yabanct ot populasyonuna karst etkin olmast,

b. Kileir bitkisine, memelilere ve omurgasiz canhilara karst toksik etk
gostermemesi,

c. Toprakea kaliediginin kisa olmasy,

d. Uretim raaliyetinin diisiik olmast.

Herbisitler, nihai hedefi olan bitkiye zarar verdiklerinden dolayy, bitki tizetinden
beslenen ve barnan tim canldan olumsuz etkilemektedir. Bu sebeple; herbisitler,
kullantlan  pestisitler igerisinde doBaya en fazla zarar veren grup olarak
nitelendirilmektedir. Ancak, ¢ofu insektisit insan ve hayvanlar icin toksik
olmalarina karsta herbisitler bu organizmalar tizerinde tolsik etk yapmamaktadie.

Herbisiler genellikle bitkilere 6zgiin, brnegin  fotosentez  aktivitesi gibi,
biyokimyasal yollar etkilemektedir. Bunun disinda degisik etki mekanizmalars olan

farkli grup herbisitler meveattar. Bu etki mekanizmalart ve herbisitlerin hedef aldifn
sistem ve hedef molekiller Tablo 17.2 ve Sekil 17.1°de ézetlenmektedir.
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Tablo 17.2. Herbisitlerin etken maddeleri ve etks sistemleri,

Etkili Madde Etkiledigi Sistem Hedef Protein Spektrum
Sulfonilurea Alifatik amino asit sentezi  Asetolaktat sentaz segic
Irmidazolinon Alifatik amine asit sentezi Asetolaktat sentaz se¢ici
Glifosat Aromatik amino asit 5-enolpurivil-shikimate-  total
sentezi 3-fosfat sentaz (EPSPS)
Phosfinotrisin (FPPT) Glutamin sentezi Gletamin sentaz total
Triazin Fotosentez (fotosistern-IT) Qp proteini total
Bromoxinil Fotosentez (fotosistem-11) Qp proteini total
Bipiridikumlar {paraquat) Fotosentez (fotosistem-I)  Ferrodoksin total
Ariloksifenoksipropionat Lipid seatezi Asetil coenzim-A secic
karboksilaz (ACCase)

Fenoksiasetik asitler ? ? SECIC
(2,4-D}

Dinitroanilinler Hicre bélinmesi Tiibilia segici

Bipiridilumlar, pataquat, Fotosentez (fotosistem-I) *® Elektron transfer sistemi  total
diquat

17.3. Herbisite Dayamikli Bitki Elde Edilmesi

Yabanct otlarla kimyasal miicadelede kullanilan herbisitin secicilifi ve toksisitesi
onemii parametrelerdir. Bagka bir deyisle, kullanfdan herbisitin, yabanca otlara
maksimam zarart veritken killtir bitkisini ise minimum seviyede etkilernesi
istenmektedir. Ayrica, herbisitin ekosisterne en az sevide toksik etki yapmast ve
toprakta mikroorganizmalar tarafindan kisa siirede yikilabilmesi de istenen
Szellikler arasindadie.

Son yillarda kiiltiir bitkilerinin genetik manipiilasyonlar yoluyla herbisitlere dayanikh
hale getirilmesi yoniinde galigmalar gézlenmekte olup, bu bilgiler farkl yazarlar
tarafindan derlenmistir (Botterman ve Leemans, 1988; Mazur ve Falco, 1989;
Hoyle, 1993). Yapilan bu calismalardaki baglica amac, kullanilan herbisitin
uygularna sontast yabanct otlant etkilerken, kaltir bitkiletinin bu muameleden
etkilenmesini onlemektir (Sekil 17.2, Sekil 17.4, Sekil 17.5).

Kiiltiir bitkilerine herbisitlere karss dayamiklilik kazandinlmas: yoninde yapilan
caligmalarda basglica ti¢ defisik strateji izlenmektedir:

1. Hedef molekiiliin modifikasyonu,
2. Hedef molekilin fazla dretimi,

3. Etken maddenin detoksifikasyonu.
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Bu stratejilerden ilk ikisi herbisitin etkiledifi hedef molekillin aktif maddeden
korunmasina yénelik olup, son stratejide ise aktif maddenin farklt bir bilesige
gevrilerck etkenlifinin ortadan kaldmilmas: amaclanmaktadie. Bahsi gecen bu
stratejilerin basartl: olarak uygulanabilmesi icin molekiller biyoloji, 6zeiliklede
genettk milhendislii, genetik transformasyen ve bitki doku kaltiri gibi defisik
yontemlerin uygulanmass gerekmektedir, Bagka bir deyisle, hedef gen klonlanmast,
uygun bix transformasyon vektSriinln olugturzlmasy, uygun bir gen aktanim sistemi

kullanlarak  kiltir  bitkisinin -~ genetk transformasyonu ve rejenerasyonu
gerekmektedir.

17.3.1. Hedef molekiiliin modifikasyonu

Bu stratejide; herbisitin aktif maddesinin hedef deigl proteinin modifikasyond,
baska bir deyisle proteinin aktif maddeye duyarsiz hale getirmesi amaclanmakeadsr.
Sonug olarak, killtir bitkilerine normal hicresel fonksiyonunu yerine getirebilen,
ancak  herbisitin - aktf maddesince  etkilenmeyen yeni bir  protein
sentezlettitiimektedir. Bu sayede, herbisitin varlfinda kdltir bitkisi yasammi
stirdiirebilmeltedir. Bu konuda yiritilen c¢aligmalarda iki degisik yaklagim
gozlenmektedir. Bunlardan ilkinde hedef proteinin sentezinden sorumlu gen kiiltir
bitkisinden izole edilmekte ve gerekli manipiilasyonlar sonrast tekrar killtGr
bitkisine aktartlmaktadir. Sistem sematik olarak asagadaki gibidit:

Hedef genin kiiltiir bitkisinden izolasyonu

v

Hedef genin manipiilasyonu

v

Maniiplasyonu yapilan genin, gen aktarim

vektdrlerine klonlanmas

v

Vektdr aracihigiyla hedef genin bitki

hiicrelerine aktarimi

v

Transgenik bitkilerin rejenerasyonu ve segimi
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Glikoz AMINOTRIAZOL
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Sekil 17.1. Bitkilerde amino asit sentez vollan®e herbisic etki mekanizmast.

Herbisit uygulamast

Bitkilerin hepsi &liir
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Sekil 17.2. Flethisite dayandkh killeir bickiletinin genis spekirumlu herbisit
kullansmundaki etkioliginin sematik olarak gésterimi.
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Ikinci vaklasimda ise hedef proteinin sentezinden sorumlu gen, herbisite
dayanikliltk gésteren bir difer organizmadan (bakteri veya diger bir bitkiden) izole
edilmekte ve kiiltir bitkisine aktardmaktadir. Sistem, sematik olarak su sekilde ifade
edilebilir:

Herbisite dayanikli organizmanin belitlenmesi

v

Hedef genin bu organizmadan izolasyonu

v @

Hedef genin gen aktanim vektétlerine klonlanmas:

v

Vektér aractlifnyla hedef genin bitki

hiicrelerine aktarim

v

Transgenik bitkilerin rejenerasyonu ve segimi

S6z konusu stratej; izlenerek ve mutant ALY genlerd kullandarak sulfonilurea tipi
hetbisitlere dayaniklt transgenik bitkiler geligtirilerek (Bedbrook we ark., 1988;
Haughn ve ark., 1988; Fromm s¢ ark., 1990, Brandle ve ark., 1994) tarla denemeleri
yapdmustr (Brandle ve Miki, 1993),

Benzeri strateji fotosistern-IT Qg proteinini etikleyen triazin tipi herbisitler icin de
uygulanmister. Triazine dayanikh yabanet otlardan ve syanobakteriden izole edilen
pebA geni vitiine aktardlarak atrazine dayanikl transgenik bitkiler elde edilmigtir
(Cheung #e ark., 1988). Mutant psb1 geni tagiyan patates hilcre kiiltlrlerinin de
atrazine dayanukldik gésterdikleri saptanmugtr (Smeada ve ark., 1993).

Yine benzer bir yaklasimla, Sabwonella typhinurine’dan izole edilen mutant bir aro
geni tiitlin ve domatese aktartlarak glifosata dayantkli bitkiler elde edilmistir (Comai
ve ark., 1985; Della-Cioppa #¢ ark, 1987). Karacamda viiriitiilen transformasyon
caliymalarinda da, a1 geni aktarlarak herbisite dayanikll transgenik bitki elde
edilmistir (Shin ve ark., 1994).

195



H.A. Oktem

Bu konuda bir diger ﬂgmg uygulama ise, memelilerde ilaglart metabolize eden P450
monooksigenaz enziminin sentezinden sorumiu genin tiitine aktarihmast ile
herbisite dayanikhilik kazandirlmasidir (Shiota ve Ohkawa, 1994).

Hedef genin modifikasyénu ile herbisite dayami{il transgenik  bitkilerin
gehqmmimesmde son olarak uygulanan bir strateji ise, hedef molekillin yapuss,
aktarilan sentetik RNA/DNA molekiilleri ile degistrilmektedir (Zhu »e ark., 2000).
Bu strateji kullandarak immidazolin bazl herbisitlere dayanikls transgenik sty
bitkileri gelistirilrnistir.

17.3.2. Hedef molekiiliin fazla tiretimi

Tkinci stratejide, bitiklerdeki hedef molekiil bazi genetik manipiilasyontar sonucu
daha fazla tretilmekte, boylece herbisit aktif maddesinin vatlifinda bile hedef
molekiilin sorumlu oldugu hiicresel fonksiyonlar yerine getirilebilmektedir. Bu
yonde petunya tzetinde yapilan calismalarda EPSPS aktivitesi 20 kez arttsilarak
glifosata tolerans saglanmugtir (Shah ze ark., 1986). Baska bir galismada, dartdan
izole edilen EPSPS geni bugdaya aktardarak, eldg edilen kallus dokusunun glifosata
dayaniklilik gosterdifi bildirilmistie (Vasil ze ark., 1991). Brassica napus’ta glutamin
sentetaz enziminin fazla sentezlettisilmesi sonucunda fosfinotrisin (PPT)ne
dayanikli bitkiler elde edilmistiv (Downs. e ark., 1994), Ayni strateji, titlinde de
uygulantmug ve bagarilt sonuglar elde edilmistir (Eckes ze ark., 1989).

17.3.3. Etken maddenin detoksifikasyonu

Uciincti ve son stratejide ise, bitkiye herbisitin aktif maddesini detoksifiye eden yeni
bir enzim sentezlettirilmektedir. Bu amacla, detoksifikasyon yapan enzimin
sentezinden sorumlu gen Dbitkilere aktardmakta, bu sayede de herbisitin aktif
maddesi hedef molekiilii etkileyemeyen bir bilesige cevrilmekte, dolayisiyla hedef
molekiil de herbisitin varlifinda bile notmal hiicresel iglevini ylriitebilmelktedir.

Bu konuda yapilan galigmalar sonucunda, bitkilere 2-4,13 detoksifikasyonunu
miimkiin kilan bakteti orijinli monooksigenaz enzimi sentezlettirilerek bu herbisite
dayanikls titlin (Streber ve Willmitzer, 1989) ve pamuk (Lyon v ark., 1989) bitkileri
gelistirilmigtir. Yine, PPT"in detoksifikasyonunu saglamak amactyla bakteri orfjindi
bar (Murakami ve ark., 1986; Thompson e ark., 1987) ve pat (Wohllenberg vz ark.,
1988) genleri bitkilere aktarlarak bialafos ve/veya glufosinat amonyuma dayandkds
transgenik bitkiler gelistirilmis olup (e Block wve ark.,, 1987; Vasil ve ark., 1992),
tarla denemelerinde de bu bitkilerin yitksek dozda herbisite dayantklik
gésterdikleri saptanmugtir (De Greef ze ark., 1989; D’Halluin s ark., 199G (Sekil
17.4, Sekil 17.5).
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Son yillarda ise bitkilere herbisitierin akuf maddelerine Szglin  antikotlar
irettirilerek, herbisite dayanikli transgenik bitkilerin eldesine yonelik caltgmalara da
tastlanmaktadir (Longstaff v ark., 1996).

17.4. Glutamin Sentetaz Inhibitérleri

Gram pozitif toprak bakterileri olan Strepromyces  bygroscopicus ve  Streplomyces
vitidochromogenes  suslart  fosfonotrisil-alanil-alanin  yaptsinda  bir  tripeptd
tretmektedirler. Bakteriler tarafindan iiretilen bu hilesik Bialafos olarak adlandirilan
bir antibiyotiktir. Bialaphos'un hiicte icerisinde peptidaz aktivitesi ile hidrolizi -
sonucu ortaya ¢ikan fosfinotrisin (PPT), glutamin amino asidinin bir analofu olup,
amino asit biyosentzinde rol alan glutamin sentetaz (GS) enziminin raki
inhibitorddir. PPT bakteri, bitki ve hayvan hicrelerinde GS enzimlerini inhibe
edebilmekte ve bu Szelliginden dolayt kontak etk\ix total bir herbisit olarak da
kullanitmaktadie.

PPT herbisit olarak iki degisik ticari gekilde pazara sunulmaktadir. Alman Hoechst
firmast PPT’nin amonyum tuzu olan glufosinat amonyumu (ammonium-DL.-
homoanalin-4-yl(methyl)phosphinate) kimyasal olarak sentezlemekie ve BASTA®
ticari adi altinda pazara stirmektedir. Herbisitin dxger ticari gekli ise Japon Meiji
Seika firmast tarfindan Herbiace® ticari ismi altinda pivasaya suriilmektedir. Bu

preperatta bialafos Sireplomyces hygroscopicuns suglarindan fermantasyon yoluyla elde
edilmektedir.

17.4.1. PPT etki mekanizmasi

Bir onceld boliimde de kisaca agiklandift glbi PPT amino asit bLyosentezmde
énemli rolii olan glutamin sentetaz enzimini inhibe etmektedis. GS enzimi (E.C.
6.3.1.1), glutamik asit ile amonyumun tepkimeye girerek glutamini olugturdugu
tepkimeyi katalizleyen enzimdir. Bitkilerde GS’in degigik izozimleri bulunmaktadur
(Lee ve ark., 1993; Tingey ve ark., 1987, Peatson ve Ji, 1994; Downs 2¢ ark., 1994;
Cabello vz ark., 1994). Bu izozimler sitosolik (GS:} ve kloroplastik (GSz) olarak
stniflanderdmyglardie (McNally ve ank., 1983).

Glutamik asit + NHy* + ATP «—  Glatamin + ADP + P, + H*

Bitkilerde GS enzimi, nitratin indirgenmesi, amino asit degredasyonu ve
fotorespirasyon sonucu ortaya ¢tkan NH¢*un asimilasyonunu saglayan tek
enzimdir. (S aktivitesi durdufunda hiicrelerde NHg* birikimi gozlenmekte ve bu
da hticrelerde dolayisiyla bitkiler dzerinde kisa siirede 8liimeil etki yapmaktadur
(Tachibana ve ark., 1986). Ornegin, titiinde PPT uygulamasindan 24 saat sonra
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herbisit uygulanmamus bitkilere kiyasta NHi* yogunlugunda 60 misli bir arts
gozlenmistir (De Block »e ark., 1987). ‘

PPT, daha énce de agiklandigt gibi GS enziminin rakip inhibitéri olup, bu 6zellig
sayesinde kontake etkili total herbisit olarak kullanilabilmektedir. PPT bitkilerde
oldugu kadar bakteri ve hayvan hicrelerinde de GS  aktivitesini inhibe
edebilmektedir. Ancak, hayvanlarda kan-beyin engelini (blood-brain barier)
asamamast ve bébrekler yoluyla kisa stirede temizlenmesi bu organizmalar Gistiinde
toksik etki yapmarnastru saglamaktache. Ayrica, PPT toprak bakeerileri tarafindan
metabolize edilebildiginden cevrede yaratabilecedi toksik etkiler minimal seviyede
kalmakradir. Diger taraftan, hentiz PPT’e dogal olarak dayanikhlik saglayan bir bitki
tiréine rastlanmamist.

17.4.2, PPT’ye dayanikli transgenik bitkilerin geligtirilmesi

Bir énceki bélimde agiklandigt gibi PPT’in hayvanlar Gzerindeki dilgik toksisitest
ve topraktaki &mriniin kasa olmast, yabanct ot micadelesinde yaygin olarak
kullantlabilisiiligini giindeme getirmektedir. Ancak, PPT"in kontakt ethili total
herbisit olmasi, baska bir deyigle secicilifinin dfinamast yaygin olarak kullapimins
engelieven en bityiik faktérdir. Bu nedenden dolayt da PP T ye dayaniklilik gdsteren
kiiltiir bitkilerinin gelistirilmesi yontinde bircok caligma bulunmaktacr.

Bu yénde vapilan cahigmalarda baglica iki stratej kullandomustie. Bunlardan ilki
dnceki bolimlerde detayl olarak agiklanan GS enziminin miktarinin arttirilmast
yOniindeki cahgmalardir. Tkinci ve daha yaygin olarak gbzlenen yaklagim ise PPTin
hiicre icerisindek: detoksifikasyonunun mghnmasidir Ileriki boélimlerde PPTe
dayaniklt bitkilerin  eldesi yéninde yaptlan arasturmalar  detayls  olarak
actklanmaktadir,

17.4.3. PPT%i detoksifiye edebilen enzimler

Bialafos, Steplomyces bygroscopicus ve Strepromyces viridochromaogenes suslany tarafindan
iretilmektedir. Bu suglarda, PPT’in biyokimyasal sentez yollart detaylt olarak
incelenmigtir (Murakami ve ark., 1980; Hara ve ark., 1991; Alijah ve ark., 1991).
Biyosentezin 10. kademesindeki enzim, hem biyosentezin devamint saflamakta
hem de PPT" asetilasyon yoluyla etkisiz hale getirmektedir. Bagka bir deyisle, bu
suslar kendilerini drettikleri antibiyotdin oldisticl etkisinden korunmak amactyla
PPT detoksifiasyonunu miimkin kdan fosfinotrisin-N-asetiftransferaz  (PAT)
enzimini sentezlemektedirler.

PAT enziminin sentezinden sorumiu olan far ve par genleri sirasi ile 5. bygroscopicus
(Thompson ¢ ark., 1987) ve S. wiridochromogenes {Strauch ve ark., 1988) suslarnindan
izole ve karakterize edilmislerdir. Her iki gen amino asit dizileri agisindan %85
nitkleotit dizileri seviyesinde ise %87 homoloji gdstermekte, 183 amino asitlik
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proteinler sentezlemekte ve PPT"i asetile edebiimektediler (Wohlleben 2e aré.,
1988). Her iki proteinin amino asit dizilerinden tayin edilen molekiiler agurliklar
20.6 kD seviyesindedir. Her iki genin ve Griinlerinin karsilagtirmas: ‘Tablo 17.3°de
vetilmistiz,

Her iki genin firiind ofan enzimler saflastirilarak karakterize edilmistir. Bar geninden
sentezlenen PAT enzimi, SDS-PAGE analizi ile belirlenen 22-23 kD agirlizinda bir
enzimdir (Botterman s ark, 1991). Ayni sekilde, par geninin drtinii olan PAT
enzimi SDS-PAGE analizinde benzer bir molekiler afrligt géstermekte, fakat daha
fazla 151 dayaniklifs gostermektedir (Vinnemeier 22 ark., 1995). Konuyla tlgili olarak
ctkan son yaymnda ise her iki genin iirGni olan PAT enzirni kargtlagtirlmall olarak -
galistlmyg, ve dogal formunun 41 kD agrliginda homodimer yapida oldugu, ve
bitkilerde esit seviyede herbisite  dayantkllik | saglayabildikieri gosterilmistiy
(Wehrmann v ark., 1996). Buna ek olarak, her;iki proteinin sinditim sistemi
enzitnleri tarafindan pargalanabildigi ve deneklerde herhangi bir alerjik etki
yapmadiklars da bildirilmistir (Sekil 17.3). '

Tablo 17.3. Bar ve par genleri tarafindan sentezlenen BAR we PAT enzimlerinin
karsthistindmast (Vinnemeier, 1995; Wehrmann, 1996).

Ozellik pat geni firiini bar geni {irtinii
Izole edildigi organizma  § treplomyses wiridochromggenes  Streplomyoes hygroscopises
Amino asit sayist 183 183
Molekiler agarlk 206 ' 20.6
Enzimin molekitler agirlsgt 40 kD 21-23 kD
Alt tinite molekdler agurlin 21-23 kD 21-23 kD
Asetile Edilen bilesikler PPT » MSO>DMPT PPT » DMPT>MSO>Glutamat
Dénig saytst (22°C)y 9.2 saniye -
(35°Cy 27 saniye 244 saniye
pH optimumu 7.0-8.0 7.5-8.5
Stcaklik optimumu 43 °C 43 °C

17.4.4. Gen aktanim c¢aligmalart

Literatir incelendiinde, PPTe dayaniklt transpenik bitkilerin eldesinde pat geni ile
mukayese edildifinde dar geni ile yapilan calismalarin yaygmlgs dikkat cekmektedir.
Bu konudaki itk literatiiz bilgisine 1987 yilinda rastlanmaktadir (De Block se ark.,
1987). Bunu takip eden yllarda, asaguda da gériilebilecegi gibi bircok laboratuvar,
bar veya par genini kullanarak degisik bitki tirderinde PPT% dayanikl bitkiler
gelistirmey! bagarmuslardir (Sekil 17.4, Sekil 17.5). Bunun yans sira, bar geni dzellikle
tek cenekli bitkilerde yapilan transformasyon calismalarinda secici gen olarak da
yaygn olarak kullandmakeadie (Wilmink ve Dons, 1993). Bu calismalarda hedef
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bitkilere bar geni aktattlmakta ve tretilen transgenik gesitler PPT1 dektoksifiye eden
BAR enzimini sentezleyebildikletinden dolayt herbisite maruz’ kaldiklarmnda
PPT den etkilenmemektedirler.

Bugiine kadar yapilan gahgmalarda PPT’e dayanikh tiitiin, (De Block 2 ark., 1987,
Van Der Hoeven ze ark., 1994; Oktem, 1998), domates (De Block #e ark., 1987),
patates (De Block ve ark., 1987; Filbo ve ark,, 1994), seker pancart (Botterman ve
Leemans, 1988; Hall ze ark., 1996), Brassica olracea (De Block ve ark., 1989,
Mukhopadhyay #e ark., 1991), Brassica napus (De Block ¢ ark., 1989), Arabidopsis
thaliana (Bechtold ve ark., 1993), bugday (Vasil ze ark., 1992; 1993), celtik (Datta ve
ark., 1990; Cao re ark.,, 1992; Toki ve ark., 1992; Cornejo ve ark., 1993; Rathore ve
ark., 1993; Chamberlain 22 ark., 1994), nusir (Fromm ve ark., 1990; Gordon-Kamm
ve ark., 1990; Spencer ze ark., 1990; 1992), atpa  (Wan ve Lemaux, 1994), yulaf
(Sommers se ark., 1992), bezelye (Grant ve ark., 1995), karanfil (Zuker vz ark,
1995), Scoparia duclis L. (Yamazalki ve ark., 1996}, Plewrotus ostreatus (Yanal ve ark.,
1996) ve Agrotis palustris Huds (Lee ve ark., 1996) transgenik bitkileri elde edilmitir.
Bu trensgenik bitkilerin bazdarnda tarla denemeleri de yapidmugur (De Greef ve
ark., 1989; OECD, 1993).

>
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Sekil 17.3. PAT (A) ve BAR (B) enzimlerinin mide ézsuyn tarafindan sindinimi. Saf
enzimler mide Szsuyu ile farkls siirelerde beidetilmis ve SDS-PAGE ile analiz edilmiglerdir.
Ay stirelerde muamele edilen enzirlerin aktiviteleri de Slelilmiistiir, Gortldizgil gibi mide
dzsuyu ile muameleden 15 sanive sonra her iki enzim de pargalanmakta ve aktivitelerind
tamamen vitirmektedider (Wehrmann ze ark., 1996).
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Sekil 17.4. Bar geninin aktarldign ve BASTA ‘herbisitine dayanuk transgenik
kolzantn tarla testled. Komtrol “Drakar” cesidi én planda , transgenik “Drakar”
cesidi ise arka planda verilmistir (Salamini ve Moto, 1994 ten izin alnarak).

Sekdl 17.5. a) %1 diizeyinde BASTA herbisiti uygulannug transgentk (soldaki, far
geni aktardmes) ve kontrol {sagdald) titlin bitkilerinin 21 giin sonraki gorlintigleri
{Oktem, 1998). b) Normal dozun {ic misth BASTA herbisiti uygulannug transgenik
{soldaki, par geni akrardmug) ve kontrol (sagdaki) sekerpancan bitkilerinin 14 gia
sontzki goriniiglers (Hall e ark., 1996).

Yapdan bu gabgmalarda bitki tirGne bagl olarak farkls gen aktanim yontemlert
kullandeugtir. Ayrea, ¢alismalarda bgr geninin bitki genomunda ifadesi farkh
promotor ve terrninatdr bolgeleri ile saglanmusur. Genelde kuollandan promotor
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karntbahar mozaik viriisd 358 RNA sentezini kontol eden promotordur (CaMV
358) (Guilley #e ark, 1982; Odell 2 ark., 1985). Yapidan cabsmalann sonuglan
incelendiginde bu promotor kullanilarak elde edilen tiim transgenik bitkilerin PPT e
dayanikldik gésterdigi gozlenmektedir. Bunun yanusira ber geninin kontrolu, Par
(van der Hoven e ark, 1994}, Emu (Last 2 ark., 1991) ve UBI (Christensen se
ark., 1992) gibi farkl: promotor bolgelerinin kontrolu altinda da denenmistir (van
der Hoven ve ark., 1994; Cortnejo 2e ark., 1993; Chamberlain ze ark., 1994},

17.5. Sonug

1980°1 yillarin baginda baglayan transgenik bitki teknolojisi gliniimiizde sagirtics bir
tempo ile gelismeye devam etmektedir. Bu teknolojinin pazara yansiyan itk ticari
triinleri herbisit ve béceklere dayanidkls transgenik bitkiler olmugtur, Halen diinya
genelinde yaklagik 40 milyon hektar alanda ekimi yapilmakta olan transgenik
bitkilerin %70°lik baliimiini herbisite dayanikli transgenik bitkiler olugturmaktadsr.
Bunun bir sonucu olarak da herbisite dayanikls rransgenik bitkilerin yararlart kadar
olustutabilecekleti potansiyel risk ve tehlikelesi de sorgulanmaktadir.

En cok sorulan soru ise, herbisite karsi daﬁmikhﬁ%{ saflayan genin kilinir
tiirlerinden  yabani titlere kagmasi durumunda ne gibi  ekolojik  etkiler
olugturabilecegidir. Bir diger yaygin kant ise, bu tip bitkierin herbisit kullanimuns
ézendirebilecegi dolayist ile pestisit kullanmmint arturabilecegidir.

Madalyonun diger yiiztinde ise, herbisite dayarukl kiilttir tielerinin kullandmass ile
cok daha etkin ve halihazirdaki meveut durama nazaran daha cevre dostu bir
yabanct ot miicadelesi gergeklestirilebilecedi yéninde de gdrisler bulunmakeadir,

Herbisite dayanikli transgenik bitkiler hakkinda dne striilen gériislede ilgili olarak
bu bélimde detaylara inilmeyecektir. Ancak, her teknolojide oldugu gibi transgenik
bitki teknolojisinin de getirdifi yararlarm yam sira, tagidigt bazi potansiyel risklesin
oldufunu da kabul etmek gerekmektedir. Bu nedenle, bahsi gegen teknoloji ele
almirken sadece yaratlarn veya sadece zaratlamnin 6ne cikartilmasindan zivade,
gercekel ve sistematik bir risk degerlendirme yontemi uygulanagak bu teknolojiden
maksimum seviyede yaratlanabidme yollagt arastedmalidir,
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18.1. Girig

Tarimsal Gretimde farkl etmenlerden dolay: olusan &riin kayiplant yiriitiilen farklt
miicadele yontemlerine rafmen kacindmaz olmaktadir. Diinyada tiim etrnenlere
dayalt verim kayiplars 500 milyar dolar (USD) olarak tabmin edilmekeedir (Oerka e
ark., 1994). Yabanct ot, hastalik ve zararh bocekler tarafindan olugturulan kayiplarin
ise %045 seviyesinde oldugu belirtilmektedir.

Zararh bocekletle miicadele yapilmadifinda bazt bitkilerde oldukea yiksek
saytlabilecek kayiplar olugabilmektedir (Duck ve Evola, 1997). Ornegin patateste,
patates bocegi ile miicadele yaptmadifinda %47 olan kaytp, micadele ile %1’
indirilebilmektedir. Benzer sekilde, bufdayda siine miicadelesi yapilmadifinda
%902 varan kayiplar olusabilmektedir. Bu nedenle de zararl bécekierle
miucadelede, kimyasal yontemler {insektisit kullanimit) basta olmak tizere farkls
uygulamalara gidilmektedir. Miicadelede kullanilan insektisitler igin harcanan
tutarlar Tablo 18.1°de, miicadeleye ragmen olusan kayiplar ise Tablo 18.2'de
verilmektedir, Tablolacdan da gériilebilecegi gibi bocek miicadelesine ragmen
Snemli Grlin kayiplar: olugmaktadir.,

Ozcan S, Giirel £, Babaoglu M {2001) Bitki Biyoteknolofisi 11 -
Genetik Mihendisligi ve Uygulamalan, Sefquk Universitesi Basimevi
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Giintimiizde molekiller biyoloji tekniklerindeki gelismeler sayesinde zararliarla
mucadelede gen teknolojisi yontemlest kullantlabilit duruma gelmistir. Bu miicadele
yontemi, bocekler Gzerinde toksik etki yapan proteinlerin (insektisidal proteinler)
sentezinden sorumlu genlerin bitkilere aktardarak transgenik bitkilerin geligtirilmesi
esastna dayanmakiader. Giintimizde bahsi gegen teknolojide en yaygin kullanian
genler dogal ve sentetik Bacillus thuringiensis (Bt) 8—endotoksin proteinlerinin
sentezinden sorumlu olan ¢y’ genleridir. Bu konuda akadermik birimlerin yant sira,
ticari sirketlerin  Ar&Ge birimlerinde de yogun arastirmalann  ylritildigi
gbzlenmektedir. Bunun sonucu olarak da Bt endotoksinlerini tagtyan ilk generasyon
teansgentk bitkiler ticari olarak Gretlmekteditler.

Tablo 18.1. Diinya genehinde insektisit- Tablo 18.2. Insekiisit kullanimina rafmen

lere harcanan para (Krattiger, 1997). : olusan. tiriie kayiplar: (Kaattiger, 1997).
Insektisit Tutart .‘ Kayip Kayip

Bitki (milyar $} Bitki (milyar $) (%)

Meyve-Sebze 2,465 Celtik 45,000 27

Pamuk 1,870 Meyve 26,000 6

Celtik 1,190 -

Musir 620

Diger 1,965

Toplam 8,110

Béceklere dayanikl transgenik bitkilerin gelistiriimesinde Bf endotoksin genlerine
ck olatak farkl stratejiler de kullandabilmektedir. Bu insektisidal etki gdsteren
proteinler icerisinde en {imnitvar érnekler, ¢esith proteinaz inhibitérleri, c-arnilaz
inhibitorleri, lektinler, kitinaz, kolesterol oksidaz enzimi, avidin ve VIP (vegetative
insectisidal proteins) proteinlerini icermektedir.

llerleyen béliimlerde, yukarida bahsi gecen insekedsidal protemnlerin  etki
mekanizmalart ve bu proteinlerin sentezlerinden sorumla genlerin transferi ile elde
edilen transgenik bitkiler hakkinda bilgi verilecektir. Boceklere dayantkli transgenik
bitkiler hakkinda daha detayli bilgiler, daha énce yayinlanmug muhtelif detlemelerde
(Brunke ve Meeusen, 1991; Shah »e ark., 1995; Estrach #2 ark., 1997; Jouanin ve
ark., 1998; Schuler se ark., 1998; Bent ve Yu, 1999; Hidler ve Boulter, 1999; Watt,
1999) ve konunun tim boyutlart ve dtnekleri e ele alindsgit Carozzi ve Koziel
(1997)de bulunabilir.

! Bacillys thuriagiensis 8-endotoksin proteinlerinin kristal yapdanndan dolayy, bu proteinlerin
sentezinden  soramlu  genler ‘crystalline’nin kisaltoast  olan ey’ ibaresi  ile
gostertimektedirler. ‘Cry’ ibaresi ise ilgili proteinleri géstermekte kullantmaktadiz.
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18.2. Bacillus thuringiensis §-endotoksinleri

Gram pozitif bir bakteri olan Bacillus thuringiensis (Bt) ik olarak 1902 yilinda
Japonya’da kesfedilmistir. Daha sonra 1911°de bir un givesi popilasyonundan,
Berlier tarafindan Thidringen {Almanya)’de yeniden izole ve karakterize edilmistir.
Bu bakteriler sporiilasyon espasinda insektisidal etki gdsteren bazi yapilar
olusturmaktadular. Bu keistalize yapdar delta-endotoksin olarak adlandirlan pro-
toksinlerden olugmaktadirlar, Bt suslars sinuls konukeu profili olan farkll kristalize
(Cry) proteinler tiretmekteditler.

Gliniimiizde farklt Bt izolatlarindan 130’un tlzerinde Bz endotoksin geni izole
edilmis ve niikleotid dizileri belirlenmigtir (Hofte ve Whiteley, 1989; Crickmore ve
ark., 1998). Ayrica, Bt toksininin bilimsel adlanditlmast icin bazt web (dznek:
hip:] [ epunive.bioks.susx.acuk] Home/ Neil_Crickmore/ Bt/ index.biml) adreslerinden de
bilgi elde edilebilir. Bt endotoksin proteinleri yapisal &zellikleri ve konukgu
profillerine gore Cry-I, Cry-Il, Cry-III ve Cry-IV olmak tizere dért farkli grupta
kategorize edilmektedir. Bunlardan Cry-I toksinleri Lepidoptera izerinde etk
gosterirken, Cry-IIT toksinleri Coleoptera Cry-IV ise Diptera iizerinde etkili
olabilmektedir. Cry-II toksinlerinin ise hetn Lepigoptera hem de Diptera tizerinde
etkin olduldar bilinmektedie.

Bt delta-endotoksinleri, pro-toksin halinde 130 kDa bityiikligtindeki proteinlerden
olugmaktadwr. Toksinler, bocekler tarafindan alindiinda, orta bagirsak bolgesinde
cozlilmekte ve proteolitik aktivite sonucu 65-70 kDa buyikligindeki aktif
formlarina  déndsmektedirler (Sekil 18.1) (Grochulski, 1995). Toksinin etki
mekanizmasy, akdf haldeki toksinlerin bagirsak epitel hiicrelerinde bulunan reseptor
bolgelerine baglanmasini takiben hiicre zari tizerinde delikier olusturmast sonucuy,
bu hiicrelerin patlamas: ile olugmaktadst (Gill ve ark., 1992, Knowles ve Dow,
1993). Etki mekanizmast sematik olarak Sekil 18.2°de gsterilmektedir.

Bt, 40 yildur biyo-insektisit olarak kullandaktadir. Bu formiilasyonlarin insan,
hayvan ve hedef digt fauna tzerinde etkisiz olmalarina kargin simurlt kalserliklags
kullanimlaring kisitlayan en Gnemii faktrdir. Halen kullanilmakta olan biyo-
insekstisitlerin %90t Bt formulasyon[armdan olugmakta olup, Bt endotoksinleri
toplam insektisit pazarinin %5%ini olugturmakiadir (Lambert ve Peferon, 1992).

18.3. Bt Geni Tagtyan Transgenik Bitkiler

Insektisidal protein iiretebilen ilk Br geninin 1981 yiinda izole edilmesi ve
klonlanmasindan sonra (Schnepf ve Whiteley, 1981) bu ve benzeri genlerin
bitkilere aktardmass konusundaki aragtirmalar yogunluk kazanmsstie {Peforon 1997;
Maagd e ark., 1999). Bt genini tagiyan ilk transgenik bitkiler 1987 yilinda
gelistirtimistic (Vaeck ve ark., 1987; Barton we ark., 1987, Fischhoff vz ark., 1987}
Bunu takiben 1990’k yillarin baginda 7 degisik grup Bf genlerini tasiyan transgenik
bitkilerle tarla denemeleri gerceklestirmiglerdir (IKoziel ve ark., 1993). Bu caligmalar
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sonucunda Br genlerinin bitkilerde ifade (ekspres) edilebildifi gdsterilmigtir. Ancak
bu aragtirmalar sonucu, dogal Bf genlerinin bitkilerde ditgitk olan ifade oranlarinim
(1-5 ng/mg protein} boceklere dayanikliik icin yeterli diizeyde olmadifi da
saptanmmgtir.

(a) AKNF toksin
cyin B
Cryit
Cry3A 1
e
Transgenik bitkilerde dizeltilmis (kesilmis) formilar v
[¢] 8600 : 1200
Amming asit says)
{b)

Sekil 18.1, Ustte: Bacillus thuringiensis delta endotoksinlerin sematk olarak gosterim:i. Bar
yaklastk amino asit sayilanim gdstermektedir, Sekil tim Bt kistallerinde bulunan protoksin
geninin firlinlerini gostermektedir. Bocek bafirsak proteazlan, proteini C-terminalinde
hidrolize ederek (gri bélgeler) ok ile gdsterilen aktif toksinin olusmasint saglamaktadizlar.
Altta: Aktive edilmis bir CrylA toksininin {ic boyutlu yapsst. Toksinde fi¢ fonksiyonel bélge
bulunmaktadir. Mavi ile gosterilen bélge, toksinin hilere zarnna gidls ve delik olusumundan
sorumin bélgediz. Yegll ve kirmuz kistmiar, reseptorlerin tanmmasmdan ve reseptilere
baglanmadan sorumiu bilgeleni gostermektedit. (Grochulski, 1995; Maagd e ark., 1999°dan
almarak}.

Bunun baslica nedeni Bz genlerinde yitksek olan adenin/timin (A/T) oranmin
bitkilerde yiksek olan guanin/sitozin {G/C) oranndan farkh olmasidie. Bu
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nedente, aragtirictiar daha sonraki uygulamalarda, Br genlerinin kismen modifiye
veya tamamen sentetik formlagmi ve farkls promotor kombinasyonlarint kuilanarak,
protein ifade seviyelerini 100-200 ng/mg dizeyine gikartarak, bu sayede tarla
kosullarinda etkin bir bécek miicadelesint olast kilmiglardie {(ICoziel v ark., 1993;
Willigr~s ve ark., 1993; McBride ve ark., 1995; Perlak ve ark., 1990, 1991, 1993}

K

Sekil 18.2. Bt toksinlerinin etk: mekanszmast, A} Br gen: tagiyan transgenik
bitkinin bécek tarafmdan alinmast B) Protein yaprsmdaki toksinin bicek orta
bagirsafinda proteinazlar tarafindan sktf formuna dondirilmes: C) Akdf
toksinin epitel hiicreler iizerinde bulunan ilgih reseptdrlere baflanmasi D)
Hiicre zatlarinda delik olusumu ve hitcrelerin Stimd,

Halen 25in Gzerinde bitki tiriinde Bf genlerini tagtyan transgenik bitkiler
gelistitilmis  durumdadie (Schuler we ark, 1998; USDA/APHIS Biotechnology
Pernit Database: htip:/ /www.aphis.usda.gov/bbep/bp/). Bu bitkiler ve tagidikdan
kristal protinler Tablo 18.3’de 6zetlenmistir. Baz: drnekler ise Sekil 18.3, Sekil 18.4,
Sekil 18.5°de verilmistir.

Br genlerini tagmyan transgenik bitkiler Gzerindeki yofun aragtirmalar sonucu, ilk
ticari friinler 1995 yilinda piyasaya ckemgtr, Bu drinler, swasiyla CeyIA{b),
CryIA(c) ve CrylIIA toksin proteinledni Greten musyr (Maximixer™ Novatris),
pamuk (Bollgard™, Monsanto) ve patates (Newleaf'™, Monsanto) bitkileridir.
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Tablo 18.3. B geninin aktarldig kileir bitkiler: ve dayanikhligin saglandigl zarach bécekler.

Bitld Gen Tipi Hedef Bécek Kaynak
Tihtiin CrylA{a) D Manduea sextat Barton v ark., 1987
CrylA(k) D Marduca sexctdl Vaeck ve ark., 1987
CrolAdb)(c) KS  Manduca sexctat Perlak ve ark., 1991
CrplA(fh) D Mandusa sexctal Willlams ve ark., 1993
CrylA(s) D Heliothis virescens, McBride e ark., 1995
Heliothis sat
Cn2AdA4z S Heliothis virescens? Brandy ve ark., 2001
(kloraplast) Helicoverpa seal
Spodoptera exignat
CnlC S Spodoptera bittoralis Strizhov ze ark., 1996 ¢
Domates Cryl Ak} D Heliothic virescenst - Fischoff ve ark., 1987
CrplAfh D Heliothis virescenst Delannay ze ark,, 1989
Pamuk CplAp)d() S Heliothis virescens!, Perlak z ark., 1990
Helrothls sea
CrolAfb)&(c) S Heliothis virescens' Parker e ark., 2000
Patates CrolAfk) D Phthorimaca operinleiiat Peferon, 1992
Crys D Phthorimaea opercalelia® Mohammed ze aré.,
2000
CrplliAd S Leptinotarsa decemiinsata® Adang #r ark., 1993
CrylllA S Leptinotarsa decembineata® Petlak v ark., 1993
Tatl patates  CrplllA D Cylas formicarus Moran » ark., 1998
Brokoli CrylAfe) S Plutella scylostellad Metz e ark., 1995
CrylAfs) S Plutella seylostella Tang ve ark., 1999
CrlC S P/z_zte//a xylostella! Zhao ze ark., 2000
Patlsican CrddIIB KS  Leptingiarsa decemiineata Arpaia e ark., 1997
CrylilB KS  Lepiinatarsa de;em!iﬂmtaz Acdiard we ark., 2000
Lahana CrylAb3) S Pintella scylostellal Jin ve ark., 2000
Yonca CnlIC S Spodeptera httoralist Strizhowv 2 ark., 1996
Kolza  CrylAf) S Phutella xylosteliat, Stewart ve ark., 19962
Heliothis qea!
Kahve CrpLAfs) S Cyffea cansphora Leroy v ark., 2000
Soya Cryl4fe) S Heliothir virescenst, Stewart ve ark., 1996b
: Heliothir zea',
Prendgplusia inclydens'
CrylAfe) S Heficoverpa sea, Walker v ark., 2000
Aunticarsia genmmatakis
Nohut CrylAfe) K8 Heliothis armigera IKar ve ark., 1997
Yer fisugt CryLAfs) KS  “Lesser cornstalk borer” Singist »e ark., 1997
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Tablo 18.3’lin devamu. ..

Kaynak

Bitki Gen Tipi Hedef Bécek

Misir CrylAfh) S Ostrinia nubilafis Kozel ve ark., 1993
Cry9C D Diatrea grandiosella Lambert we ark., 1996
CrlAb)& (5) S Outrinia nubilalist Bohorova ze ark., 1999

Celtik CrylAfh) S Chilo suppressalis Fujimoto we ark., 1993
CrylAfb) S Craphalsrosis medinalis Winn e ark., 1996
CrylAfh) S Chily suppressalis Datta ve ark., 1998
Crldd)& S Chilo suppressalis’ Cheng ve ark., 1998
CryLAb) S Chilo suppressalist Alam ze ark., 1999
CnlB S Chilo suppressalis Breitler ze ark., 2000
CrplA b)) S Chilo suppressalist T ze ark,, 2000

Kavak Cryldfa) KS  Lymaniria dispart McCown ze ark., 1991
CrplILA 1> Chrysomela tremnlad Cotnu v ark., 1996
Crylll4 KS 2 Wang ze ark., 1996

Brassica CrylAfb)&(e) S Phatelia scylostella? Xaang ve ark., 2000

D=dogal, KS=kismen sentetik, S=sentetik, 1=1epidopter, ZgColeopter, ?=belirtidmenis.

Giintimizde Bf genlerini tastyan transgenik bitkilerin ekilis alanlarr 1999 yilt
itibariyle 11.7 Milyon hektan bulmaktadie (James, 2000). Be- transgenik musit ve
pamuk swast ile, 7.5 ve 1.3 milyon hekrarlik alanda ekilmektedirler. Bunlara ek
olarak, hem herbisit hem de boceklere dayaniklt (B musir ve pamugun ekilis
alanlart da sirast dle, 2.1 ve 0.8 milyon hektar olarak belirtilmektedir (James, 2000).
Verilen bu defetlere 6nemli dlciide transgenik bitki tartminin yapddigr belirtilen
Cin dahil degildir. Transgenik bitkiletin kullanim alanlazs Szellikle Amerika
kitasinda yogurll'l;.rm;. olup Avrapa’da heniiz yaygin olarak kullanilmamaktadiz.
Ulkemizde ise Tamm ve Kéyisleri Bakanhgt ile bazt ozel sirketlerin (Srnek:
Monsanto, Sekil 18.4) yiiriitriigit tarla denemeleri diginda herhangl bir tiretim
bulunmamakt’iélr

Bt genlerini iagyan transgenik bitkilerin genss tarim alanlarinda kullantmlar ile ilgili
kargt goriisler de bulunmaktadir. Bu gérigler iki ana baglik alunda dzetlenebilir; 1)
toksinin hedef olmayan organizmalar (bécekler lizerinden beslenen avetlar ve
parazitler) Uzerinde olugturabilecedi olumsuz etkiler, 2) zararh béceklerin toksine
stirekli maruz kalmalart sonucu Bt toksinlerine dayaniklilik olusturmalars,

Yiritilen arastrmalar sonucunda, yukarida belirtilen hususlar iizerinde farkl
bulgular meveut olup, konu tim boyutlart e yeni yayinlanan derlemelerde -
degerlendiriimektedir (Frutos ze ark., 1999; Schuler ve ark., 1998). Buna ek clarak,
ekolojik risk degerlendirmesi ve toksinlere dayanikhilik gelistirme konusunda daha
detayls bilgiler veren kaynaklar da literatiizde meveuttur (Shelton ve ark., 2000).
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Sekil 18.3. a) Bt sIC geninin aktarildgy krizantem bitkisinin (soldaki) kentrol bitkisine
(sagdaki) nazaran arywarm larvasma kargt gOsterdigi dayanikliik (Maagd 2z ark., 1999). b)
Mstr sap kurdunun Bt gend tagtyan transgenik (sagdaki) ve kontrol (soldaki) muste bitkisinin
govdeleri fizerinde olusturduklart zarar (Shah 2 ark, 1995). ¢) Patates bocefinin
(Leptinotarsa decombineata (Say)] Bt-ery-IlIA geni tasiyan transgenik (sagdaki) ve kontrol
(soldzki) patates bitkiled izerinde olusturdugu zarar. Her iki bitki 50-100 kadar patates
bbcegi larvasi ile enfekte edilmistir. Transgenik bitki ile beslenen larvalann 48 saat igerisinde
eldiigii belirtilmektedir. Kontrol bitkileria 7 - 10 glnde gdrdikled zarar gosterilmekiedir
(Petlak z¢ ark., 1993). d) Misir kurdu zarar sonras: transgenik (sagdaki) ve kontrol (soldaki)
bitkilerdenn  elde  edilen kocanlar  (Towa  State University, Image  Galery,
http://www.ent.iastate.edu/imagcgallcry/).
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Sekil 18.4. Br geni tamyan transgenik (soldaki sialar) ve kontrol (sagdaki siralar)
bitkilerinin, Adana'da yiiriititen tazla denemelerinde musir kocan ve sap kurduna kargs
gosterdikler tepki (Fotograf: All Tetk, Monsanto).  #

Sekil 18.5. Bz geni tgtyan domatesten eide edilen meyvelerin domates meyve korduna karst
gosterdikleri dayaniddiik (2). B? geni tastyan patatesten clde edilen yumrulaon patates yumra
guvesine kargt gosterdiklen dayanukldik (b} (Salamini ve Moto, 1994'ten in alinarals).

18.4. Diger Insektisidal Aktivite Gosteren Proteinler

Bt toksinlerinin disinda son yillarda insektisidal etki gtsteren bitki ve bakteri orijinki
diger bircok protein lzerinde de aragtwmalara ve olduk¢a iimitvar sonuglara
rastlanmaktadie. Bu tp insekdsidal proteinlerin sentezinden sorumiu genlerin
buyik bir bélimd bitki orjinki  olup, proteinaz inhibitdrleri, alfa-amilaz
inhibitérleri, lektinler, kolesterol oksidaz ve avidini icesmektedirler, Asagidaki
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bolimlerde bu insektisidal proteinlerin etki mekanizmalan ve buslari tagtyan
transgenik bitkiler hakkinda daha detaylt bilgi verilmektedir.

18.4.1. Proteinaz inhibitérleri

Bocekder serin, sistein, aspartik ve metalo gibi farkl: proteinaz enzimleri icermekte
olup, bu enzimler gida olarak alinan proteinlerin sindirilmesinde ve bdceklerin
normal biiyime ve gelismesinde hayati rolii olan amino asitlerin salinmasmda gorev
altnaktadirlar. Boceklerde farklt proteinaz enzimlerine rastlanmaktadir. Ornegin,
lepidopter larvalatinda ageelikli olarak serin proteinazlaria rastlanirken, coleopter
larvalarinda daha genis bir proteinaz spektrumuna rastlanmaktadir (Wolfson ve
Murdock, 1990). “ (

Proteinaz inhibitdrleri (PI) ise birgok bitki tiiriinde dogal olarak bulupan, protein
yapisinda  olan  ve bitkilerin  dogal savunma mekanizmalazinda  yer alan
molekillerdir (Ryan, 1990). Son yilarda bu molekiillerin bitkilerde programlanmus
hiicre Slamiinden (apoptosis) de sorumlu olduklars éne siriilmektedir (Solomon v
ark., 1999). Proteinaz inhibitorlerini igeren yaklastk 20 kadar protein familyass
bulunmakradu (Reeck ve ark., 1997). Bu degisik familyalara ait proteinler 40 fle 180
amino asit iceren polipeptidlerden olusup oldukca kararli yapilara sahiptirler. Bitki
proteaz mhibitdtlerinin biyitk bir bélimi tohumlarda bulunmaktadirlar.

Proteinaz inhibitdrlerinin béceklere dayanikit transgenik bitkilerin gelistirilmesinde
kullanlmalarina yénelik ilk bagartl drnefe 1987 yilinda rastlanmakeadis (Hidler »e
ark., 1987). Bu caligmada, boriilceden izole edilen Plnin titiine aktarlmast ile
geligtirilen transgenik bitkilerin Heliothis vireseens'e dayaniklt olduklass gosterilmistir.
Proteinaz inhibitdtleri tagiyan transgenik bitkilerin gelistirilmesinde diger bir éncii
caligmada ise patates ve domates proteinaz inhibitéri-II titine aktarlmugtir
{Johnson se ark., 1989) Gelistirilen transgenik bitkilerin Hedothis virescens larvalariun
gelisimini engelledigi gdsterilmistir. Bunu takip eden ydlarda farkl orijinli PTlerin
sentezinden sorumlu genletin transgenik bitkilerde béceklere kargt dayandklilik
sagladigy yoniinde cesitli calymalar gdzlenmektedir. Son  yillarda ylriitilen
aragtirmalar  proteinaz inhibitdtlerinin  transgenik bitkilerde béceklere kargs
dayanikhligin yanisira nematoda karst da dayanikliltk saglayabildigini gstermeltedir
{Urwin oe ark., 1995, 1997; Vain ve ark., 1998). Giiniimiizde, farkls protesz inhibitér
genlerini tagtyan transgenik bitkiler gelistirilmistic, Bu bitkiler ve dayaniklihk
kazandiklart (hedefledikleri) bécekler Tablo 18.4°de &zetlenmelktedir.

Bu yonde yiritilen aragtirmalar sonucu gelistirilen transgenik bitkilerde hoceklere
dayaniklitk agisindan olumlu sonuglar alinirken bazmt calismalarda boceklerin

transgenik bitkilerden alinan proteinaz inhibitétlerine dayaniklik gésterebildigi
belirtdmistir  (Bonade-Bottino  ze  ark, 1999; Nandi e ark, 1999).
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Tablo 18.4. Proteinaz inhibitdr (PI) genlerini tagiyan transgenik bitkder.

Bitki  Gen Inhibitér Tipi Hedef Bocek Kaynak
Tutin  GpTT Borilce serin PT Manduca sextat Hidler #e ark., 1987
PPIII  Patates sexin Pl Manduea sexta Johnson ze ark., 1989
TIII  Domates serin PI  Manduca sexcta)
Cpil Borilee sesin PI  Flekathis virescenst Gatehousc v ark., 1992
ocl Celtik sistein PI 7 Masoud, 1993
PPIIT  Patates serin PI Chrysodeixis eripsomsat McManus ze ark., 1994
MS-Pl Manduca sexcta Pl Bemssia labaci Thomas ve ark., 19952
CB-PT Mssir PT ? Masoud »e ark., 1996
SpTi-I Tath patates PI Spadopiera lturat Yeh ve ark., 1997
Na-Pl  Niwtiana alata ®1  Heficoverpa armiigeral Charity ve ark., 1999
SKTT Soya Spodoprera tura McManus s ark., 1999
(Kunitz) ¢ripsin P1
Celtik  OCI Celtk sistein PI ? Hosoyoma we ark., 1994
Tl Bortlee serin PI Seraming inferens' Duan ze ark., 1996
CcC Misst eystatin PL Setophidus zeamﬁe’x Tric ve ark., 1996
PPLII Patates serin PI Seraning inferens, Ku ve ark., 1996
Chilo suppressalis®
SKTI  Soya Nilaparvate lugens Lew ve ark., 1599
{Kunitz) tripsin P1
WIT-1B Fasulye tripsin P1  Chile suppressalist Mochizaki v ark., 1999
Bugday BTT-CMs Arpa tripsin PI Sitotroga cerealella Altpeter re ark., 1999
Pamuk MS-PI Manduca sexta Pl Bemisia tabad Thornas s ark., 19955
SKII  Soya Heliothis armigera " Wang ve ark., 1999
{IKunitz) tripsin PI
Patates OCI  Celtik sistein PI ~ ? Benchekroun e ank,
. 1995
CplTi Cowpea serin PI  Lawnobia oleraceal Gatehouse ze ark., 1997
oCT Celuk sistein PT Leptinotarsa decermlineata®  Lecardonnel e ark., 1899
Bezelye Na-PI  Nicotiana alata P1 - Felicoverpa armigerat Charity 2 ark., 1999
Kavak PPLII Patates serin PI ¥ Klopfenstein = »e  ark,
1993
Ol Celtik sistein PI  Chrysomela tremuloet Leplé s ark., 1995

1=Lepidopter, 2=Coleopter, ?=béceldere dayantkhlik aragtirttmamus.
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Dayanikhiltlk mekanizmalan ise farkldiklar gdsterebilmektedir. Bocekler meveut
bagirsak proteazlarint artrabilmekte ve/veya alinan proteaz inhibitériine dayanikl
yeni proteazlar salgilayabilmektedirler (Cloutier #e ark., 2000). Son yillarda bu
problemlerin agilabilmesi icin farkh proteaz inhibitorlerin aynt anda aktartimas: veya
mevcut inhibitériin hedefe afinitesinin (ilgisinin) gelistirilmesi yoninde de steatejiler
gelistirilmektedir.

Yukanda kisaca dzetlenen bu problemlerden delay, proteaz inhibitérleri tastyan
transgenik gesitler hentliz ticari olarak kullanima gecememistir. Son yillarda ise
proteinaz inhibitdtlerinin béceklere dayandkli transgenik bitkilerin gelistitilmesinin |
vanssia, hastaliklara  dayanikl:  transgenik  bitkilerin  pelistiriimesinde  de
kullanidabilecegi belirtilmektedir (Kregar ve Strukelj, 1999).

v

18.4.2. Lektinler

Lektinler gogu bitkide bulunan ve glikoprotein, glikolipid ve polisakkaridlere
baglanma dzelligi pésteren proteinierdir. Lektinler ézellikle bakiagil tohumlarnda
yofun olarak bulunmaktadie. Farkli lektinlerin béceklere toksitesi bilinmektedir.
(Gatchouse 2 ark, 1995). Olusan bu toksik etkinin mekanizmast tam olarak
bilinmemelkle birlikte, lektinlerin bocek orta bagirsagindaki epitel hiicreler izerinde
bulunan  bazt karbonhidrat molekiillerine  baglanarak  etki  g®sterdigi
diigitniimektedir (Czalpa, 1997). Kardelen (Galanthus nivalis) ve sartmsaktan izole
edilen bau lektinler boceklere kargt toksik etki gdsterirken, memeliler iizerinde
etkin olmadg bildirilmistic (Boulter, 1993). Son yillarda, lektinlerin transgenik
bitkilerde antifungal etki olustutabildikleri de bildirilmektedir (Does 2 ark., 1999).

Lektin genleri aktarlmas transgenik bitkiler tizerinde gergeklestirilen calismalarda en
yaygin kullanilan lektinin GNA (kardelene ait) oldugu gézlenmektedir. GNA
aktarilan titiintin Mygas persicae (Hidlex ve ark., 1995) ve Aulacorthurm solaniye (Down
ve ark., 1996) dayaniklilik gosterdigi bildirlmistir. Aynt lektin geninin aktarims ile
geligtirilen  transgenik patatesin ise Lawnobia oleracea (Lepidopter) ve Mysws
persicag’ye karst dayaniklt oldugu gosterilmistir (Gatehouse ve ark., 1996, 1997).
GNA’nin aktanimu ile elde edilen transgenik bugdayin ise bir afit olan Sitebion
avengnin kontroliinde  uygulanacak  entegre  miicadele  yéntemlerinde
kullandabilecedi bildirilmektedir (Stoger vz ark., 1999). GNA’nin transgenik celtikte
tlim dokularda (constitutive} veya dokuya dzglin ifadesinin énemli bir zarali olan
Nephotettix virescens Uzerinde stras: ile %53 ila %29 oraninda oSlimeiil etki
yapabilecegi gbsterilmistir (Folssac ze ark., 2000). GNA aktaridtug geltikle ilgili diger
bir aragtirmada ise genlerin béceklere dayaniklilik agisindan etkisi caligilinsgtir (Tang
ve ark., 1999). Diger bir ¢aligmada, GNA ifade eden transgenik domatesin, Myzus
persicag’ye karst nemli oranda dayanikllik gosterebildigi rapor edilmektedic (Wu ve
ark., 2000). Son olarak yaymnianan bir ¢alismada ise Bt (Crnlddde) ve GNA
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genlerinin her ikisinin aktaridify transgenils titiin bitkilerinin Hedotbis armigera ve
Myzns persicad’ye dayanikh oldufu gésteritmektedir (Wang ve Guo, 1999).

GNA disinda béceklere dayantklt transgenik bitkilerin gelistirilmesinde kullanian
diger lektin genlerinin stk oldufu gdzlenmektedir. Gatehouse grubu tarafindan
yiiriitiilen bir caligmada, fasulye orijinli bir lektin olan konkanavalin A'nin (Cond}
sentezinden sorumlu genin aktarldift transgenik patates bitkilerinin [Lacanobia
olergeea (lepidopter) ve Myzus persicae niflerinin gelisimini yaklagik %40-45 oraninda
engelledigi belirtilmektedir (Gatehouse ve ark., 1999). Bunun diginda, bezelye lektin
(P-Lec) ve soya tdpsin inhibitérli genlerinin ko-transformasyonu ile elde edilen
transgenik pamuk bitkilerinin Heliothis armigera’ya dayanikh oldugu belirtilmektedi
(Wang ve ark., 1999). Bu lektinlerin diginda, bugdaydan izole edilen WGAnin
(wheat germ agglutinin) rmustr kallusunda ifadesinin musie kurdu larvalan Gzerinde
msektisidal etki yarattsft belirtilmektedic (Cavaliert »e ark, 1995). Farkll lektin
genleri ile elde edilen transgenik bitkiler Tablo 18.5°de 6zetlenmektedir.

Yiritlen bu aragtirmalar lektinlerin Szeilikle afitlere dayanikl: transgenik bitkilerin
geligtirilmesi konusunda Gmitvar oldufunu géstermektedir. Buna ek olarak GNA
veya ConA gibi lektinlerin toprak mikroorganizmalar tzerinde etkisiz oldufu
(Griffiths 2¢ ark, 2000) ve GNA’nin yarath (avcﬁ béceklere toksik etki yapmadi
da bildirilmektedir (Down ze ar&., 2000).

Tablo 18.5. Farkl: lektin genletinin transferi ile gelistitlen béceklere
dayanikls transgenik bitkiler.

Lektin
Bitkd Lektin Orijini Hedef Bécek Kaynak
Titiin GNA  Kardelen  Myzus periicae Hidlet ze ark., 1995

GNA  Kardelen  Awlacorthum solani Dovwn pe ark., 1996
GNA  Kardelen  Heliothir armigera, Wang ve Guo, 1999

Myszus persicee

Patates GNA  Katdelen  Lacancbia oleraces, Gatehouse vz ark., 1996;
Myzps parsicae Gatehouse w ark., 1997

ConA  Fasulye Lasanobia oleracea,  Gatehouse pe ark., 1999

Myzus persivae

Domates GNA  Kardelen  Mygurs porsicas W se ark., 2000

Pamuk  P-Lec  DBezelye Heliothis armigera Wang ve ark., 1999

Bugday GNA  Kardelen  Séobion avena Stoger 2 ark., 1999

Celtik GNA  Kardelen  Nephotettixe vireseens  Foissac we ark., 2000
Mrsie WGA  Bugday Ostrinia nubilalis Cavalieri ve ark., 1995
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18.4.3. Alfa-amilaz inhibitérleri

Alfa-amilaz enzimy, diger canlilarda oldugu gibi boceklerde de sinditim sisteminde
dnemli islevi olan bir enzimdir. Enzimin bloke edilmesi durumda béceklerde bazt
sindirim  bozukluklatt  gézlenmekte ve besin  yetersizliinden  bécekler
olebilmekteditler. Dofada bu  enzimi bloke edebilen ~baz:t inhibitdrler
bulunmaktadir. Alfa-amiaz inhibitorleri (oAl olarak isimlendirilen ve glikoprotein
yapisinda olan bu molekiiller &zellikle bazs baklagil tohumiarinda yiiksek
derisimlere ulasmaktadirlar.

Yiiritilen saflagtirma gabismalars 0AL-1, 0AI-2 ve @Al-3 olmak tizere, tic farkh o AT
bulundugunu gdstermugtir (Iguti ve Lajolo, 1991; Mitkov e ark., 1995). Bu
molekiiller Szellikle -1s1 stabiliteleri agisindan farklidik gosteimei{tecilrlcr Ayrica
fasulyeden izole edilen inhibitér proteinazlara: kars: farkll tepki gosterirken
mikroorganizma orijinli  o-amilaz Gzerinde etkili olmamustic {Akyol, 2000).
Fasulyeden izole edilen oAl’mn memeli ve bécek c-amilaz enzimlerini inhibe
ederken bitki enzimleri tzerinde etkisiz oldufu rapor edilmektedir (Powers ve
Whitaker, 1997a,b). oA'min farkh orijinli o-amilaz enzimleri tizerindeki etkisi en
agtk sekilde Ishimoto ve Kitarmura (1989) tarafindan yuritilen arastirmalar
sonucunda belislenmistir. Bu ¢aligmalarda saflastirlmig inhibitdriin, bazi béceklerin
gelismesi tzerinde de olumsuz etkisi oldugu belitlenmistir. Benzer etki diger
aragtirictiar tarafindan da gosterilmistir. (Huesing 2 ark., 1991; Pittendright ve ark.,
1997).

ik oAl dizisi Moreno ve Chrispeels  {1989) tarafindan  fasulye cDNA
kiitiphanesinden izole edilmigtir. Elde edilen dizinin fonksiyonel bir «Al
dretebildifi, ayn arastiicilar tarafindan genin titine aktarimass ile gosterilmistir
(Altabella ve Chrispeels, 1990).

Yiiriitillen bu aragtmalar, cAl'nin Szellikle Bruchidae familyasma ait béceklerle
miicadele i¢in transgenik bitkiletin gelistirlmesinde kullandabilecegi sotucuna
vardmasint saglanustr (Chrispeels, 1997). oAl genini tagtyan transgenik bitkilerin
Bruchuslara dayanikhlk gésterebildigi ilk olarak 1994 senesinde gosterilmistir
(Shade ve ark., 1994). Bu caligmada fasulyeden izole edilen oAl-1 geni tohuma
zgin ifade saglayan bir promotor bolgesinin kontrolii altinda bezelyeye aktarilous
ve elde edilen transgenik tohumlarm Calasobrucns maculats'a karst dayanidkli oldugu
belirlenmigtir (Sekil 18.6).

Takip eden yillarda, oAl kullantlarak gelistirilen transgenik bezelye hatlarinm
Bruchus - pisorwn’a dayaniklt oldugu, laboratuvar ve arazi denemeleriyle de
gosterilmistir (Schroeder vz ark., 1995; Morton we ark., 2000). Bu caligmalara ek
olarak, 0Al geni Adzuki fasulyesine aktardmug ve elde edilen transgenik bitkilerin
Adzuki fasulyesinin bit zararlist olan Callosobruchus chinensidden  etkilenmedigi
gosterilmistic (Ishimoto s ark., 1996) (Sekil 18.7).
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Sekil 18.6. oAl aktarlmig transgenik (sagdaki) ve kontrol (soldaki) bitkilerden elde edilen
bezelye tohumlarmm Callasobmohns macutains zararna gasterdikleri davamkldik seviveleri.
Kontrol bitkilerin tohumlan iizerinde gorillen delikler olgun boceklerin tohumiardan cikugy
bolgeleri gbstermektedir. Sekilden de grillecegi gibi transgenik tohumlarda herhangi bir
zarar olugmamaktadir, (Shade, 19947ten abinmustin).

”

Sekil 18.7. oAl aktanlmus transgenik (sagdaki) Adzuki fasulyesinin Callasobruchus chinensis'e
karst gosterdifi dayankllik. Kontrol tohumlanmn (soldaki) tizerindeki delikler olgun
bicekledn cilis bolgelerini gbstermektedir (Ishimoto ve ark., 1996’dan almmustir).

oAl’nin insan ve hayvan sagligs Gzerine muhtemel etkileri konusunda da detayls bir
aragticma meveuttur (Pusztai ve ark, 1999). Bu caligmada, 300 g/kg’a esdeger oAl
proteini ile beslenen farelerde gelisme, metabolizma ve saghk agisindan hichir yan
etli gbzlenmedigi bildirilmigtir. Bu sonuglar «AT geni tastyan transgenik bitkilein,
belirtilen sevivede hayvan yemi olarak da kullanilabilecegini géstermekredir.

222



Biceklere Dayanikl Bitkilerin Gelistivilmesi

oAlnm aktarumt ile elde edilen transgenik bitkilerden bdceklere dayandkliik
agistdan oldukga mitvar sonuglar elde edilmesine ragmen, genin kullanmt heniiz
yayginlagmammstie. Arallk 2000 terihi itibars ile literatiitde oAl geni tagtyan
transgenik bitkiler fle ilgili sadece ¢ yayina rastlanmaktadie. Genin kullantms fle
gelistirilecek transgenik mercimek ve nohut bitkileri itkemizde de biiyiik problem
olan Bruchus cinsine bagh zaratliar ile miicadelede potansiyel vadetmelktedir.,

18.4.4. Kitinaz

Dogrusal bir homopolimer olan kitin (§(1-4)2-deoxy-2acetamido-D-glucopyranosyl
/N-asetilglukozamin) énemli bir yapisal molekil olmanin yasisira, biceklerde
peritrofik zarlann yapisinda da yer almaktadir. Buna ek olarak kitin, fungus ye
alglerin duvar zarlatmin yapilarinda da’ bulunmalktadir. Bircok farkli organizmada
yapisal iglevi olan kitin dogada en yaygmn rastlanan biyopolimerdir.

Kitinazlar (EC 3.2.1.14) kitin homopolimeri iizesinde hidrolitik aktivite gdsteren
enzimlerdir. Bitki orijinli kitinazlarn hastaliklara dayanikhlikaki &nemi net olarak
gosteriimektedir (Graham ve Sticklen, 1994). Bitki ve mikroorganizma orijinli
degisik kitinaz genleri aktarilarak gelistirilen transgenik bitkilerin fungal etmenlere
karst dayaniklilik gésterdigi degisik arastiicilar tarafindan belirtilmisitic (Shah e
ark., 1995; Lorito ve ark., 1998; Feng ve ark., 1999; Nishizawa vs ark., 1999; Bliffeld
e ark., 1999; Yamamoto ze ark., 20003,

Kitinazin hastaliklara dayanikli transgenik bitkilerin geligtirilmesinde oldukea yaygin
olarak kullanlmasma karsin bdceklere dayanikldik konusundaki calismalar sinrls
kalmaktadir. Bitki (fasulye) otijinli kitinaz geninin patatese aktarilmast ile gelistirilen
transgenik bitkilerin Laconobia oleraced’ya {Lepidopter) kars: etkili olmadigy, ancak bir
afit olan 4. selanfye karst dayanikhilik gésterdigi bildirilmistir. (Gatehouse ve ark.,
1997). Buna karsin, Manduea sexta’dan izole edilen kitinazin Oryzagphilus mercator
lzerinde toksik etki yaptifit gosterilmistic (Wang ve ark., 1996). Takip eden yillarda,
aym1 organizmadan izole edilen genin titine aktardmast ile gelistirilen transgenik
bitkiletin Heliothis virescens larvaralarinin gelisimini énemli slgiide engelleyebildigi
belirtilmistir {Kramer ve ark., 1997; Ding ve ark., 1998). Son yillarda yapilan ilging
bir aragtumada ise, bakuloviris orijinli kitinaz geninin aktassms ile gelistirilen
transgentk tiitlin bitkilerinin boceklere dayanikhik géstermedidi, fakar fungal
etmenlere dayanikls oldugu belirtlmistic (Shi ve ark., 2000).

Diget stratejlerle mukayese edildiginde, kitinaz genleri ile geligtirilen transgenik
bitkilerin bécek miicadelesi agisindan heniliz yayginbk kazanmadign séylenebilir,
Ancak, Szellikle mycoparasitik funguslardan izole edilen kitinaz genlerinin (Lotito
ve ark., 1998) gelecekte béceklere dayanikli transgenils bitkilerin gelistirilmesinde
Snemli bir rol oynayabilecegi gézlenmektedir,
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18.4.5. Kolesterol oksidaz

Kolesterol oksidaz farkli mikroorganizmalar tarafindan tretilebilen bir enzim olup
3-hidroksiteroidlerin - ketosteroidlere ve hidrojen perokside oksitlenmesini
katalizlemektedir. Kolesterol oksidazin insektisidal aktivitesi itk olarak Purcell ze
ark. (1993} tarafindan 10.000 kadar mikrobial fermantasyon filtratlarinin yapay
diyetle hocek besleme testleninde gosteriimistir. Bu calismalarda ki Streptomyces
kiltirGnden elde edilen fermentasyon filtratlasinin pamuk {zerinde etkin olan
Heliothis  zea larvalapmn etkin bir bicimde oldiirdiagn  gosterilmistie. Yapilan
incelemeler sonucunda larvalanin Sliminden soromlu olan etmenin, 52.5 klDa
agirlifindaki protein yapisinda bir molekiil oldugu gosterilmistit. Belitlenen bu
proteinin amino asit dizisi incelendifinde difer Stroptomyeer suslasindan elde edilen
kolesterol oksidaz enzimleri ile biiyiik benzerlik gosterdigi saptanmustir,

Saflastirdmug kolesterol oksidazin; 6 giinlik biyo-analizlerde 6 ppm, 16 giinlik
analizlerde se 1.5 ppm’lik olimcil doza (LDsq) sahip oldugu gosterilmistir
(Greenplate ve ark., 1995). Ayrica, enzimin Coleoptera, Lepidoptera, Diptera,
Orthoptera ve Homoptera lzerinde de etkin oldugu gosterilmigtir (Purcell 2¢ ark.,
1993). Enzimin Slimcll etki mekanizmast uzerznde ylriitilen arastirmalar ise,
olimeill  etkinin  bécek  orta baglrsagmdaki epitel hicrelerinin  zatlarinda
kolesteroliin  oksidasyonu sonucunda olugan zarar sonrast epitel hiicrelerin
patlamasindan kaynaklandifing géstermistis (Sekil 18.8) (Purcell 22 ark., 1993).

Gergeklestirilen bu arastirmalar sonucunda, kolesterol oksidazin belirtilen dozlarda
ve genig bir spektrumda gosterdifi insektisidal aktivite, bu proteinin transgenik
bitkilerde boceklere dayanikhlik igin kullandabilecedini géstermigtir. Bu amacla
enzimin sentezinden sorumlu gen, Streptomyces A19249 susundan izole ediimis, E.
coli ve bitki protoplastalarinda ifadesiyle gosterilmistir (Corbin e ark.,, 1994). Ay
calismada, saflastirdan rekombinant proteinin dogal izolattan elde edilen enzime
esdeger insektisidal aktivite gosterdifi de belirtenmistir.

Literatiicde heniiz kolesterol oksidazin aktarldift transgenik bitkiler ile ilgili bir
kayit bulunmamaktadir. Ancak, Monsanto arastiticilarinm geni titiine ve pamuga
aktardiffs ve bazt analizlerde olumlu sonuglar alindify belirtilmektedis (Purcell, 1997;
Corbin ze ark., 1998). Bu geni tagtyan transgenik bitkilerin de gelecekte boceklerle
miicadelede biiyik potansiyele sahip oldugu gézlenmektedir. '

18.4.6. Avidin

Avidin, tavuk yumurta beyazinda bulunan bir glikoproteindir. Bu protein ve
Streptomyces avidinni bakterisinden elde edilen benzeri bir protein olan streptavidin,
dogada bir ligand (biyotin) ve protein arasinda gézlenen en yilksek bajlanma
afinitesine (I, =10-1* M) sahiptirler. Biyotin tiim yagam formlari igin gerekli olan bir
koenzim olup, bécekler avidin veya streptavidin ile beslendiginde bu proteinler
biyotinle baglanmakta ve boceklerde biyotin eksiklifinden kaynaklanan biyiime
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eksikligi ve oliime neden olmaktadir. YirGtilen aragtirrnalar avidinin kara sinek
(Mausca domestica), meyva sinefi (Drosophila melanogaster), un akart (Acarus siro) ve mustr
kurdunda (Ostrinia nubilalis) toksik etki yaptginm gostermistic (Levinson ve ark.,
1959; Bruins 2 ark., 1991; Morgan ze ark., 1993).

S

Sekil 18.8. Sugplomyees’den izole edilen kolesterol oksidaz enzimivin Hedotlis sea
larvalarmm orta bagirsak epitel hilcreleri vizerindeki etkisi. A} Kontzol lagvalarin orta
bagtrsak bélgesinin normal histolojisi. ECS: Hilcre digt bélge, N: hitcre ¢ekirdegi, MV
mikrovillis. B) 10 pg/ml kolesterol oksidaz iceren divetle beslenen béceklerin orta bagirsak
bolgesinin  goriialimii. Bu dozun MVnin ve hicrelerin  yapisin  etkiledigi  acikea
gozlenmektedir. C-D} Sirast ile 30 ve 100 pg/ml kolesterol oksidazin epitel hiicre yapssint
tamamen etkiledigi gésterilmektedic (Purcell, 1997’ den alinmigtss).

Son yllarda, avidinin transgenik bitkilerde ticari sevivede tretiminin mimkiin
oldugu gosterilmistic (Hood »e ark., 1997). Bir hektarlik avidin treten transgenik
musirin degerinin 5 milyon ABD delan civarinda olduu tahmin edilmektedir
(Hood we ark., 1999). Bahsi gecen bu caligmalarda avidin tireten transgenik misitin
boceklere dayanikiilk agisindan analizleri yapilmamsste. Buna karsin, 2000 yilinda
ylritilen aragtrmalar, 100 ppm avidin igeren transgenik misirin depolama
esnasinda zararlilara karst dayamkl oldugunu gostermistic (IKramer z¢ ark., 2000).

Diger insektisidal proteintere nazaran oldukea yeni ve timitvar olan avidinin, insan
cevte ve hayvan saglgs ile ilgili olarak risk degerlendirmelerinin tam olarak
gerceklestirilemedigi gozlenmektedir. Bu yénde yiiriitilecek arastrmalarin, avidinin
herhangi bir potansiyel riski olmadigini géstermesi durumunda, geligtirilecek
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avidin-transgenik bitkilerin béceklere dayamklilik konusunda onemh bir potansiyel
olacaktur.

18.4.7. Diger stratejiler

Onceki boliimlerde belistilen stratejiler disinda, vaygin olmamakla beraber,
béceklere karst dayanikliltk kazandirdmass yoninde farkl genler de kullanttmugtir.
Buniarin arasinda alkaloid sentezinden sorumlu triptofan dekarboksilaz geni
(Thomas #¢ ark., 1995¢, 1999), sitokinin sentezinden sorumlu z¢ geni (Simocki »e
ark., 1993} ve tl'itijn peroksidaz genlerinin (Dow ve Laggimini, 1997) aktarddigs
bitkiler drnek olarak verilebilir. Son yilarda ise Bavillus suglarindan izole edilen ve
VIP (vegetative insecticidal proteins) olarak adlanduilan yeni generasyon inseksidial
proteinlerin boceklere dayanikh transgenik bitkilerin gelistirilmesinde oldukca
Umitvar sonuclar verdigi gozlenmektedir (Warzen, 1997).

18.5. Sonug

Onceki botimlerde de belirtildifi gibi, boceklere dayantkli transgenik bitkilerin
gelistirilmesinde oldukea farkll stratejiler kullantdmaktadir. Ba stratejilerden bazian
bitki orijinli genleri kullanirken, dierlesi bakteri ve bocek orijinli genleri
kullanmaktadsr. Ilk basanlt rneklerin elde edildigi ve halen en yaygin olarak
kullandmakta olan strateji ise Bt endotoksin genlerinin aktarldif transgenik
bitkilerdir. Bu tip transgenik bitkiler halen ticari olarak da Gretilmektedis,

Gintimiizde boceklere dayantkll transgenik bitkilerin genis tarim alanlarinda
Gretilmeleriyle ilgill gekinceler mevcuttur, Buna ek olarak kullandan farkh
insektisidal proteinlerin insan, bayvan ve cevre saglifs Gzerinde olusturabilecekleri
potansiyel riskler de halen degerlenditiimektedir. Ancak, gida kaynaklarindaki
artisin ditnya nifusundaki artisin oldukea gerisinde kaldigs gz dniine alindiginda,
béceklere dayandslt transgenik bitkiletin orta ve uzun vadede entegre mucadele
yontemlerinin kagimlmaz bir par¢ast olacag da bir gercektir. Bu nedenle, bahsi
gecen teknolojinin iilkemizde de hayata gecirilebilmesi ve bu teknolojiden
kaynaklanabilecek potansiyel riskleri degerlendirebilecek bilgi bitikimi, insan glct
ve teknik altyapinin olusterulmass, ilkemizin bu teknolojiden minitnum risk ve
malksimum fayda ile yararlanabtmesi acisindan biytk énem tagimaktadsr.
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19.1, Gisis

Dinyada tartm alanlaninda bakteri, fungus ve viriis hastaltklarinm neden oldugu
lrlin kayiplart her gecen gin artmaktadir. Bunlardan, virislerin ézellikle tropik ve
subtropik bolgeler basta olmak iizere, bircok iilkede iriin kalitesi ve miktart
yoninden zararlass ise dnemli boyudardadir.

Bitkilerde goriilen ve kimyasal ilaclarla zirai miicadelesinin mimkiin olmadigt viriis
enfeksiyon ve zaratlarina karsi giintimiizde degisik metotlatla korunma yollarina
gidilmektedir. Bunlarin basinda; viriislerden ari bitkilerle diretim yapilmass (doku
kilftlirll yontemler ve termoterapi uygulamalar) ve bulagtk bitkilerin tarim
alanlanindan  uzaklagtirtlmast, virlis tagtyscr vektdtlerle (bocek, nematod vb)
miicadele edilerek bitkiden bitkiye taginimin Snlenmesi ve molekiler biyoloji
teknikleri ile vitiislete dayanikh bitkilerin elde edilmesi gelmektedir.

Bupunla bitlikte, ozellikle virlis vektorletine yonelik yapilan miicadelelerde
kullanilan vektsr &ldiirici pestisitletin insan saghgindaki yan etkileri nedeniyle
kullaniminin giderek azalmasi ve bu pestisitlere dayandkls yeni vektor wklarnn

Ozcan §, Givel E, Babaoglu M {2001) Bitki Biyoteknolojist i -
Genetik Mithendisligi ve Uygulamalar, Selcuk UnIVErSltESI Basimevi
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ortaya ¢tkmasy, viriislerden ari bitkilerin ise arazi kosullarinda meydana gelebilecek
bir enfeksiyona kars: direnglilik gdstermemesi arastiricilant son yillarda molekiler
genetik ¢aligmalarmn yaygin kullanldsfn tekniklede vn:uslere dayanikl bitkilerin
elde edilmesine yonlendirmigtir.

Virdslere karst dayaniddliltk  saglamak amaciyla  yapilan  molekiller genetik
galigmalarmnda; bitkilerde var olan dayanidkliik genleri ile, esas olarak viris
genlerinde yaptlan manipiilasyonlarla dayanikliliktan sorumlu farkh yapiarin ortaya
ctkardmast ve bunlarm  istenilen bitkilere aktardmast amaclanmaktadie. Bu
arastirmalarmn buglin basarilt bir sekilde yiiriitiilmesinde ise birgok bitkide gen
aktarim caligmalarinm kolayhikla uygulanabilmesi etkili olmaktadsr. :

Bitkilerde virlis enfeksiyonlarindan korunmak amacayla genetik mihendisligi
uygulamalar  baslatulmadan dnce, klastk bit korunma yontemi olan “gapraz
korunma” ile sigili uygulamalar agtelik kazanmsstir. Bu yéntemde, igili viriisiin daha
az zarar yapan bir wrkiyla (koruyucu viris) bitki inokile edilerek, fleriki dénemlerde
daha ¢ok zarar yapan iklara kars1 bitkide bir korunma saflanmaktadir. Bununia
birlikte, koruyucu amagla inokile edilen ve bitkide siddetli semptomlarin
olugmadifs bu yéntemde semptomlarin siirekliligy nedeniyle zaman igerisinde iiriin
kayiplaninin gézlenmesi, yéntemin en énemli dezavantajmy olusturmustur, Ayrica,
tarimsal Girlinlerde zarar yapan her viriisiin az zarar yapan irkinin bulunmamass, bie
virlisle yapilan enfeksiyonun daha sonraki.aynt veya farkli virtslerin wrklarina kargs
kesin bir koruma saglayip saglayamayacafinn bilintermesi ve baglangicta inokule
edilen virtisden farkh bir virisiin enfeksiyonunda daha siddetli zararlarin ortaya
gikabilmest de yontemin dezavantajlarindandsr. Bu gibi nedenler capraz korunma
yoénteminin uygulanabgirligini ortadan kaldirmaktadir (Sturtevant ve Beachy, 1993).

Giiniimizde, genetik mithendisligi yontemleri kullanilarak viriislere tam dayantklt
bitkiler kolaylikla elde edilebilmektedir. Bu caligmalarda, viriis genlerinin yanlis
zaman ve miktarlarda veya karsit fonksiyonel formlarda ifadeleri saglanarak sz
konusu virlisin bitki biicresinde gogalmast engellenmektir Bu ise vitiisiin hayat
donglisiindeld - translasyon, replikasyon, protein kilifinin  uzaklagtirmast ve
hiicreden- hiicreye gecisler gibi olaylara mudahele ile gerceklesmektedir. Genetik
mihendislifindeki gelismelerin sonucu olan bu aragtirmalatia virtislere dayantkhlk
amact e viritilen klasik slah galigmalarinda kargtlagilan  sorunlara  ¢ézim
saglanmugtir. Virlis genomunun bitkininkine gére daha kigiik olmast nedeniyle,
vital genler daha kolay belirlenebilmekte, izole edilmekte ve klonlanmaktadir
(Knott ve Dvorak, 1975; Wenzel, 1985).

Bu bélimde patojen iigkili dayamklisk arastirmalasmun virislerdeki uygulamalat
ana bagliklar altinda incelenecektir.
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19.2. Kilif Proteini

Bitkilerde kilif proteinine baglt dayanidkhilk saflamak amacayla, dgili virisiin kiif
protein - genini iceren yap1, degisik gen aktarm yontemleriyle Dbitkilere
aktardmaktadir. Aktaran bu genlerin bir veya birden fazla kopyasmin bitkinin
genomik DNA’siyla rasgele bitiinlegmesi ve ifadesi sonucunda tretilen virtds kihf
proteini sonucta bitkilert viriise karst dayamikd kidmaktadur.

Kilif protein geninden yararlandarak bitkilerde dayamkblik saglamak amaciyla
yapilan ik ¢alisma Powell-Abel 2¢ ark. (1986) tarafindan gerceklestirilmistiz. Bu
¢alismada, titlin mozayik virlistinin (tobacco mosaic virus; TMV) Ul wkindan,
izole edilen kilif proteinini kodlayan gen CaMV 35S promotor ve nopalin sentezi
terminatdriintin kontrolii altinda tiitiin bitkisine aktarlmustir. Yiksek oranda TMV
kilif proteininin iiretildigi transgenik bitkilerin, yapilan inokiilasyonlarla TMVne ¥e
bazi tobamovirislerine kars: dayarukllik gosterdifi gozlenmigtic. Degisik bitki
virdslerine dayaniklilik saglamak amaciyla vygulanan bu yéntemde dzerinde calgilan
virlis gruplarinin baginda yonca mozayik virdsiy, poty, tobra, dar, cucumo, potex,
carla, luteo ve tospoviriisier gelmektedir. ISilif protein geninin altanldids transgenik
bitkiler ve dayamkldik saglanan virdslere yonelik bazs aragtirmalar Table 19.7°de
verilmistir, '

Bazi aragtirma sonuglarmda ise kilif protein geni aktarilis transgenik bitkilerde
dayanikblifin kiif proteininden bafimsiz olarak bu genin RNA’sina bagl oldugu
bildiritmektedir. Domates noktali solgunluk virlsi (tomato spotted wilt virus;
TSWVYne karst dayansklilik icin transgenik titiin bitkilerinde calisan Giclen ve ar.
(1991) dayanikligin  genin  kilif proteivinden  kayneklanmadifing,  gen
transkeiptlerine, yani RNA varhgma bagl oldufunu bildirmektediler. Ayn
arastiriclar, aktarlan TSWV geninin baglangle kodonunda meydana gelen bir
mutasyon sonucunda ise bu virlise yiksek oranlarda dayanmikll bireyler elde
etmiglerdir. TUtlin “etch” viriisti (tobacco etch virus; TEV) kdif protein geninin
tamammiain aktapldigs titin bitkilerinde yapdan bir aragtirmada se, protein dizeyl
viksek olan bitkilerde dayaniklihigin’ gérilmedigl, buna karsin translasyona
ugramayan kilif protein RNA’st igeren bitkilerde enfeksiyon sonucu semptom
olugmadift, yani dayarukblifin saglandifn gézlenmistic (Lindbo ve Dougherty,
1992}, Bitkive TEV'nln belli bir wzunlekta aktardan lalif protein geni 118 eksik
amino asiti mutant bir kilif proteini olugtururken, vapilan bir calismada ise gen
lriintiniin (RINA ve kiif proteins) diisiik diizeylerde de olsa dayanklilils sagiadift
gortilmustiir  (Silva-Rosales »  ark, 1994). Lindbo ve Dougherty (1992)
transkripsiyonu engellenmis kiif protein geni iceten bitki protoplastlarinda ise hig
bir zaman TEV replikasyonunun olmadifini  bildirmiglerdir.  Yapdan bu
galismalarda TEV’ne karst dayanikllde TEV’nin replikasyon basamaklarindan
birinin engellenmesine (durdurulmasina) baglanmusur. Bu konuda yapilan bir diger
caligmada ise, nekrotik patates Y virlisd (necrotic potato virus Y; PVYN)'niin genini
tastyan transgenik bitkilerde, dayaruklidigin viral kilif proteininin birikiminden daha
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ok, kilif proteinine dzglh RNA transkriptlerinin vatlifindan kaynaklandigi tespit
edilmigtir (Van der Viugt ve ark., 1992).

Table 19.1. Viriis kibf protein genlernin aktanlmasiyla vidislere kargp dayamkilifm
saflandift bazt bitkiler (Reavy ve Mayo, 1992).

Kalsf protein
Kilif protein  geninin
geninin aktarddsgn  Dayamklilik saglanan

kaynagi bitki viriis Kaynaklar

TMV TEtiin TMV Powell-Abel 22 ark., 1986
TMV Titlin ToMV, TMGMV Stark »e ark., 1990
TMV Tiitin CMV, AIMV, SHMV Anderson e ark., 1989
T™MY Domates TMV, ToMV Nelson ve ark., 1988
AIMV Titiin AIMV Van Dun ve ark., 1987
AIMV Tiitin PVX,CMV Anderson e ark., 1989
AIMV Domates AIMV Tumer » ark., 1987
TRV Tiittin PEBV . Van Dun ve Bol, 1988
TSV Tiitin TSV - Van Dun we ark., 1988
CMV Tiithn CMV : Cuozzo ve ark., 1988
PVE . Tatlin PV Hemenway » ark., 1988
PLRV Patates PLRV N Kawchuk # aré., 1990

TMYV: Titin mozayik viriisii (tobacco mosaic virus), AIMV: Yonca mozayik.viriisii (alfalfa
mosaic virus), TRV: Tiitlin “rattle” viriisi (tobacco ratde virug), TSV: Thtiin ¢izgl virdsi
(tobacco streak virus), CMV: Hiyar mozayik viriisit (cucumber mosaic virus), PVX: Patates
X virtisii (potato, virus X), PLRV: Patates yaprak kivarciklig viriist (potato leaf roll virus),
ToMV: Domates mozayik virlisii (tomato mosaic virus), TMGMY: Titin yesil zayf
mozayik viriisit {tobacco mild green mosaic yiras), SHMV: Gune; kenevir: mozayik virlisi
{(sunhemp mosaic virus), PEBV Bezelye erkenci kahvetengﬂlk viriisii (pea early browning
vitus).

Kif proteinine bagll dayanikhlik galismalarinda dayanikliifin yukarida belirtilen
faktorler diginda, viriis kilsf proteininin yapisina, viriisin nitkleik asit tipine ve bitki
giriine de bagh olarak defistigi bildirilmistir. Virislerin nitkleik asit yapilart dikkate
alindifinda gliniimiize kadar yapilan cabgmalarda; tek sarmal ve cift sarmal
(caulimo, banda, geminivirisler gibi) DNA viriislerine karst bu yontemle dayanikh
bitkilerin elde edildigi galismalar yok denecek kadar azdix (Wilson, 1993).

Kiif proteinine bagh dayanikliik caligmalart yalmzea dikotiledon  bitkiterde
uygulama alant bulmayip, son yidlarda monokotiledon bitkilere yonelik olarak ta -
stirdirilmektedir. Bu galigmalarin en giizel 6rnegi ise musie ciicelik mozayik viriist:
{maize dwarf mosaic virus; MDMV) ve musir klorotik benek (maize chlototic
mottel virus; MCMV) virlslerine kars1 dayanikli mssir bitkilerinin elde edilmesidir
(Hayakawa ve ark., 1992).
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Genel olarak, kilif proteinine bagl dayantkhbik caligmalan tek bir yapsal kilif
proteini tarafindan cevrelenen basit yapilt viriislere yonelik strdiiriilmektedir. Ayns
zamanda, degisik tirdeki yapisal proteinlerden olugmus bir kapsile (niikleokapsid)
sahip virlsler icin de bu yéntem kullanimaktadir. Ornegin, bir negatif-sens RINA
virisii olan TSWV nikeokapsid geni aktarilmig tiitin bitkilerinin enfeksiyonlara
karst dayanikli oldugu yapilan caligmalar sonucunda gézlenmistir (MacKenzie ve
Ellis, 1992). Dolayisiyla, kilif proteinine bagli dayaniklilk caligmalart basit yapils
vitusletin yaninda kompleks yapili viriislere karst dayanikhitk gahsmalarinda da etkils
olmalktadir,

Virtislete dayanikl bitkiler elde etmek amactyla kilif proteinine baglt dayarukliddk
caligmalarinda baglica iki sorun e karglagtimakeadis:

1. Elde edilen dayanikdi transgenik bitkilerin asiri viriis enfeksiyonuna maruz
birakiddiklarinda dayansklilik diizeylerinin azalmass,

2. Tam uzunluktaki kilif protein geninin bitkiye aktardmasiyla, transgenik
bitkilerde kilif proteininin artmas: sonucu dayankliligm azalmasidie.

Bu nedenle ikinci soruna yonelik olarak yapilan caligmalarda daha ok ilgii protein
geninin belitlt ve stop kodonu iceren dizilert bitkidere altardabildis gibi, cerceve
mutasyonu olugturulmus klif protein genleri de caligma konular arasindadar.

19.3. Antisens RINA

Viriislere dayanikli bitkilerin elde edilmesine yonelik c¢aligmalarin yogunlagtsg
tekniklerden birini de; virtislerin kiif protein geninin niikleotid dizilerine yonelik
antisens RNA’larin olusturulmast ve bunlatin ifade dizeylerinin belirlenmest
olusturmaktadir (Cuozzo ze ark., 1988; Hemenway ve ark., 1988; Powell v ark,
1689).

Antisens RNA teknolojisi, basit olarak bir mRNA’ya ait ¢DNA kopyasmin
tamamlayict  (komplementer) mRNA dizisi olusturmak tzere ilglli genoma
aktardmasider (Bolim 25°de bu teknikle dgili genis actklamalar verilmigti). Tek
sarmal antisens RNA’larin tek sarmal viral RNA’lar ile dupleks olusturmass
sonucunda  gen ifadesinin  veya virlls  replikasyonununun  engellendigi
distintlmektedir. Bu teknifin viriislere dayanikli bitkiferin elde edilmesinde
kullantmy ile, kilsf protein geninin bitkiye aktarim: ve genin ifadesinde kargdlasilan
sorunlar ortadan kaldiridmaktadir. Bu konuda yapilan caligmalarda viriis genlerine
karst olugturulan antisens yapilarinin aktarldift teansgenik bitkilerde, dayanddilik
orani genellikle diisiik olmaktadir (Loesch-Fries ve ark., 1987, Cuozzo ve ark., 1988;
Powell ze ark., 1989}, Pratife yonelik tam bir basart saglanmamakia birikte; CMV
(Cuozzo ve ark., 1988), PVX (Hemenway ze ark., 1988} ve TMV (Powell v ark.,
1989)'ne karss bu. teknifin kullanddift bitkilerde, diigiik dereceli inokiilasyonlarda
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belli otanlarda dayanikliign saglandig gdriimdastiie. Bununla blrhktc zamanla
semptom olugumunun arttifs ve dayamkldgin azaldig izlenmistir.

Bu teknikle yapilan cabismalardaki ditgiik bagant oram muhtemelen kullanilan
antisens RNA’nin  fonksiyonlanna  ve Uzerinde ¢alisdan  wvirls  grubuna
baglanmaktadir.  Ozellikle, bitki hiicresinin  hem gekirdefinde hem de
sitoplazmasinda replike olan (gogalan) RNA viriislerine dayantkhilikta bu teknik
basarisiz kalmaktadir. Buna karsin, sadece floemnde bulunan PLVR’ne yonelik
yaplan bir ¢alismada ise kdsf protein geninin antsens RNA’sinn Gretildigi
transgenik patates bitkilerinde, kidtf proteinine bagh dayaniklibk yéntemine gbre
daha bagaril sonuglar alinmgter (Kawchuk 2e ark., 1990).

Buglin bircok bitki virGsiinlin replikasyonu ve bunlata ait genlerin ifadest ile tigili
konular tam bilinmedifi icin antisens yapilarmih olusturulacagy dizilert belirlemelkte”
gichik cekilmektedir. Bu yénde stirdiiriilen caligmalarda viriislerin replikasyonlatmt
engellemek amaciyla, bunlara 6zl degisik bolgelere homoloji gésteren antisens
yaptarinin kullanumina gidilmektedir. Bu amacla, Day 2e ark. (1991) transgenik
titiin bitkilerinde virils replikasyon protein geni AL11 de igerisine alan bolgeye
yonelik antisense RNA olugturarak domates altnsarist mozayik virisi (tomato
golden mosaic virus; TGMV)'ne dayanikls tifin bitkileri elde etmislerdir. Bu
caligmada TGMV’nin enfeksiyonundan sonra semptom olusrma orani, bu genin
degisik bolgelerine yonelik olusturulan antisens tiplerine gdre degistekle birlikte
Snemii dlclide azalma gostermistir.

TMV ve CMV virislerinin kaltf protein geninin d1§1nd3k1 bélgelere yonehk
olusturulan andsens calismalaninda; kilif protein genine ve genomik RNA’da
tRNA-benzer (tRNA-like) 3’ bolgelerine yonelik olugturulan antsenslerin birlikte
kellansmunda TMV’nin digiik orandaki enfeksiyonlarina dayanikliik saflanirken,
yaluz kilif protein gent antisenslerini igeren bitkilerin aynt konsantrasyonlardaki
enfeksiyonlara karst dayanikliik saglamacig goriilmistiie. Bunda tRNA-benzer 3’
ucun  TMV’nan  replikasyonunu  engelleyici  etkisi oldugu  digintlmektedic
(Rezainan re ark., 1988; Powell o ark., 1989).

Rezaian ve ark. (1988) CMV genomunun 3 farkl bolgesine yénelik olusturduklan
antisenslerin aktarldi@ bitkiderin CMVne kargt dayanikldiklarn incelemislerdir.
Calisma  sonucunda, ii¢ bdlgeye yonelik antisenslerle kdif protein sentezi
engellenitken, yalnizca bir hatta ait transgenik bitkilerde CMV replikasyonuna karst
bir dayaniklibk saglanmistr. Diger bitkilerde ise kontrollere yakin oranda RNA
ifadesine rastlandifs, yani bu hatlapn dayandssiz bulundugu belitlenmistir, Bitki
hatlart arasinda gorilen bu dayamkllik farkkligs ise antisens RNA ifadesini
etkileyen somaklonal varyasyonlar gibi bilinmeyen degssik faktorlere baglanmustir.

Bu teknigin kullanumuinda degisik geminivirisierdeki ortak dizilere yonelik antisens
yaptlarinin olusturuldugu galigmalar da afirlk kazanmaktadi. Geminivirislerden
olan Afrika kassava mozayik geminivirlisii (African cassava mosaic geminivirus;
ACMV) ve pancar tepe kevirctkligs virlisi (beet cutly top virus; BTCV)ne karss
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transgenik bitkilerin dayanikliliklar: tatla kosullarinda test edilmistir (Bejarano ve
Lichtenstein, 1994). Cabsma sonucunda TGMV'den olugturalan antisens RINA ile
BTCV’nlin replikasyonu engellenirken, ACMV’nlin replikasyonu degismernistir.
Yapilan analizlerde; DNA  dizi homolojisi yoninden TGMVnin ACMV ile
%407k, BCTV ile ise %631k bir homoloji gosterdifi tespit edilnustir. Fakar ALL
bolgesinin igerisinde TGMV ve BCTV arasinda bulunan 280 nitkleotidlik (%68271ik
dizi homolojist bulunmaktadir) bir homoloji bélgesi BCTV niin replikasyonunun
. azalmasina, yani dayaniklilifin olusmasina sebep gosterilmistir.

Sonug olarak, bu teknik kullarularak glintimize kadar yapilan ¢aligmalarda bagarmin
diigik olmasinda, ¢ekirdekte olugturulan antisens transkripderinin sitoplazmik
replikasyon bolgelerine taginamamalart neden gosterilmektedir. Ayrica, antisens
yapilarinin olugturulmasinda virdisin replike déngiisiniia bilinmesi kadar bitki
RNA  metabolizmasinin  da  bilinmesinin  gereli  oldufu  vurgslanmakea
(Timmermen, 1993). Ancak, basannin disik olmasma ragmen antisens RNA
uygulamalarinin dayaniklilk saglamak acisindan kalif proteinine dayali calismalardan
daba avantajl: oldugu bildirilmektedir (Horn 2e ark., 1996).

19.4. Viriisiin Haraketini Saglayan Proteinler

Viriislere karst dayanuikl: bitlilerin eide edilmest amaciyla tizerinde durulan diger bir
yaklastm ise virlls tarafindan sentezlenen ve &zellikle viriistin hareketinde
fonksiyonu olan proteinlerin kullapilmasidir. Bitki hiicrelerinde plazmodezmatanin
gegirgenlifini arurarak (Deom e ark., 1990,1991) virlisiin sistemik hareketini yant
hiicreden hiicreye gegisint (Leisner ve Turgeon, 1993) kolaylastiran bu proteinlere
yonelik mutant proteinler olusturularak virlisiin yaytimint énlemek bu ¢aligmalarin
esastnt olugturmaktadis,

Enfeksiyonda, yani virlisin hiicreden hiicreye gecisinde etkili olan hareket
proteinleri viriis replikasyonu ve kapsiillenmesi i¢in gereklt olmamnaktadie (Hoen se
ark., 1996). Transgenik titin bitkilerinde Lapidot » ark. (1993) tarafindan yapiian
galismalarda 3., 4. ve 5. amuno asitlert eksik olan mutant TMV hareket proteininin
(MPA 3-5) virGstin sistemik semptom olusumunu geciktirdidi belirlenmistir. Bu
galismalarda yapilan gézlemlerde, yalnizca MPA 3-5 proteinini ifade eden
transgenik bitkilerde semptom olusumu durdurulmugtur. Ayrica, bu mutant
proteinin ayar gruba ait (tobamo grubu) TGMV ve SHMV virdslerinin yayiluninda
da azalmalara sebep oldugu belitlenmigtir. Bu caligmalarin sonucunda; inakeif
hareket proteininin Uretiminin yapidiy: transgenik bitkilerde, virids yayhiminm
azalmasi hiicreden hiicreye virlis gegisinin inaktif hareketli protein tarafindan
engellenmesine baglanmaktadr (Horn 2e ark., 1996).

Hareket proteinleriyle yaptlan dayaniklilik aragtirmalarinda, elde edilen transgenik
bitkilerde tek bir genin ifadesi ile olusan fonksiyonu bozuk (mutant} proteinler ile
cok genis bir virids grubuna dayanikliik olusturulabilmektedir. Malyshenko ve ark.
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{(1993), brome viriis grubundan olan brome mozayik virlisit (brome mosaic virus;
BMVynin 32 k-Da’lik hareket proteininin tiretildifi transgenik tiitin bitkilerinin
tobamoviris grubundan TMV’ne karsi da direncli oldugunu belitlemis olup,
bundaki bagarty: da heterolog hareket proteinlerinin homolog haraket proteinlerine
benzer islevler gostermesine baglamiglardir.

Potexvirus, hordeivirus ve furovirus gruplarinda virtisiin hiicrelerarast hareketinde,
lic kismi Srtlsen gen (lcli gen blogu) tarafindan olusturlan setin kodladign
proteinlere ihtiyac duyulmaktadie. Bu ighi blok proteinlert ise virislerde korunan
bit bélgede bulunan ¢ld genierden bir tanesinde meydana gelen mutasyon sonucu
olusmaktacis (Beck e ark., 1994). Bununla ilgdi yapilan ¢aligmalarda potexvirns
grubundan olan ak tggil mozayik virtisi (WCIMVY'niin mutant hareket proteinini
ifade eden transgenik bitkiler, WCIMV’nlin farklt 3 defistk susuna, potex virus
grubundan PVX, narcissus mosaic virus’lerine ve bir catlavirus trkina dayaniklilik
gostetitken, tobamo grubundan olan TMV’ne karsi hassas bulunmugtur (Beck ve
ar., 1994).

Bu sonuclardan da anlaglmaktadur ki, tek bir gen ifadesi ile bir ¢ok viriise {multiple)
dayaniklihk saglanabilmekeedir. Yapilan bu gahgnalam karsimn, hareket proteinleriyle
virislere  dayanuklik  saglanmasinda bazi" sorunlarla karsilagilmaktadir.
Geminiviriisletden olan kabak kiwirck virlisG (squash curl virus; SqLCV)nin
kodladigr BR1 ve BL1 proteinlerinden yalmzea BL1A ifade eden transgenik
bitkilerde, viriis enfeksiyonuna matuz birakdmamalarina rafmen tpik SqLCV
semptomlart (yaprak kenarlaninimn agags kivalmass ve kloroz olusmast) gbzlenmistir
(Pascal ve ark., 1993). Bu nedenle, yapilan dayangklilik galismalarinda yalnizca BR1
proteininin kullaniabilecefi gorilmugtir. Bunanla birhikte, hareket proteinlerinin
mutantlarinda BL1 ve BRI proteinlerinin herikisi birden konakgt bitkilerde
dayaniklitk saflamuglardie (Ingham 2e ark, 1995). Ayrica, bir virlis grubunun
hareket proteinlerd difer virus gruplarnin da bitkide sistemik hareketlerine sebep
olarak, enfelssiyon baglatabilmektedir. Ornefin, tobamo ve comovirus gruplarimin
tagmim  mekanizmasindaki  farkldklara ragmen, tobamovirister kendilifinden
taginamayan ¢aylr Geglili benek comovirisii (red clover mottle comovirus;
RCMVYyniin taginimina yardimer olmaktadsr (Horn e ark., 1996).

19.5. Replikaz Genleri

Viral replikaz genlerinin bitki viriislerine dayanikliik da basarlt bir sekilde
kullarimast genetik mithendislizindeki ¢alismalarin bir diger sonucudur. Bu teknik
ilk olarak Golemboski ve ark. (1990) tarafindan TMV’ne karst gelistisilonigeie, Viral
genom RNA’sinin 5 ucuna yakim bir bolge 126 kDa’luk bir proteini kodlarken, ayns
bélgeden yine 183 kDa'luk bir proteininde okurast yapimaktadir. 183 kDa'luk
proteini kodlayan bu gen bolgesi 54 kDa'luk bir protein igin de agik okuma
cercevesi {open reading frame, ORF) icermektedir. Ancak, enfekte olmus
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dokularda 54 kDa’luk protein bulunmamaktadiz. Golemboski ze ark. (19903, 54
kDa'luk  proteini ifade eden transgenik bitkiler kullanarak bu proteinin
fonksiyonlariar aragtirmuslardie, 54 kDa’luk proteinin kaynadt olan TMV’niin U1
susu 1le yaptiklart enfeksivonlarda transgenik bitkilerin Ut susunun replikasyonuna
tamamen dayanikh olduklan pdzienmistir. Kilif proteini ile saflanan dayanikitigin
tersine, artirilan inokiilasyon konsantrasyonlarina karsin replikaz aractigryla TMV
RNA ve TMV virionlatina karsida dayanikiilik saglanmistir. Ancak, TMV’niin U2
susunda ve CMV’de bu bagariya ulagtlamarigtir. Carr ve Zaitlin (1992} ise
yapuklart ¢alismalarinda TMV’ne karst dayanikldigin RNA’dan degil 54 kD2’ luk

proteinden kaynakiandigin belirlemislerdir. '

Replikaza bagli dayaniklitk ayni zamanda PERV. gibi tobra virislerine yénelik
olarak da kullanimsstir (MacFarlane ve Davies, 1992). Bu arastirictlara gore
PEBV’nin genomik RNA’s: iki kistmdan olugmalta; biyiik béliim 201 kD= oldugu
digtiniilen bir proteini kodlamakra ayn bolgeden ise 141 kDua’luk baska bir
proteinin okumast yaplmaktadie. 201 kDa protein ayni zamanda biiyitk béliimiin
karboksi veuna verlesmis 54 kDa’luk bir baska proteini de bulundurmaktadir, 54
kDa'luk bu protein korunmug RNA’ya bagli RNA polimeraz sekans dizileri
icermektedir. PEBV replikez geni tarafindan saflanan replikaza baglt dayandkliik,
PEBV’niin diger suslarina ve diger bir tobraviriis olan bakla sarbant virtist (broad
bean yellow band virus; BBYBV)ne karsida etkili bulunmustur. 54-kDa’luk
proteine ait RNA’nin dayanikithkda etkili olup olmadsfi tam bilinmez iken, bu
genin  mutant tiplerd ile yapilan calismalarda dayanikliligin  saglanmadgn
goriilmistir. Bu sonug; dayamkldikta, proteinin sorumiu oldugunu gdstermektedir.

Bu ybntemin PVX’ne karst dayantkhilikta da kullanddigr bildirilmektediz. PVX
RNA’sinda ik ORF'nin (ORF1) viral replikazt kodladifn disinilmektedir, Bu
ORF1 bir nikleotid baglanma bélgesini ve korunmus gly-asp-asp (GDD) amino
asit motifi karakteristik gésteren viral RINA’ya bagl polimerazt (6enek: RNA
teplikaz) kodlamaktadiz, Braun ve Hemenway (1992), ORF1 geninin degisik
parcalarin iceren hatlars analiz etrnislerdir. Sonueta, bitkilerde dayantklilsfin ORF1
geninin ifadesi ile saglandigint bildirmislerdir. Ayrica, tanslayona ugramayan lider
bélgeyi ve ORFVe ait ilk 674 kodonu ifade eden cok dayaniklt bir biki elde
etmiglesdir. Bununla birlikte; korunmus nikleotid trifosfat (NTP) baglanma
bolgesini ve GDD motifini iceren ORF1 geninin sirast ile 3. ve 4. kistmlarin ifade
eden diger hatlarda PVX viriisiine dayanikiihiga rastlanmamistir. Ayrica, arastisicilar
PVX virlisene kargt, kilif proteini ile yiksek oranlarda dayaniklilik gdsteren
transgenik bitkilerle ORF1 bitkilerinin dayanikliliklasint karstlastirdiklarinda, ORF1
genini tagiyan bitki hatlasimn kdif protein genini tagtyan hatlara oranla daha
dayanikh olduklarim belirlemiglerdir.

Anderson ve ark. (1992), CMV’niin replikaz geninde mutasyonlarin  etkisini
calismuslardie. Aragtinicdar, GDID motifin kodlayan niikleotidierin uzaklagtirildid
bir delesyon mutasyonu kullanarak, mutant CMV genini ifade eden transgenik
titin  hatlarnda CMV  RNA’sina ve hiitin  vironlara karst  dayaniklidik
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gelistirmislerdir. Benzer calismalar PVX icin de gergeklestirilmigtic (Tenllada ve ark,
1995). Bu amagla, GDD dizitert farklt amino asitleri kodlamak lizere mutasyona .
ugratilmugter. Bu virlisiin transgenik titin hatlatina inokélasyonu sonucunda,
olusturulan biitin mutasyonlar viral genomun enfeksiyonunu onlemistir. Diger
taraftan, bitki RNA viriislerinin muhtemel replikaz dgelerinin transgenik ifadesi ile
AIMV (Taschner »e ark., 1991) ve BMV (Moti ze ark, 1992) viriislerine kargt
dayanikldik gelistirilememigtir. Her iki virils icin de replikaz dgelerinin transgenik
ifadesi virs zararin: artsermsur,

Ik caligmalar replikaza baBli dayamkihgs RNA’dan ¢ok replikaz proteinine
dayandirirken, sonraki galigmalarda dayanikiikta proteinden daha gok replikaz
geninin kullanddigt RNA dizilerinin etkili oldugunu belistitmektedir. Tenllado 2
ark. (1993), PMMV replikaz geninin 54 kDa bolgesini igeren trangenik titlin
bitkilerinde viral bulagikliklara kargt iki tp dayaniklih@in gelistifini gozlemislerdir.
Buniardan birincisi bitkinin kendi gosterdifi bafisiklik, ikincisi ise virlis
bulagtslmasindan sonra meydana gelen yitksek dayaruklhibk olarak tanimianmugtir.
Arastirictlar, dayanikli bitkilerin PMMYV izolatlarinin yiksek konsantrasyonlariyla
bulagtirilmast halinde dayaniklilifin degismedigini, dolayistyla dayanikliligin replikaz
gen ifade seviyelerine bagli olmadigint vargulasugtardir. Transgenik bitkilerde eksik
54 kDa proteinin ifadesi ile dayanikhilifin saglanmasi, tam uzunluktaki 54 kDa
proteinine ihtiya¢ duyulmadigini gostermistiz (Thellado we ark., 1996). Cymbidium
halkali leke tombusvirisi (CyRSVYne karst replikaza baght dayanikhiik, gen
ifadesinin disiik oldugn durumda daha yiksek bulonmug ve dayanuklilik séz
konusu viriise yakm diger virislerde gérillmemistir (Rubino ve Russo, 1995). Bu
durum, dayaniklilifin proteine defil RNA’va baglt gelistigini gstermektedir. Diger
bir ¢alismada ise replikasyona baglt dayaniklitkea RINAnin tek basina ifadesi yeterhi
gorilmigtir Mueller ze ark., 1995).

Sonug olarak; replikaza bagh dayanklh@ aciklayan degisik mekanizmalar ortaya
atitrsstir. Braun ve Hemenway (1992) ORF1 tarafindan kodlanan proteinin viral
RNA’yva baglandifan1 ve boylece diger bir viral gen iiriinlin translasyonunu veya
viral RNA’min paketlenmesini engelledifini savunurlarken, Golemboski »e ark.
(1990) dayanikldikta; replikazin esas 6fesi olan 54-kDa’luk proteinin, 183-kDa%uk
proteinle rekabete girmek suretiyle rol oynadigin belirtmektedirler.

19.6. Ribozimler

Ribozimler, enzimler gibi davranan RNA molekilleridie. Bunlar herbangl bir
RNA’ya karst hedeflenerek bu RNA tzerinde kesim yapatiar (Timmerman, 1993).
Sekans dizisine Ozg kesimn yapan iki tip ribozim bulunmaktads (Buck, 1991).
Birincisi, Tetrabimenatun  niklear pre-ribozomal RNA’sindan  bir  intronu
uzaklastirma temeli Uzerine karulmustur. Bu ribozimler 4 bazlik bir bélgeyi tanudar
ve RNAnin #n witro kesim igleminde kullanililar {Zaug ve ark., 1988; Haseloff ve
Gerlach, 1988). Ikinci tip ribozimler ise, bazi viroidlerin ve satelit RNA'larmn
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replikasyonlart esnasinda meydana gelen kendine-kesim olay ile iligkilidirler. Bu
kesirn islerninin, ddnen cember modeli ile replike olan lineer RNA multimerlerinin
bitim uzunluktaki parcalara ayrilmasindan soramlu oldugu  diistinilmektedir.
Forster ve Symons (1987) calismalarinda, bu kendini kesen RNA molekiillerinde
korunmuy diziler ve “gekic” benzeri bir ikincil yap: tespit etmislerdir. Haseloff ve
Getlach (1988), ir wifro mutagenez yaparak STobRV (+) RNA’sinin kendini
kesmesinde gerekli ve gerekli olmayan dizileri tespit etmiglerdir. Bu galisma sonucu
substrat ve nukleaz (tibozim) aktivitelerinin farkli molekiillerde olabilecei
anlagilmigtir. Substrat zincirinin dizisinde ok az bir smirfamaya sahip oldugu ve bu
sayede gerekli ribozimle baz ciftleri olugturarak ¢ekic benzed ikincil yapr
olugturabildifi ortaya ¢ikarlmsear (Sekil 19.1),

SUBSTRAT

— Bl . KESILMIS URIN
RIBOZIM Kol KESILME BOLGESI

Ef’é/ Pk ERHAGUIDP 3
TR . SO AR AR 3

5 GHIHHRY ' RIBOZIM
By gl

Sekil 19.1. Haseloff ve Getlach (1988) tarafindan diizenlenmis ribozim modeli. Cekic
benzeri yapuun substrata baflanmast ve kesim firiing gériinmektedir (komplementer baz
siftles noktalarla gosterilmistir).

Ribozim molekillerinin RNA'y1 parcalama Szellifinden yaratlanlarak, substras
RNA  molekiillerine yonelik ribozimler dizayn edilmigtie. Ribozimler viriis
genomunun ¢ok degisik’ bolgelerine hedeflenerek dizayn edilebilitler. Bununla
beraber transgenik bitkilerde ribozimlerin antiviral etiinligini etkileyebilecek pek
¢ok faktdr bulunmaktadir (Buck, 1991):

1. Ribozimierin f# pivo stabilitest.

2. Sttoplazmik viriisler igin ribozimlerin sitoplazmaya tasinmi.
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3. Hedef RNA’daki kararlt ikincil yapinin ribozimin baglanma kabilivetine olan
etkist, ‘ : '

4. Ribozimin reaksiyondan sonra substrattan gercek bir enzim gibi ayrilabilme
kabiliyets.

5. Ribozimin ifade dizeyt

Transgenik bitkilerde ribozimlerin etkisi ile iigili ¢alipmalar kisetlt olmasina ve
yéntemin  glicliklerine  karsin, yoéntem virlislere  dayaniklltkta  kullantlan
mekanizmalara alternatif bit mekanizma olarak gérinmektedir (Buck, 1991).

19.7. Satelit ve Hasarhh RINA'lar

Bazi virlis izolatlan genomik RNA'larmna ilaveten satelit RNA deniten ekstra bir
RNA tériinii de bulandurmaktadirlar. Satelit RINA’lar replikasyonlast igin tamamen
yardimnct viriislere bagimlidirlar. Satelit RNA ve yardimer virlis arasindaki iliski
genelde ¢ok spesifiktir. Belirli bir satelit RNA icin sadece yakin iliskili virslar
yardimel viriis olabilitler. Satelit RNA’lar yardumet virtisun replikasyonu icin gerekli
olmadiklars gibi  baz  durumlarda yarchﬁa virisun  replikasyonunu
engelleyebilmekteditler. Satelit RNAar yardimer virisiin nikletk asit dizileri de
iliskili olmayan diziler bulundururlar. Bir kilif proteini kodlamazlar, ancak yardima
viriislarin sentezlendifi kilif proteini ile kilif igine altnurlar (Francki, 1985).

Gerlach ve ark. (1987) titin halkali leke viriisi (tobacco ringspot virus;
TobRVyniin sateliti aktarlous titin bitkilerini kullanarak ydntemi ilk olarak
uygulamaya koyarak viriislere karst dayansklik saglarnslardir. Bu aragtirmada
transgenik tiitin bitkilert, satelit bulundurmayan TobRV ile enfekte edildiklerinde,
aktarslan satelit dizilerinde yiksek oranlarda artig gozlenmistir. Transgentk bitkilerin
yapraklarinda semptomlarin gok az veya hi¢ olmadifi, ayrica viriis birtkiminde
azalmanin oldugu gozlenmigtir. Diger bir calismada CMV satelit RNA’sint tagtyan
transgenik tittiin bitkilerinde de CMV enfeksiyonlarina kargt tolerans saglanmigtir
(Harrison »e ark. 1987). Benzer gekilde, Masuta ve Takami {1989), CMV’niin satelit
RNA’st (Y-Sat RNA) ile bu viriise kargt dayantklilik sagiamiglardir. Daha sonra
yapilan bir caligmada ise transgenik olmayan ve CMV’ne agirt duyarlitk gdsteren
domates cesidine aktarlan satelit T73-satRNA’mis  dayanikllik  olusturdugu
belirlenmistis (Saito »e ark., 1992). Yie ve ark. (1992), dayanikldikta bu yontemi ve
kilif proteinine dayali dayanikliligi kombise ederek CMV’ne dayaniklilik {izerinde
caligmuglardir.  Kilif  protein  yontemi  yiksek konsantrasyonlardaki CMV
enfeksiyonlara karst dayanikithk saglamazken, enfeksiyondaki artisla satelit dizilers
cogalarak bitkilerde korunma saglanmsstir. Satelit RNAarm akuvitelerd, baglangic
konsantrasyonuna baglt oldufu i¢in koruma etkileri belirli bir donem sonra
goriiliitken, kiif proteinine baglt koruma virlis enfeksiyonundan hemen sonra
devreye girmektedit. Bu nedenle, sozi edilen yéntemlerin tek tek uygulamalarina
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nazaran birlikte uygulandiklarinda satelit RNA ve kilif protein genlerinin semptom
gelisimine karst daha engelleyici oldugu gérilmustir.

Bitki virislerine karst satelit RNA'larn kullantoum kisitlayan bazt faktorler
bulunmaktadsr (Saito # ark., 1992). Bunlarin basinda, dogal olarak bulunan satelit
sayistnin oldukea kisith olmas: ve bundan daha da dnemlisi satelit RNA’larm
etkilerinin konaketya (bitki tirtine) gére defismesi gelmektedir. Ornegin CMV’niin
satelit RNA’s1 tiidinde bu virisiin semptomlarint azaltirken domateste semptom
derecesini artirmaktadie (Devic ve ark., 1989). Ayrica, satelit RNAnin degisik wwklar
bir bitki tiiriinde degisik etkilere sahip olabilmektedir (Saito »e ark., 1992). Yine,
bunlar ~ yardime: virlislerin  belli scklarmna - baglt  olarak  olumsuz etk
gosterebilmekteditler. Domatesteki spesifik satelit RNA’lar tarafindan tesvik edilen
kloroz seviyesi yardumer viriis izolatlarina bagh bulunmugtur (Palukaitis, 1988). Bazn
satelit RNAlarin tiitinde kloroz olusturma aktivitesi CMV’niin alt grup [ trkinm
varhifn ile gézlenmezken, alt grup II ile bitlikte kloroz olugumu tespit edilmistir
{Sleat ve Palukaitis, 1990). Viriis enfeksiyonlaninda satelit RNA’larmn kodladi
proteinlerinde etkisi olabilmektedir. Bu konuda yapilan bir calismada domates
nekrozisinin CMV’niin satelit RNA’sinda bulunan korunmus bir bélge ile ilgili
oldugu gdsterilmigtir (Kaper ve ark., 1988).

RNA virlislerinin mutasyona ¢ok yatkin olmalatindan dolayt (Steinhauer ve
Holland, 1987) dayaniklilk saflayan satelit RNA’ar bitkac bazt degistiren
mutasyonlarla (Baulcombe, 1996) virilent satelitlere déntisebilmektedirles. Bir kac
baz defisikligi satelitin Szelligini degistirmekle birlikte, mutasyonlagla satelitlerin
saylatinin artinlmasina ve satelit genomlarda manupulasyonlara olanak vererek
satelitlerin difer viriislere dayanikldikta kullantima imkanint artirmaktadir, Ornegin,
1. ve 61. pozisyondaki iki bazt gikartilarak TMV satelit genotnu, ToMV ve tipdiss
vesil domates mozayik virlisG (green tomato atypical mosaic virus; G-TAMV)’ne
adapte edilmistir (Yassi ve Dodds, 1998).

Bu konu ile ilgili diger bir sorun ise satelitletin yardimer viriisletle yayilmalaridie. Bu
yayilma sonucunda yardimer viristin daha az viriilent hale geliyor olmast bir avantaj
gibi goriinse de, genetik yapilart degistirilen genlerin yiiksek frekanslardaki hareketi
baska problemler ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu nedenle yayilmaya fazla imkan
vermeyen, zararsiz satelitlerin kullanilmas: énerilmektedir (Yie ve ark., 1992),

Virtislere dayaniklikta diger bir strateji ise hasarl miidahaleci RNA’larin (defective
interfering RNAs; DIs) kullantimasidie (Baulcombe, 1996). DIs7ar delesyon
mutasyonuna ugramis yardunct viriisler olup, defisik biyiiklitkte olabilitler. Bu
molekiiller  viriislerin  replikasyonu  sirasinda,  viriisin  replikasyonunu
engellemeyecek sekilde belirli dizilerin delesyonu sonucunda olusurlar. Daha sonta
DIs7ar, replikasyonu kendi yaratlarina olacak sekilde yeniden yénlendirerek,
enfeksiyona neden olan viriisiin mikearins ve hastalik semptomlatint azaltirlar.
Stanley ze ark. (1990), tek DNA zincirli bir geminiviriis olan, A ve B Ggelerini
genomunda bulunduran ACMV’ne ait DIs’larin virls replikasyonunu ve dolayisiyla
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hastalidt azaltma kapasitelerini incelemislerdir. Bu viréistin genomunda bulunan ve
viriis replikasyonuna midahale eden B &gesine ait cDNA kopyalant tiitin
bitkilerine aktardmusur, Gerek kontrol ve gerekse eransgenik bitliler baslangicta
hastalik semptomlat: gdsterirken, ileriki dénemlerde transgenik bitkilerde sistemik
enfeksiyonun geciktgi ve semptomlarin azaldigt kaydedilmistir.

Bitki virtislerine karst dayanikiibik icin, DIs’lar yapay olarak Gretilebilmekteditler.
Marsh we ark. (1991}, yapay DIs’lan kullanarak viriis replikasyonunu durdurmayt
bagarmuglardir. Satelitler gibi DIs’lar da yanlis konaker bitkide kuliamildddarinda ters
etki gostererek hastalifin artmasina neden olmaktadirlar {Li ze ark., 1989).

19.8, Gen Inaktivasyonu

Gen inaktivasyonu (gene silencing) veya RNA baskdanmast (RNA suppression)
virtslere dayanikliltk da kullanilabilecek mekanizmalar arasinda gorilmektedir. Gen
inaktivasyonu, transkripsivon sonrast hedef RNA dizilerinin parcalanmast seklinde
yorumlanmakiadir (Goodwin ze ark., 1996). Bu yoéntemde, pozitif sens RINA’lan
kodlayan, ancak protein birikimine neden olmagan genler kullandmaktadie. Gen
inaktivasyonu ile saglanan bu dayantkhibik yodnteminde, hiicreler anormal olarak
yitksek orandaki RNA sekanslaring, anormal RNA yapilarin veya modifive olmus
niikleotidleri yakalayarak, gen tanskriptlerininin niikleaz parcalanmasina neden
olan bir mekanizmayt uyantlar (Goodwin 2 ark, 1996). Dayantkhiikla gen
inaktivasyona arasindaki iliski PVX (Goodwin »¢ ark., 1996) ve PVY (Huntley ve
Hall, 1993) virslerine karst bitkilerin gésterdii dayantklilifin genetik analizi ile
kanitlanmugtir. Yapilan testler sonucunda virislere dayansklidign saglayan transgenler,
transkripsiyon  sonrast olugan mekanizma sonucunda homolog transgenlerin
ifadelerini de maktif hale getimistir. B-glucuronidase (GUS) geni tagtyan PVX
vekiériin (PVX-GUS) ile yapilan c¢aligmalarda, viral olmayan transgenin (GUS)
transkripsiyonu sonrast gen Inaktivasyonunun viral RNA birikimini engelledifi
gozlenrmigtir. Viriistin engellenmesi icin, viral genom ile transfer edilen gen arasinda
dizilerin benzer olmast gerekmektedir (English ve ark., 1996).

19.9. Dayamkhlik Genleri

Virlislere karst dayanikli bitki elde etmek amaciyla viriislere ait genlerin esas alindif
ve diger béhiimlerde anlatilan teknikletin yanisira, bitkilerde varolan genlerin ortaya
cikarilmasi ve kullanimi ise dzellikie pelecekte bu alanda yapilacak galismalar icin
bliyik dSnem tastmaktadir. Virislere dayanikbibik genleri tki grup ealtnda
toplanmaktadis:

1. Virislere dayaniklilik genlert

2. Savunma genleri
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Bunlardan birinci grup genler; yapisal genler olup belli viriis ve viriis wklariun
enfeksiyonlarmda ifadeleri artmaktadic (Fraser, 1990), Ikinci grup genler ise
yalnwzca enfeksiyon aninda devreye giren ve bitkide enfeksiyon dagiimina karst
dayanikllif artiran genlerdie. Bazt patojen-iligkili (PR) genler bu gruba girmektedir
(Kauffmann ze ark., 1990).

Bitki 1slaht cahgmalant sonucunda viriislere dayanikldik genleginin elde edilebilecegi
yeni gesidere ulagma imkani her gecen gin artmaktade. Molekiiler biyoleii
alismalarinda bu tir genletin kullanumunt kisstlayan en Snemli neden, genlerin
biyokimyasal ézelliklerinin ve yeni bireylerdeki kalitimlarinn tam bilinmemesidir.
Bu alanda yapilan ¢alismalarm en glizel drnegi ise boriilcenin Atlington cesidinde
bériilce mozayik virlisi (CPMVyniin SB ikia karst bir dominant allel tarafindan
kontrol edilen dayaniklidik gen proteininin tespit edilmesidir. CPMV poliprotein
olusumunu engelleyen bu proteinin saflagtwilmasi ve karakterizasyonu ile i
- ¢aligmalar sirdriiimektedir. Ayrica son yillarda genomik haritalarin cikartilmasi,
molekiler isaretler yardumiyla baglanti (linkage) haritalamnin elde edilmesi,
kromozom haritalamasy, otomatik niikleik asit dizilerini belitleme yontemleri ve
direkt gen izolasyonu ile ilgili gen dtiinlerinden gidilerek genlerin izolasyonuna
yonelik calismalar sirdiirilmektedis. Bezelye tohumu-kaynakli mozayik virdsiine
karst camlarda yuritilen calismalar sonucunda viriis dayanikliligs ile ilgili isaretlerin
tespit edildigi gen haritalamas: calismalart siirdiirilmektedir (Timmerman, 1993).

19.16. Ribozomlari Inaktive Edici Proteinler

Ribozomlan inaktive edici proteinler (RIPs) sitotoksinler olarak bilinip, bir¢ok
yiksek bitkide dogal olarak bulunutlar. RIPs karyotik hiicrelerde, rRNA’nin
bliyik alt dnitesinde 3” ucuna yakin spesifik adenozini depurinlestirerek protein
sentezini engellemektedir (Hong 2 ark, 1996). Bu proteinlesin gercek rolleri
bilinmemekle bitlikte, patojen enfeksiyonu esnasinda bunlarm stoplazmaya salinimi
hipersensetif bir reaksiyon olusturmakta ve dogal bir koruma gerceklesmektedir.

RIPs%erin  transgenik  bitkilerde siirekli (constitutive) ifadelerinin  anormal
geligmelere neden olmast fizerine, Hong ve ark. (1996) ACMV’ne dayansklilk
salamak amact ile trangenik N. benthuminana bitkilerinde yeni bir strateji
gelistirmislerdic. Bu arnacla, aragtimsclar potansivel bir RIP olan  Diantbus
aaryplyllasdan izole edilen “dianthin” kodlama sekansin, viral AC2 gen driini
tarafindan aktive edilen ACMV virion-sens promotoru éniine klonlayarak tiitiin
bitkilerine aktarmuslardir. Virls enfeksiyonu sonucunda dianthin tizetiminden
sotumhy  viral promotorun aktif hale gegmesiyle, enfekte olan hiicrelerin
hipersensetif bir tepki gdstererek olditkleri gézlenmistir. Transgenik bitkilerin
inokiile edilen yapraklarinda tipik olmayan lezyonlar olusmustur. ACMV’ne
dayanikliik gésteren bu  trangenik bitkilerin dier gemintviriislerine katst
dayarukhlk  gdstermemesi ise aragtricilar tarafindan  sézii edilen ACMV
promotorununun difer gemini viriislerde bulunan AC2 homologlatt tarafindan
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aktive edilmedigi seklinde yorumianmusur. Daha sonra, Hong e ark. (1997)
. transgenik bitkilerde RIP aktivitesinin artmastain AC2 geni tarafindan saglandiing
belirtmiglerdir.

RIP caligmalars, diger sitotoksik dizilerin virity genomlarina ait dizilerle kombine
edilmesi veya bunlarn degisik manipulasyonlart  yoniinden gelecekte viral
enfelsiyonlara dayaniklilik agisindan oldukea timit vermektedir. Tlave olatak, difer
virislerin sadece enfekte olmug hiicrelerde etkili olan proteinleri {retmeleri
miuimkiin olabilecektir.

19.11. Memeli 2°,5° Oligoadenilat (2-5A) Sistemi

Diger bolimlerde, bitki viriislerine karsi patojen kaynakh dayanikliik
mekanizmalars  kullandoustir,  Patojen  kaynakh  dayanikllik  yogun  olarak
kullandmasina ve ticari iiretime girmesine karsin, bircok kosulda bitkilere aktardan
viral genom dizileri dayanikith® belirleyici faktor olarak kargimiza gikmakta ve
dizilerdeki benzedik oranmna gdre bir veya birkag virds irkina dayandklitk
saflanmaktadir. Ayrica, aktazlan viral genledle tam bit dayanklitk saglamak
oldukea giic uygulamalart icermektedir. Son yillarda memeli hiicrelerinde bulanan
interferonlarin antiviral aktiviteleri tesvik ettii fikti ottaya konmugtur. Ba yolla
viris  enfeksiyonlartna  dayaruklitk | interferon  tarafindan  diizenlenen
2 5cligoadenilat (2-5A) sisteminin RINA’yt pargalamas: ile gerceklesmektedir.
Sistem, cift sarmal RNA’lar tarafindan aktive olmakta ve virlis replikasyonu ile
konukcu hiicre gogalmast bloke edilmektedir (Mitra »e ark., 1996). Bu sistemde
2’5 oligoadenilat sentez (2-5Aase) ve ribonukleaz L (RNase L) gerekli olan temel
molekillerdir.

Mitra ve ark. (1996), degisik konstitutif promotorlarin kontrolit alunda insan RINase

I ve insan 2-5A’nin diisitk moleldiler aguhkl formlarina yonelik cDNA’las bix
plasmid aracthgsyla tiitline aktararak, transgenik bitkilerde bu iki enzimin birlikte
etkisini incelemiglerdir, Bu amagla, bu iki enzimi iireten transgenik bitkiler TMV,
AIMV ve TEV ile inokile edilmistir. Sadece 2-5A veya RNase L Greten yapraklar
ile tek bagina plazmid vektérl tagtyan yapraklarda tipik enfeksiyonlar goriimigtiir,
Her iki geni tagtyan transgenik bitkilerde AIMV’ye karst viriis konsantrasyonuna
baglt kalmakstzin tam bir dayanuklilik saglanuken, TEV miktannda Gnemli bir
azalma oldufu yapian ELISA testleri ile anlaglmigtir. Bu sonuglar, memelilere ait
2-5A sisteminin bitkilerdeki viriis enfeksiyonlarina karst dayamkliik sagladifin
géstermistis. Daha sonra yapilan bir ¢aligmada ise, her iki geni (RNAase ve 2-5A)
tagtyan transgenik bitkilerin CMV ile inokiile edilen yapraklarmnda nekrotik
lezyonlatla birlikte CMV’ne karst tam bir dayanikliik elde edilmigtir. Ote yandan,
PVY ile ikitbe edilen transgenik bitkiler nekrotik lezyonlar olugturmalarina ve virds
artis1 olmamasina ragmen biltiin bitkiler 20 gin iginde Slmustir (Ogawa ve ark.,
1996). Her iki enzimden birinin Gretildigi transgenik bitkiler ise CMV ve PVY
enfeksiyonlarina karst, transgenik olmayan bitkiletin gosterdidi normal sistemik
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semnptomlar géstermislerdir, Bu sonuclara gore, her iki genin aktarddif transgenik
tiitiin hicrelerindeki 2-5A sisterni cift sarmal RNA ile aktive olmakta ve memeli
hiicrelerinde goriilmeyen bir sekilde enfekte olan hiicreler dimektedir. Bu ise 2°,5™
fosfodiesteraz ve 5-fosfatazin memeli hiicrelerinde 2-5A’yt parcalamalarindan
kaynaklanmezktadir. Son  yillarda, 2-5A sistemi bujdayda cift sarmal RNA
virslerinden bugday cizgi mozayik virlisii (wheat streak mosaic virus; WSMV)'ne
dayaniklilk calgmalatinda da uygulanmaya baslanmustr (Baenziger PS, kisisel
gorisme). Sonu¢ olarak, bu sistemin ileriki caligmalarda virlslere kargt dayanikl
bitkilerin iretiminde etkili bir sekilde kullanilaca@t distiniiimektedir.

19.12. Viriis Proteinlerine Kargt Antikor Kullanimi
;

Viriislere dayanikldik amaai ile kullanian diger bir yéntem ise viris proteinlerine
yonelik antikorlarm kullanimidir. Yapian c,zh§m111ria bunlagin bitkilerde ifade
edildii kanitlanmugte (Hiat ve Ma, 1996). Bunlardan tek-zincir Fv antikor scEV,
kiiglik genomu ve daha basit olmast nedeni ile bitkide ifade olanlarn arasindan
tercih edilenidir. Bu antikorun transgenik bitkilerde ifadesi ile enginar benekli
kwviretklke virtisit (artichoke mottle crinkle; AMCV) niin enfelsivonu azalirken
semptom  olusumu  gectkmistiv (Tavladoraki - ze ark, 1993). Bu yontemle
monoklonal antikorlar: tireten dolayistyla hastaliklara dayanikiihil gésteren bitkilerin
tretimi miimkiin olabilecektir. Son yillarda molekiiler biyolojideki gelismeler
sayesinde antikorlar gibi protein kompleksleri transgenik bitkilerde tretilebilecekrir
(Franken ¢ ark., 1997).
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20.1. Girig

Yerlesik yagamin baglayip ilk insanlatm tarim hayauna gegisleri bakteriyel ve fungal
patojenler ile kiiltiir bitkileri arasinda yakin bir iligkinin baglangicint olugturmugtur.
Bu yakmn iligki bazen hastalik salginlarinin  ortaya ctkarak  tim  {riindn
kullandmayacak durema gelmesine ve bunun sonucanda da birgok insanin yagarant
yitirdifi ketiklarm gorilmesine neden olmugtur. Dianya niifusunun hizla arttg
glinimizde, lrinlerin hastalklardan korunmast daha da Snemli bir konu haline
gelmistir. Uriinleri hastalik ve zararlilarin verebilecei zararlardan korumals icin
birgok yontem kullandmasina ragmen bakteri ve fungus kokenli hastaliklar halen
kaltir bitkilerini tehdit edici boyutlardadie. Ozellikle yofun monokultit tarimmn
yaygin olarak yapidids yerlerde hastaliklarin verdifi zararlar daha da blyik
boyutlara ulagmaktadir. Bazt durumlarda kiltis bitkilerinin islahinda aynt ya da
benzer genetik materyalin kullantlmast tim Griini hastaliga dayantksez duruma
getirerek, zararin daha da artmasina neden olur. Hastaltklardan dolayt ortaya ¢ikan
lriin kayiplarsnmn diinyadaki toplam iriiniin yaklagk %12'si civarinda oldugu
sanilmaktadie. Bu kayip parasal olarak yillik 42 milyar dolar civatindadir. Hastaliklar
sadece iiriin  miktarnt  disiirmekte, aynt zamanda Grintn  kalitesini de
etkilemektedir. Ozellikle Fusarium ve Aspergillus funguslari tarafindan salgilanan
toksik. etkiye sahip enzimler insan ve hayvan saghpt tzerinde olumsuz etki

yapmaktadurlar.

Oucan §, Glirel E, Babaoglu M (2001) Bitki Biyoteknolojisi II -
Genetik Mithendisligi ve Uygulamalar, Selguk Universitesi Basimevi
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Bakteriyel ve fungal hastaliklann yapugi zararlant 6nlemek icin birgok dururnda
kimyasaliar kullantlsa bile bitki hastalillannm  olusturacadt zarar tamamen
énlenemez. Ustelik kimyasallarin kallanimi hem triin maliyetini artirmast hemn de
cevreye ve Otcki canlilara verebilecedi olast zararlar yiziinden her gecen gln
kisitlanmaktadir. Dayanikli bitki elde etmenin bir yolu bitks 1slahidie. Bitki 1staht
yolu ile dayanikhiligs belirleyen birgok gen yabani bitkilerden kiltiir bitkilerine
aktardmugttr, Ancak, bircok durumda dayansklilik genleri Steki bitki tlirlerinde veya
bitli disindaki diger canldarda {bocekler, fungal ve bakteriyel organizmalarda)
bulunabileceginden klasik melezleme yéntemleri ile bu genlerin kiltir bitkilerine
aktardmast mimkin degildic. Biyoteknoloj alanmdaki gelismeler sonucunda gen
aktarma yontemleri bircok bitki tirl icin  kullanidmaktadie.  Biyoteknolojil
yontemlerin safladift en biyik gelisme istenilen dzelligi belitleyen tek bir genin
diger zellikleri defistirmeden bitkiye aktarimint saglamastdir (Tablo 20.1). Buna ek
olarak; gen aktarimu yolu ile bitkilerin 1slahy, melezleme ve seleksiyon yéntemleri ile
yapilan islaha oranla ¢ok daha az zaman alacadt igin tercih edilecek bir yontemdir.

20.2. Bitki-Patojen Iligkisi
-

Bitki patojenlerinin yagam seklinin ve bitki hicrelerini nasd enfelte ettiginin
bilinmesi, patojenlerle savagimda hangi yéntemlerin kuliandacagina karar vertlmesi
agisindan Onem tasir. Bu nedenle patojen ve bitki arasindaki temel iligkilerden
asafiida kisaca bahsedilmigtir.

20.2.1. Hastalik yapici bakteriler

Bitkilerde hastalik olusturan bakterilerin bircogu 6zellikle hticreler arast bosluklarda
bitki hiicresinden salgtianan besin maddelerini kullanarak geligir. Bu bakteriler
genellikle enfekte ettikleri bitki hiicrelerini salgtladiklart toksinler ve Steki enzimler
le &ldirerek dokularda nekrotik belirtilerin ortaya ctlkmasina neden olurlar.
Baktetilerin bitki dokularina gitisi genellikie bitki ylizeyindeki yara ve gatlaklar ile
stomalatdan olur. Bazt patojenik bakteriler degisik dokularda yagarlar. Ornegin,
Pseudomonas solanacearnm bakterisi bitki iletim dokulaming isgal eder.

20.2.2. Hastalik yapici funguslar

Bitkilerde hastalik olugturan fungus kdkenli etmenlerin bitki hiicrelerini enfekte
etme yollags da bir fungusdan otekine defisim gosterir. Bazi fungal hastalde
etmenleri bitki ylzeyindeki yaralanmug bolgelerden bitki igine girerken, bazlar
dogrudan epidermis dokusunu delerek bitki iine girer. Hastalik etmeni funguslar
bu bakimdan rekrotrof ve biyotrgf olmak Uzere iki gruba aynbr. Nekrotrof grubuna
giren patojenler kendi sentezledikleri enzim ve toksinleri kullanarak genelde
hiicreler arast bosgluklara vetlesiz. Bu gruba giren patojenler bitki hicre ve
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dokularint kesa siirede Sldlrerek nekrotik bélgelerin ortaya cikmasina neden olutlar.
Biyotrof olan patojenler (pas, killene veya solguniuk hastalify etmenleri gibi)
dogrudan bitki epidermis dokusunu delerek veya stomalart kullanarak hicreleri
enfekte ederler. Bu tiir patojenlerin enfeksiyon sirasinda salgladiy enzimler bitki
hiicre duvarinin yapisint eritici nitebiktedir. Hicre icine giren hastalik etmeni,
bitkiden karbonhidrat ve dteki besin maddelerini alarak beslenir. Bununla birlikee,
biyotrofik patojenler bitki besin maddelerini kendi beslenmelerinde kullandiklar
icin enfeksiyonun erken dénemlerinde bitki hiicresini hemen oldiirme yolunu da
dzellikle secmezler. Ilging olan, bazi patojenler yagamlarmin bir bélimiinde
biyotrof éteki bir bolimiinde ise nekrotrof olarak yagayabilirler.

Tablo 20.1. Genetik mithendisligi ile fungal ve bakreny'}l hastaliklara dayanskh bﬁkllerm

f:lcie edilmesi,

Alktarlan :
Protein/Gen Kokeni Bitki Hastalik Kaynaklar
Shiva-1 Ipck bécepi Tt Robstaria solavacearion Jaynes ve ark., 1993
MB39 Ipeis bocegt Titiin P syringae pv. Tabad [Tuang re ark., 1997
Attacin I3 ipck bidcefi Iilma Eirwinia anrylovora Noreli e ark., 1993
Lizozim [nsan Titiin P. syringae py. tabad Nakajima ve ark., 1997
Lizeysim 14 Bakeeriofag Patates P. syringae py. tabac During re ark., 1993
Tachyplesin Yengeg Patates Erwinia carolovora Allefs ve ark., 1996
Tablotoxine P. syringae pv. tabact Tt P, syringae Anzal ve ark., 1989
Ornithine F. syringae pv. tabact Fasiilye P. syringae Huente-Martinez ve

carbamyltransferase

ark., 1993

Pectate lyase Eruinia carotovera Patates Envinia carotevora Wegener se ark., 1996
Glikoz oksidaz Alspergiiles niger Patates Envinia carstovora N v ark,, 1995
Thionin Arpa 1itin P. syringae prv. tabast Carmona »e ark., 1993
Bacteriopsin L. balobinm Tiiin P. syrinpae py. tabaci Mirtler ve ark., 1995
Xa21 Dayamkh Celik Dayantksie X orpgwe Wang ve ark., 1996
Celrik
Alfa-hogdothionin - Arpa Tiutin Clavibacter spp, [Meorack, 1994
Defensin Tarp Tatin Alterniaria bagipes Tereas e ark,, 1995
Kitinaz THtn, Ribizoctonia solani Broglie ve ark., 1991
_ Kolza
Viscotoxin Arabidapsis Avrabidspsis Plasmodiophora bragsicae [loltorf we ank., 1998
Stlben sentaz Asma Tiitln Botrytis cinerea Hain ge ark., 1993
Peroksidaz Stylosanthes Tiitiin, Phytaphthora parasitica,  Kazan ve ark., 1998
Kolza Leptasphasria maclons oy v ark., 2000
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20.2.3. Bitki savunma sistemleri

Bitkiler patojen salditflarindan  kendilerini - korumak icin  bircok savunma
mekanizmasta sahiptir. Bu savunma mekanizmalart bazi patojenler igin caydirict
bir rol oynamasina kargm oteki bazi patojenler icin ethisiz kalabilir. Bunun
sonucunda da hastaltk ortaya cikar. Bitkilerin hastaltk etmeninlerine karss
olusturduklart savunma mekanizmalarindan asagida kisaca bahsedilecekeir.

20.2.3.1. Genel (temel) dayamihilik

Bilindigi gibi birgok bitki tiire bazt hastaliklara kargt dogal olarak dayantkliltk
gosterir. Genelde, bir bitkide hastalik olusturabilen bir etmen bagka bir bitkide
herhangi bir hastalik olusturmayabilic. Bu durum; gewe! dayaniihbk  (general
resistance), femel dayamkilk (basic resistance) veya &onnkpu olmayan dgyamklibk
(non-host resistance) olarak adlandinlir. Genel dayaniklilik genetk olarak karmagik
bir mekanizmaya sahiptir. Bu tip dayamkliik genelde vzun Smiridir. Patojen
popuilasyonlarndaki olast defismeler konukgu olmayan bitkide hastalk olugumuna
neden olmaz. Genel dayaniklhifin mekanizmast bircok durumda, bitkinin patojen
spotlarinin gelismesini, hiicre ve dokular enfefte etmesini dnleyicl olmasindan
kaynaklang. Bitkideki kiittkula, hiicre duvarmin vapiss, fenolik bilesiklere ya da
hastaltk etmeni tarafindan uyardabilecek bir savunma sistemine sahip olmast, o
bitkinin hastahga dayaniklt clmasina neden olur,

Patojenler bazt durumlarda yeni biyokimyasal silahlar gelistirerek genel dayanikliik
mekanizmasint etkisiz hale getirmeyi bagarirlar. Bu durumda hastalik etmeni, bitki
hiicre ve dokulazini sisternli bir bicimde isgal ederek sonugta bitkinin élmesine
neden olur. Patojen tarafindan kullanilan bu silahlar pasgjenite faktirieri ya da viriilens
Jaktirfers olarak bilinir. Hastalik etmeninin enfekte ettii bitki boylece konukqu
durumana gecmis olur. Bu durumda bitkinin savunma mekanizmast genelde
hastalik etmenini tantyamadigindan gerekli savunma sistemini harekete geciremez.
Hastaligin bitkiyi isgal ettidi anlasildiginda, bitkinin savunma mekanizmast harekete
gegirilse bile bir cok durumda artik bitkinin hastalig1 yenmesi miimkGn olmaz.

20.2.3.2. Ozel (spesifik) dayanikhitk

Konukeu bitkiler hastaliklarmn olusturacagy zarardara engel olmak icin dayandklidik
(resistance, R) genlerini gelistirmiglerdir. Dayanikliltk geninin riint olan proteinler
hastalik etmeninin bitkive girmesi sirasinda salgiladsfn sinyal molekillerini tanuma
yetenefine szhiptler. Hastalik etmeninin salgiladi®: proteinler genelde awiriifens
Jaktirleri ya da genel olatak elisitr molekiiller olarak bilinir. Bu tanmma iglemi,
bitkinin savunma sisteminin harakete gegirilmesi bakimindan zorunludur. Sonugta,
bitki savunma mekanizmasinin  uyarslmasy antimikrobival etkive sahip bircok
proteinin bitkide iretilmesine neden clur. Bu proteinlerin yamsira, bitki hitcrelers
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enfekte olmus hiicrelerin kendilerini dldiirmesi (hypersensitive response, HR) yolu
ile enfekte olmus bolimi izole etmeyi basarr. Sonucta, bitki hastaliga
yakalanmaktan kurtutur veya hastalik etmeninin yapacaft zarar: en aza indirebilir.
Genel dayaniklilik ile dzel dayanikliik arasindaki en biiyiik fark, genel dayanikliligin
ozel dayanikliliga orania ok daha uzun 6miirli olmastdir. Ozel dayanikhligin etkisi
bir¢ok durumda hastalik etmeninin avirilens geninin riinlerindeki degisme sonucu
kaybolur. Boylelikle hastalik etmeninin daha énce dayanikh olan bitkiyi enfekte
edebilecek yen: bir 1k ortaya ¢ikmis olur.

Yukarida kisaca agiklanan ve Sekil 20.1de genel hatlan ile gésterilen bitki ile
patojen arasmdakd iliski patojenlere kargt dayantkt bitki elde edebilmek icin gerekir
stratefilerin  saptanabilmesi baksnindan Snemlidir. Kisaca &zetlenecel oluesa,
patojen saldisinin basarth olabilmesi igin agagidaki kogullarin olugmas: gerekir:

1) Patojen, enfekte edecegi konukeu bitkiyi tantma yetenefinde olmalidur.

2) Patojen, konukeu dokulatina girebilmek igin gerekli olan silablara (sitlkulay:
delebilecek enzimlere veya toksinlere) sahip. olmalidir.

3) Patojen, bitkt savunma sisteminin zlgilanmasindan ya da Dbitki savunmas:
sirasinda salgilanan proteinlerin toksik etkilerinden kagmayi bagarabilmelidi.
Bu, bazi durumnlarda patojen tarafindan bitki savunma proteinlerini inaktf
hale getirecek proteinlerin dretilmesi ile olur, Bazt durumlarda da patojen,
bitki savunma sistemini bastirabilecek dzelliklere sahip proteinler kullanarak
bunu gerceklestirie,

4) Patojen, bitkinin besin maddelerini kullanarak gelisimini strdiirebilme, basards
bir gekilde gofalma ve bitki hiicrelerini Sldiirerek sonugta hastalde belirdlerd
olusturma yetenegine sahip clmalidir.

Buna karstlik bitki, kendisini patojen saldiisindan koruyabitmek icin su dzelliklere
sahip oimahidur:

1)  Butky, patojenin kendisini konukgu olarak tanimasina firsat vermemelidir.
2)  Bitki, patojenin igeri sizmasint dnleyici silahlara sahip olmalidir.

3) Bitki, igeriye girmeyi bagartug patojenlerin gelisimini énleyebilecek donanima
sahip olamalidir.

4) Bitki, patojen tarafindan etkilense bile, patojenin daha fazla yayilarak tim
bitkiyt oldiirme olasilifiint en aza indirebilecek sistemlere sahip olmalidir.

Bu bilgilerin 15:3mda patojenlere dayanklik saglamada kullandacak biyoteknolojik
yaklagtmlarin neler olabilecedi konusuna agafida genel hatlart ile deginilmistir.
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Sekil 20.1. Hastalkda enfekte olmug bitki hiicresind® molekiiler dizeyde ortaya cikan
degismeler: Patoien saldimsimmn  bitki hilcresindeki resepttrler tarafindan anlaglmasy,
dayanikl bitkilerde hipersensitif hiicre Sliimii ile enfekte olmus bélgenin izole edilmesi ile
sonuglanir. Enfeksiyon ayn: zamanda bitki hitcrelerinde salislik asit (SA), jasmonik asit (JA)
ve etilen gibi bitki hormoniarmin sentezlenmesine yol acar. Bu hormonlar, bitki savanma
sistemnint uyaragak aralannda fitoaleksinler, antimikrobiyal peptitlesr, peroksidazlar ve difer
birgok PR proteinin de bulundugu patojen ile ilgili bircok genin ifade edilmesine yol agar.
Bunun yannda, bitkinin hiicre duvarmnuin yapisi olast saldurilara karst saglamlagtiihir, Enfekte
olmus hiicrede ortaya qikan sinyaller enfekte olmamig (sistemil) dokuya da ietilerek
patojenesis ile ilgili protein genlerinin ve dolayisyla da dayandiddifn olusmasina neden olur.
HR: hipersensiaf tepki.

20.3. Patoienik-Bdkterilere ve Funguslara Dayamkl Bitki Uretimi g

Genetik rriﬁhendisligi yolu ile patojenlere dayanikl bitki tretmek igin gu genel
yontemler kullanilmaktadir:

1) Normalde o bitkide bulunmayan ve patojenlere Rqrgsz dofrudan toksik etkide
buluracak genlerin bitkiye aktarilmasi.

2) Normalde bitkide bulunan ve patojen salditssi sirasmda uyarlan savunma
genlerinin bitkiye aktarlarak daha yiksek diizeyde ifade editmesi.

3y Ozellikle fitoaleksin sentezi agamasinda gerelli olan enzimleri kodlayan
genlerin bitkiye aktarilmast.

4} Patojenin salgladify Griinleri (toksinler, hilcre duvarini yiktcl enzimler vb.)
yokedici proteinleri sentezleyecek yeni genlerin bitkiye aktardmast.
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20.3.1. Bagka kaynaklardan izole edilen antimikrobiyal genlerin aktarimy

Bu gruba giren genler antimikrobiyal etkiye sahip proteinleri kodlar. Bu proteinleri
bulmak icin dnce in vitro testier uygulanir. Sekil 20.2’de de gosterildigi gibi bu
testlerde cesitli kaynaklardan (bitki tohumu, bdcek, bakteri veya funguslardan) izole
edilerek saflastinlan proteinler defisik patojen spotlart ile inkibe edilifler. Bu
inkiibasyon sirasinda patojenin gelisimini &nleyici ethi gdsteren proteinler secilerek
bu proteinlerin dizisi belirlenir. Bu dizi esas alinarak sentezlenen polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) primerleri kullaniarak, bu proteinleri kodlayan genler proteinin
izole edildifi kaynaktan klonlantr. Bu genler daha sonra uygun vektérlere
klonlanarak bitkilere aktasd. Sonugta, gen aktarlan (transgenik) bitki bu
antibakteriyel ya da antifungal etkiye sahip bu proteini kendi hiicrelerinde tiretmeye
baglar. Boyle bir transgenik bitki, yasaminin herhangi bir déneminde bu proteipe
karst hassas olan: bir patojen tarafindan salditya ugradiginda bitkinin bu saldirdan
etkilenme olasif minumuma indirdlir. Bu gruba . giren genlerin transgenik
bitkilerde kullantmina iligkin baz: Srnelder agagida veritmistir.

20.3.1.1 Antimikrobiyal peptitler

Bitkide hastali yapict mikroplara karst etkin olabﬂeceE\ proteinler hem bitkilerde
hem de &telsi canlt gruplaninda mevcuttur. Bu proteinler genelde fungal patojenlere,
virtislere, gram positif ve gram negatif bakterilere karsi etkinlik g&stericler. Bu
proteinler genelde antimikrobiyal, qnafung'xl ya da mtibaktemyel protein olarak
bilinicler. Antimikrobiyal dzellife sahip bircok proteinin molekil agirlhilan kicik
oldufundan antimikrobiyal peptitler olarak da adlandulabilitler (Broekart ze an{,
1997). Degistk organizmalardan bu tip peptiteri kodlayan genler klonfanip buklicrc
aktarldiginda, gen aktarlan bitkinin hastahiklara dayanikh hale geldigi gdrilmisgtir.
Asagida bu peptitlerin transgentk  bitkilerde kullantmma iligkin birkac 6rnek
vesilmistir.

Antibzkteriyel peptitler genelde bakters membraninda delikler agarak bakterileri
ethisiz hale getirirler. Cecropin grubu peptitler bu grup icin dmek olarak verilebilir
(Destefano ve ark., 1993; Cavallarin ve ark., 1998). Cecropin peptitini kodlayan gen
ilk olarak ipek bdceginden izole edilmistir. Bu gruba giren peptitlerden ikisini
kodlayan genler (Shiva-7 ve sentetik analofu olan SB- «37) patates ve titine
aktartlatak bu bitkilerin yaniklik hastaligt etmeni olan Roltania solanacearnm’a
dayanikli hale gelip gelmedikleri test edilmistir. Bunlardan Shiva-7 genini ifade eden
bitkiler  kontrol bitkilerine oranla  hastalk  belirtilerini  gecikmeli  olarak
gosterdiklerinden  hastalifin  Sldiiriict  etkisinden  kagabildikleri gdzlenmistir.
Bununla birlikte, cectopin geni aktartlan bitkilerde cecropin peptitinin bitkilerdek
proteazlar (protein yikici enzimler) tarafindan etkisiz hale petirilmesinden dolay:
ayns hastaliga kars: Snemli bir dayaniklildk elde edilememigtie. Cecropini proteazlara
kargi dayandkls hale getirebilmek igin MB39 olarak adlandirdan sentetik bir cecropin
analofu  yapdmustr (Huang we ark, 1997). Bu sentetik gen bitkinin ayni
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atninoasitleri yapmak igin kullandigt kodonlar esas alinarak fmz&ianngmr. MB39
geni titiin bitkisine aktapidiginda transgenik bitkilerin Prendomonas syringae pv. tabac
bakterisinin yaptds hastalida karst dayanikldify astmistir.

Transgenik Kontrol

Anftimikrobiyal genin bitkiye transferi
ve transgeniklerin tesfi

{ A

~ Antimikrobiyal genin klonlanmasi -

Bitki fohumianindan ekstre edilmesi

Protein dizi analizi

&

Sekil 20.2. Bitki antimikrobiyal peptitlerinin izole edilmesi.

Bakterilere kargt dayanikldik  salamada kullandan  Oteki bazi peptitler de
bilinmektedie. Ornefin, lactoferrin adh glikoproteini kodlayan gen tiitiine
aktardldifinda, Rolitanic solunacearum bakierisinin normal bitkilerde olugturdugu
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hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikimast, gen aktarilmamus bitkilese oranla 25 giin kadar
geciktirilmigtir (Mitra ve Zhang, 1994). Benzer sekilde tacyplesin adli peptiti
kodlayan gen, bir yenge¢ tiriinden izole edilerek patates bitkilerine aktarildiginda
patates yumrusunda ¢lirdklik hastahgs etmeni olan Eminia caratovors bakterisine
kargt dayanulliidn artirmugur {(Allefs ve ark., 1996).

Benzer sekilde, bitkiler tarafindan sentezlenen peptitler fungal patojenleri de
etkileme giiciine sahiptir. Ornegin, Macadamia integrifoliz tohumlarindan izole edilen
bir antimikrobiyal peptit, fungal patojenlerden Leptosphaeria maculans ile inkiibe
edildiginde bu patojenin gelisimini durdurmaktadir (Sekil 20.3a). Peptit olmayan
ortamda inkiibe edlen fungus ise gelisimini normal bir yekilde sirdirmektedir
(pekal 20.3b). Bitki antimikrobiyal peptitleri icerisinde en yaygin olanlart defensin
grubu peptitler, lipit transfer proteinleri ve kiikist bakirundan zengin albiimig
grubu proteinlerdir. Bunlardan defensin grubu’ peptitler, bitkiler disindaki diger
canllardan izole edien ve savunma fonksiyonuna sahip defensinler e buyuk
benzeslik gosterit. Turp yumrulatmndan izole edilen defensin grubu peptitleri
kodlayan gen (RrAFP2) titin bitkiletine aktanidigmda bu bitkiler Akernaria
longipes’e kargt dayanikli hale gelmigtir (Terras ve ark, 1995). Defensin grubuna
benzer proteinler Gteki bitkilerde de meveuttar. Ornegm defensin grubu peputier
(«1XT ve AXZ) seker pancarndan saflastilmstir. Seker pancarinda bu peptitleri
kodlayan genler muswr bitkisine aktarldiginda gen aktardmus bitkiler Escrerohilum
trddenrr patofeni tarafindan olusturulan yaprak vamklgina karst dayambkl hele
gelmistir.

Giniimtizde antimikrobiyal peptitler alanindaki gelismeler bir yandan daha etkili
peptitlerin bulunmas: ve bir yandan da bulunmus olan peptitlerin aktivitelerinin
artirimast alaninda yogunlasmugtr. Bazi durumlarda iki degisik peptiti kodlayan
genler bir bitkide ifade edildiginde ottaya cikacak etki her ikisinin ayri ayri ifade
edilmelerinden daha fazla clabilmekredis (sinergistik etki). Baska bir ilgi alant da, bu
tur peptitlerin bitkilerde daha kararh bir bicimde firetilmesine yonelik caligmalardir.
Bunlar arasinda; peptitlerde mutasyonlar yaparak kararldiklasinin artirimasi, veya
lider diziler kullandarak peptitlerin daha yiksek diizeyde ifade edilebilecekieri bir
hiicre béléimiine gonderilmeleri sayilabilir. Asagidaki béliimlerde bu konu hakkinda
daha genis agtklamalar yapidmisur.,

20.3.1.2. Thionin grubu proteinler

Patojenlere dayantklik saglayabilecek bagka bir peptit grubu da thionin grubu
proteinlerdir. Tahil danelerinden izole edilen bu grap proteinlerin antifungal etkiye
sahip olduklart belitlenmistic. Arpa danesinde thionin kodlayan genin titiin
bitkilerine aktarilmast sonucunda bu bitkilerin Preudomonas syringae bakrerisine karss
dayanikls hale geldifi gbzlenmistir (Carmona ve ark., 1993). Thionin grubu peptidler
ik olarak tahul danelerinden izole edilmisse de, bu grup peptitlere benzer proteinler
oteki bitki gruplarinda da (Srnegin, dikotiledonlarda) meveut oldugu bilinmelktedir,
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Ornegin, Arbidopsisten izole edilen thionin geninin 355 promotoru Gnine
kullandarak yeniden Arabidopsis bitkisine tansfer edildifinde, bu geni ifade eden
bitkilerin  Fusarium oxysporuzm hastaligina karst gosterdigi dayantdklthgs artiecigy
gdzlenmistir (Epple z¢ ark., 1997)

Sekil 20.3. Macadamia integrifelia adli agacin’ wohumlarmdan  izole edilen bir
antimikrobiyal peptit, kolzada Gnemli bir hastalifa neden olan Leptospharia macnlans
fungusunun gelisimini énlemektedir. Solda {a) bu fungusun antimikrobiyal peptiti iceren
bir ortamda vetistisiidigindeki gelisimi gdsterilmektedir. Gorlildiagh gibi fungusun hifler
anormal olarak kisa kalmustie. Sagda (b) ayn: fungusun peptit icermeyven ortamdaki
notmal gelismesi gdsterilmigtit. Bu peptidi kedlayan genin izole edilerek dayantksiz
kolza bitkilerine aktartimast e bu  hastabga kargt dayanuklhm  artilmas:
arpaglanmaktadsr,

20.3.2. Bitki savunma genlerinin bitkilerde ifadesi

Bitkiler patojenlerin salduwisindan kendilerini koruyabilmek igin birgok savunma
mekanizmast gelistirmislerdit Daha dnce de agiklandify gibi bitkide normalde var
olan bircok savunma proteini patojenlerin verecedi zaran minumuma indirme
potansiyeline sahiptir. Kitinaz {chitinase), glikonaz (glucanase), peroksidaz ve difer
patojenez ile ilpili {pathogenesis-related, PR) proteinler, bitkinin patojen tarafindan
saldirtya ugramasinin hemen ardindan yiksek dizeyde ifade edilicler. Bu genlerin
{irlinlert olan proteinler genelde i# vitrs kosullarda test edildiginde patojen gelistmini
engelleyici bir etkiye sahip olduklar gézlenir.

Bu proteinleti kodlayan genler normalde patojen saldusss sirasinda patojen
sinyallerinin algdanmast sonucunda uyaridarak, bitki hiicrelerinde yiksek dizeyde
protein iretimi  gerceklesir. Bunda amag, bitkinin  patojen  saldiisindan
korunmasidie.  Ancak, bazt durumlarda  patojenler  bitkinin  sinyal algilama
mekanizmas: tarafindan yakalanmadan bitki icine gitmeyi baganrlar. Bu durumda
bitki patojenlere toksik etki yapabilecek genleri uyarma gerefini duymaz. Béyle
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durumiarda bitki savunma geclerinin transgenik bitkilere aktarlarak stirekl bir
bicimde ifade edilmesi (constitutive expression), bitkiyi olast patojen saldirdarina
katst hazirlar. Asagida bu gruba giren genlerin bitkilerde ifade edilmelerine iligkin
bazt denekler verilmistir,

20.3.2.1. Patojenin hiicre duvarin: etkileven genlerin kullanim

Bitkilerde dogrudan patojenin hiicre duvarm etkileyen proteinlerin  oldugu
bilinmektedir. Bu gruba giren proteinleri kodlayan genlerin  bitkide ifade
edilmesindeki amac patojenin hayati bir unsuru olan hiicre duvarin ethilemek ve-
béyielikle patojenin bitkiye verecedi zararimi azaltmaktadir. Bu protemnlerden,
ornegm kitinaz ve glikonazlar, fungal hiicre duvarinda bulunan kitin ve glikonu
eritici enzimlerdir. Benzer sekilde thionin ve permaun grubu proteinfer (marnatm
thaumatin, osmotin vb.) bakterivel membranlar zerine etkide bulunarak (biyik
olasilikla memranlarda delikler acarak) hiicre igi stvisinin digar akmasina neden
olurlar. Lizozim grubuna giren proteinler, bakteriletin hicre duvarmda bulunan
peptidoglikonu eriterek etkide bulunudar. Lektmler ya da Steki karbonhidratlara
bagianabilen proteinler ézellikle fungal hastalik e:tmemmn hiicre duvarnnin yapisin
bozarsk normal islevini onler.

Kitinaz enzimini kodlayan genler bitkiye aktarildginda hastalik belirtilerinin énemli
dletide azaldfn gozlenmistir. Bu geni tagtyan fasiilye, celtk ve titin bitkiler:
topraktan bulagan bir hastaltk olan Rbizoctania solani’ye kargt dnemb bir dayanddidik
gostermistir (Broglie »e ark., 1991). Kitinaz ve glikonaz genleri birlikte ayn1 bitkide
ifade edildiginde elde edilen dayanikldigin daha da arttign (sinergistik etki)
gozlenrustir (Zhu se ark., 1994; Mauch e ark., 1998). Bu iki enzim birlikte domates
bitkisinde ifade edildiinde, Furariusm tarafindan olugturulan yaniklik hastabg:
dnemii Steiide azalulmugtr. Bu ki enzimi birlikte ifade eden bitkilere, ribozomlar:
inaktive eden proteinleri (ribosore-inactivating proteins, RIP) kodlayan Gctinci bir
gen akearddifinda bitkilerde gozlenen dayamkliltk ¢cok daha artrmgtir (Jach e ank,
1995}, RIP’ler genelde yiksek vyapih canblarda protein sentezini onlemede
fonksiyon gosteritler (Stirpe vz ark., 199Z). Bitkier, kendi ribozomlanim inaktive
edecek proteinlere karst koruyucu sistemlere sahiptie. Bu nedenle bitkide ifade
edilen RIP, sadece hastalik etmeninin protein sentez mekanizmasin etkiler. Bu da
etmenin yapacaf zarart azaltct yénde bir etkide bulunur,

20.3.1.2. Lizozimler

Lizozim grubu protemler bakterilerin  hiicre duvariin  yapssinda  bulunan
peptidoglikonu eriterek etkilerini gosterirler (Mourgues »e ark., 1998), Lizozim
enzimini kodlayan genler degisik kaynaklardan klonlanarak bitkilere aktarilmsstir.
T4 bakteriyofajindan klonlanan lizozim geni patates bitkilerine aktarddifinda bu
bitkiler Ermania carotovora pv. atroseptica’yve karst dayaniklt hale gelmistir.
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20.3.2.2. Patojenez ile ilgili (PR) protein genlerinin bitkide ifadesi

Patojenez ile ilgili (PR} proteisler, bitkilerde patojen enfeksiyonu sonras: ya da
buna benzer bir sttes durumundan sonra sentezlenmeye baglanan proteinlerdir. PR
proteinleri 30 yil kadar énce ilk olarak ditin mozaik virlist tarafindan enfekte
edilmis olan titin bitkilerinde bulunmustur (Van Loon ve Van Kammen, 1970).
Benzer ézelliklere sahip bircok proteinlerin dteki bitkilerde de tiretildigi daha sonra
ortaya ctkintgtir, PR proteinlerinin bazilart asidik bazilar da bazik pH'ya sahiptir.
Asidik PR proteinleri genetde hiicreler aras1 bogluga salgilanir. Bazik PR proteinleri
ise genelde vakiiolde depolantr. Asidik PR proteinlerinden en iyi bilineni PR-1 adlt
proteindir. Bu protein, enfekte olmug titiin bitkilerinde toplam hiicre proteininin
%2’sine ulasacak kadar yiksek miktarda Gretilir. PR-1 ptoteinini kodlayan gen, 358
promotorunun  kontrold alunda titine zktarddifinda  Peromaspora  tabavine ve
Phytopthora  parasicitica  fungal  patojenlerine  karsi dayeniiciik  elde  edilmistir
{Alexandar v ark., 1993).

Bazik PR proteinlerinin en iy bilinen drnedini thaumatine benzer proteinler grubu
clusturur. Bu proteinler genelde hem patojen enfeksiyomundan senra hem de
ozmotik strese maruz kalmis bitkilerde Gretitir. Osmotin adh protein bu gruba girer
ve bitkiden saflagtirdorug osmotin protemi i pifro testlerde patojen sporlarinin
gelisimi {zerine toksik etkide bulunmakradie. Liu e ark (1994) bu protemni
transgenik patates bitkilerinde ifade ettirdiklerinde Phytopthora infestans hastalifma
karst dayanikliligs arurdiging gézlemislerdir.

Bitkilerde patojen enfeksiyonu sonucu sentezlenen bazi enzimlerin de bitki
savunma sisteminin bir pargast oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerden bisist
fenilalanin amonyum liyaz (PALYdir. Bu enzim fenilpropanoid yolunun basinda yer
alir. Fenilpropanoid yolu; aralarinda lignin, salisilik asit ve fitoaleksinlerin de
bulundugu bir dizt molekiilin sentezinden sorumludur. Bu yolda yer alan son
enzim peroksidaz olup, bu enzim de hgnin yapums ve aktif oksijen tretiminden
sorumludur.  Sytlosanthes bitkisinden 1zole edilen bit peroksidaz geninin 358
promotorunun kontrolunda titin ve kolza bitkilerine aktanldifinda, bu bitkilerin
swaswyla  Phylopthora pavasitica ve  Leptosphaeria  macuwlans  hastalikdanina  karss
dayanikliklaninin artttsgs bulunmustur (Sekil 20.4) (Kazan ve ark., 1998; Way ve ark,
2000}. Peroksidaz genini ifade eden kolza bitkileri, hastalikdara dayaniklilifin tarla
kosullarindaki diizeyini saptamak i¢in tarla denemelerine alinmugtir. $ekil 20.5°de
goraldiga gibi, yapay inokilasyon kosullan altunda Leprasphaeria. maculens ile enfekre
olan konerol bitkileri (gen aktardmamus bitkiler) tamamen olitken, gen aktanlnus
bitkiler cok az bir hastaldk ie yasamlatna devam etmis ve verim dizeylerinde
Snemli bir azalma olmamstie. Benzer bigimde, yiksek dizeyde PAL enzimi dreten
titin bitkilerinin Cervospora nicotianae hastahfina karst dayamkliifs onemli dlclde
artmugtr (Way ze ark., 20003,



Hastaliklara Dayanikliligin Arainlmas

30
S 20
-
K
2 10
*
2
x 0
Kontrol  Transgenik (Px) . Kontrol Px PAL ,

Sekil 20.4. Peroksidaz (Px) veya fenilalanin amonyum lyaz (PALj geninin titin
bitkilerinde ifade edilmest bu bitkilerin Ceraspora nicotianae patojenine karst dayanikbklarmn
artirmugtir, Soldaki resim bu hastalk spotlartyla enfekte edilmis kontrol ve Px gend
aktardmis transgenik bitkilerin yapraklarim gostermektedis. Sagdaki grafikte ise, Px ve PAL
geni akanlmig bitkilerde hastalifn diizeyinin dnemii Slclide azaldigs gbrilmektedi.

20.3.2.3. Poligalaktrunazi inhibe eden proteiﬁ_ler (PGIP)

Nekrotik patojenler bitki dokusunu enfekte ederken bitki hiicre duvarmun polimer
yaptsint eritmek igin bir dizi enzim salgilatlar. Patojen tarafindan salglanan bu
enzimlerin en Onemideri pektat-liyaz (pectate-lyase) ve poligalaktrunaz olarak
bilinen  enzimlerdir. Bu  enzimlerin  aktvitelerini  Snleyen  proteinler
{(polygalactorunase-inhibiting proteins, PGIP} dogal olarak bitkilerde (cogunlukla
hiicre duvarinin yapisinda) vardir. Bu yapidaki ilk protein Albersheimn ve Anderson
(1971) tarafmdan izole edilmigtir.

20.3.3. Fitoaleksin kodlayan genlerin bitkilerde ifade edilmesi

Bitkilerin savunma mekanizmalannm bir unsurunu da fitoaleksin ads verilen
bilesikler olugturur. Fitoaleksinlert kodlayan genler de bitkinin patojen salditisina
ugramast sonucu uyartlie. Bu bilesikleri kodlayan genlerin bitkilerden izole edilip
kuvvetli promotorlarin kontrola altinda bitkilerde ifade edilmesi bazt hastalikiara
karst dayaniklihk olugturmada kullandmaktadis (Van Etten ze ark., 1989). Ornegin,
asma  yapraklarmda stilbene-sentez  adhi  enzimi kodlayan gen resveratrol
fitoaleksininin yaplmasindan sorumludur. Klonlanan stilbene-sentez geni &teki
bitkilere aktarddiginda, Botrytis wnerea adli fungal patojenin olusturdugu hastahiga
karst dayanukhlk sagladsy bulenmustar (Hain o2 ark, 1993). Bununla biddikte
fitoaleksin sentezi bitkilerde karmasik birgok reaksiyon sonucu sentezlenir. Bu
nedenle, bu reaksiyonlardan sadece bidni katalizleyen genin manipiiasyonu
sistemin timiinde istenilen defisikligin gerceklesmesi igin yeterli olmayabilir. Bu
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gibi durumlarda birden fazla genin bitkiye aktarlmast yeterli diizeyde fitoaleksin
tiretimi icin gerekli olabilir. '

Sekil 20.5. Peroksidaz (Px) geni aktanioms kolza bitkileri tarla kosullarinda hastaliklara
dayaniklilik bakiundan denenmistiv. Leptosphaeria macnians hastah sporlant ile enfekte
olmus transgenik bitkiler normale yakin bir verim diizeyine ulagirken gen aktasdmamis
konstrol bitkileri tamamen 6lmitstiir {bos siralat).

20.3.4. Bitkilerde aktif oksijen tiirevlerinin iiretimi

Bitkilerde hastalk etmenin olusturdugu sinyalin algdanmast bitkinin savunma
mekanizmasing aktif hale getirit. Bitki savunmastun ilk asamasmda ‘aktif oksijen’
olarak adlandirdan triinler bitki hiicresi tarafindan uretilmeye baglanir. Aktif
oksijen firtinleri arasinda hidrojen peroksit ve siiper oksit anyonlart saydabilic. Aktif
oksijen tireviert bitkide en az dort defisik role szhiptie:

1) Aktif oksijen ilk olarak hipersensitif hicre Oliimiine neden olur.
Hipersensitivite, bitkinin sadece patojenin enfekte ettigi bolgedeki hiicrelerini
éldiirmesi olayidir, Miicte 6limi, patojenin sadece enfeksiyonun oldugu
bélgede lokalize olmasina neden olut ve bu gekiide hastalifin yayilrnast onlenir.

2y Akdf oksijen tiirevlerinin ikinci bir fonksiyonu hastallk etmenine kars
dogrudan oldirici etkide bulunmasidir. Biindifi gibi hidrojen peroksit
(oksijenli su) yaralarn enfekte olmastni énlemek ve gevreyl mikroplardan
arindirmak icin vaygin bicimde kullander.

3)  Aktif oksijenin bir bagka fonksiyonu da lignifikasyonda rol oynamasidir. Lignin
olusumu bitkilerde enfeksiyondan sonra hiicre duvanimin saglamlagturdmass
bakimindan énemiidir. Bitkide lignin yapilmas: da hidrojen peroksit kullaniming
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gerektirir. Gereksinim duyulan hidrojen peroksit bitki hicresinde enfeksiyona
tepki olarak iretilen hidrojen peroksitdir.

4)  Aktif oksijenin Steki bir fonksiyonu da bitkide sinyal molekiili olarak gérev
yapmasidie (Chen e ark., 1994; Neuenschwander » ark, 1995). Hastalik
etmeninin enfeksiyonu sonucunda bitki hitcresinde tretilen hidrojen peroksit
veya Oteki aktif oksijen bilegikleri bitkinin dayaniklilik sistemini uyaricr etkide
bulunur. Aktif oksijen sadece enfekte olmus bolgeledeki genleri uyarmakla
kalmaz, aymt zamanda sisternik doku oclarak bilinen ve bitkinin hastahk
tarafindan heniiz ethilenmedigi bolgelerine giderek oradaki genlerin de aktif
hale gelmesini saglar. Bu olay sistemik olatak kazanilmug dayanikiilik (systemic
acquired resistance, SAR) olarak bilinir. SAR sistemi uyarilmig bitkide, bundarn
sonraki enfeksiyonlara karg: dayaniklilik son derece artat. Bu olay bir yerde
bitkinin agilanmast ile egdegerdir.

Bitkilerde hastaliklara dayanitkligin saglanmast amaciyla hidrojen peroksitin bitki
hicsesinde  yitksek dizeylerde dretilmesi amaclanmugter. Aspergillus niger adlt
fungusdan klonlanan glikoz cksidaz (GO} enzimini kodlayan gen bu amacla patates
ve kolza bitkilerme aktanlmustr (Wu 22 ark., 1995; Kazan we ark, 1998). GO
enzimi, glikozu okside ederek hidrojen peroksit olugmasina neden olmaktadir.
Hidrojen peroksitin bu sekilde bitki hiicresinde Uretimi patates bitkisinde Frwinia
caroiovora fungusuna karst dayamklilsdt Snemli dlctide artsrmustir.

20.3.5. Patojene ait viriilens faktérlerinin etkisiz hale getirilmesi

Bakteriletin salgiladigs viriilens faktorerinin etkisiz hale getirilmesi yoluyla da
bitkilerde hastaliklara karst dayanikilk artiebabilie. Cesith toksinlerin, pektik
enzimlerin, ekzopolisakkaritlerin  ve hotmonlarin  vitlilens  (hasatalik  yapici)
faktorleri olarak gérev yapufinin bilinmesine kargin, bu faktdrlerin etkisiz hale
getirilerek hastaliklarin énlenmesi konusunda gimdiye defin yaptlan ¢aligmalar
nisbeten azdw. Prendomonas syringae bakterisi tarafindan salgilanan toksin bitkilerde
Korotik belirtilerin ortaya ¢kmasina neden olur. Bu toksin ayn: zamanda
antibakteriyel bir aktiviteye sahip oldugundan, baska tiirlere ait bazi bakteriler bu
toksinden korunmak igin toksini inaktif hale getirici proteinler gelistirmislerdir. Bu
proteinleri kodlayan genlerin bakterilerden izole edilerek bitkilerde ifade edilmesi
durumunda ise bitkinin toksini etkisiz hale getirmesi beklenir. Gercektende boyle
bir toksini {tablotoksin) tireten bitki, Predomonas syringae baktesisine kargt dayaniklt
hale gelmistir (Anzai 2 ark, 1989). Buna benzer bir bagka yol ise bakteri
toksinlerinin bitkide etkiledigi hedeflerin defigtirilmesi yolu ile bakterinin verecegi
zararin onlenmesidic. Ornegin, Prendomonas syringas py. phaseolica baktetisi, arginin
aminoasidinin biyosentezi sirasinda ornitin karbomil transferaz {ornithine carbomyt
transferase) adll bir enzimi kullanir. Bu bakterinin konukcusu olan bitkinin enzimni
bu toksinden zarar gorirken, bakterideki aynt enzim bu toksine kargt dogal olarak
dayanikldik gosterir (Fuente-Martinez we ark., 1992). Otnitin karboksitaz transferaz
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geni (argK) bakteriden klonlanip fasilye bitkisine aktarddifinda ise fasiilye bitkisi
Preudomonas syringae pv. phaseofica’ya karss tam dayanikht bir hale gelmisgtir (Fuente-
Martinez ve ark., 1993).

20.3.6. Monoklonal antikor genlerinin bitkilerde ifade edilmesi

Bakteriler tarafinda olusturulan hastaliklasn dnlenmesi icin bagvurulan bir baska
yol da, monoklonal antikor (monoclonal antibody) genletinin  bitkilerde
dretitmesidir. Bu stratejinin bagarth olabilmesi icin once bakterinin salgiladif
vitlilens faktorii proteintere baglanarak onlart etkisiz hale getrebilecek antikor
molekilletinin bulunmast gerekir. Omegin, Eswinia chrysanthemi bakterist tarafindan
salgilanan pektik enzimlere baglanarak onlam inaktif hale getirebilecek antikor
molekillerinin bitkilerde sentezletilmesi, bu bakteri tarafindan olusturalan cirikluk
hastaliklacinin bagarih bir sekilde dunlenmesine yol agabilir (Wegener 2e ark., 1996).

20.4. Dayanklilik (R) Genlerinin Bitkilerden Klonlanmas:

Bitki 1slahalars, dayanikllik (R) genlerini kiltir bﬁi{ﬂerine aktararak yeni gesitlerin
islahinda kullannuglardir. Ancak, dayanikliik genlerinin yapilart ve nasid olup da
dayanskldik sagladiklars son yillara kadar bir sir olarak kabmustie. 1940'lardan beri
‘gene karst gen kuramyt’ (gene for gene theoty) olarak bilinen kavram, dayanikliik
genlerinin fonksiyonlanmn anlagdmasinda énemli bir role sahip olmustur. Bu
kurama gore, patojenin avirilens geninin Grlinit ite bitkinin dayaniklibik geninin
Griind arasmdaki iliskt hastalifm ortaya ¢ilup qlkmayacagine belirler (De Wit, 1992),
Daha éncede belirtildifi gibi efer bitkideki dayanikiilik geninin GriinG patojenin
avirilens geninin drinind algidayabilirse, bitkinin genel savunma mekanizmas:
harakete gecirileceginden enfeksiyon basansiz olacaktir. Bu kuramdan yola
ciletlarak, ginimuizde cok sayida davankhitk geni defisik yontemletle klonlanmuster.

Bitkide hastaliklara karst dayaniklik olusturan genler, R (resistance) genleri olarak
bilinirler. Bu genlerin daha 6nce agiklanan genlerden farki her bir genin bell bir
hastaliga karst dayanikllik saglamesidir. Belli bir hastaliga karst R genini tagiyan
bitkide enfeksiyon sonucu genelde herhangi bir belirti gérilmez. Dayaniklibtk
genleri kodladikiart proteinlere gbre 5 grup alunda toplanitlar:

a) Patojen tarafindan salgilanan toksinlers yikicr enzimleri kodlayan genler: Ornek:
Himi geni. Bu gen, musteda Cochliobulus carbonum parojenine kargt dayanikhlik
saglar. Hm! geninin tiriind olan protein bu patojen tarafindan salgdanan He
toksinini inakeif hale getirerek dayaniklilik saglar (Johal ve Briggs, 1992).

b) Protein kinaz fonksiyonuna sabip genler: Ornek: Pfo geni. Bu gen, domateste
Prendomonas syringae pv. tomato bakterisine karst dayanuklibik saglar. Pio geninin
lriinii olan protein kinaz, patojen sinyallerinin iletiminde gbrev yapan Steki
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protemnlere fosfor grubu ekleyen reaksiyonlart (fosforilasyonu) katalizler

(Martin ze ark., 1993).

) Ldsin aminoasidi bakumndan zengin ve niikleotitlerin baglanmas: icin gerekli bolgeleri
tagtyan genler: Ornek: Arabidopsiden izole edilen RPS2 ve RPMT genleri,
tiitinden izole edilen N geni, domatesten jzole edilen P ve Cf2 genleri ve
ketenden izole edilen 16 geni (Whitham e ark., 1994; Mindrinos 2¢ ank., 1994;
Bent v ark,, 1994; Grant e ark., 1995; Dixon w ark., 1996; Salmeron »e ark.,
1996; Staskawicz ve ark., 1995). RPS2 ve RPM7 genleri x’e, N geni tittiin
moszaic viriistine, Plo geni Pseudomonas syringac’ye, L6 geni Melanospora fini (keten
pas))’ye ve (2 geni Cladiospornm fulvwm (domates yanikltk hastaligiy’a karst
dayaniklilik saglamaktadir (Jones ve aré., 1994).

d) Reseptir yapisina sabip (patojenin  aviriilens geninin  jiriiniine  direk  olartik
baglanabilen) genler: Ornek: Cf genleri. Domatesten izole edilen Cf genlerinin
(Cladiosporum fulpuna karst dayaniklilik saglayan) Griinii olan proteinler hiicre
membranmda entegre olmus reseptdr proteinleri kodlarlar (Dixon 2z ark,
1996). Bu protemnler biyik olasilikla patojen triiné olan protemler de
etkilesime girerek sinyal dletim zincirinin itk halkasint olustururar.

€) Hem reseptir hem de kinaz fonksiyonuna sabip genler: Otnek: Xu21 geni. Celtikten
izole edilen bu gen, hem dérdinel gruptaki genler gibi reseptdr aktivitesi hem
de tkinci gruptaki genler gibi kinaz aktivitesine sahiptir (Song ve ark., 1995). Bu
genin sitoplazma disindaki reseptdr bolgesi (receptor domain - proteinin
atnino ucu) patojen sinyallerini alglayarak sitoplazma icindeki kinaz bolgesine
(kinase domain - proteinin karboksil ucuna) fetir. Bu da, daha éncekd érnekte
oldugu gibi sinyal letim zincirinin &teki halkalarinda bulunan genletin tirtnleri
olan proteinleri aktif hale getirerek sinyalin hiicre cekirdegine eriserek
antmikrobiyal etkiye sahip bir¢ok genin uyarimasini sadlar.

20.5. Dayaniklihk Genlerinin (R) Bitkilerde Ifadesi

Gesitli hastahiklara dayanikhlify belirleyen genlerin bitkilerden klonlanmast (izole
edilmesi), bu genlerin dayaniksiz bitkilere aktamlarak onlan dayanikh hale getirme
olasthfins giindeme getirmistle. Celtikde yaprak yanidkbg hastalift etmeni olan
Xanthomonas oryzae pv. oryzae’ye karst dayansklilii belitleyen R geni (Xa27) dayantkl
bir gesitten klonlanmustie. Bu genin dayaniksiz ¢esitlere aktanimasi, bu cegitleri daha
dayanikh bhale getitmigtir. Son yillardaki aragtirmalar, klonlanmis dayanikldik
genlerinin  dayaniksiz  biteylere  aktaplarak tarimda  kullanim:  Gzerinde
yogunlagmustir. Ik asamada Xa27 genini tagiyan transgenik celtik bitkileri ile ekili
alan Asya’da 3 milyon hektara ulagnmugnr. Bitki dayaniklilik genlerinin ne sekilde
dayanikldk  sagladiklanindan  dzha Once bahsedilmisti. Klonlanan dayaniklbik
genlerinin Oteki bitkilerde benzer wveya farkl hastalikara kargt dayaniklibk
ohusturma olasihig vardir. Bunun nedenlerinden birisi farkl bitkilerden klonlanan R
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genlerinin kodladiklart proteinlerin yapisal olarals bityilk benzerlik gostermesidir.
Bakterinin aviriilens genletinin olugturacads sinyalleri almaya yonelik bélgeler (ki bu
bélgeler 1osin aminoasidi bakimindan zengin olan bélgelerdir) genelde tim R
genlerinde benzerdir. Benzer bicimde, alinan sinyalin iletiminde rol oynayan
nitkleotid baglanma bolgeleri de bu genlerde benzerlik gosterirler. Bu nedenle,
sentetik hibrit R genletinin bitkilerde degisik hastahiklara karss kullanuu giindeme
gelmigtir,

Simdiye kadar bakterilere kargt dayanuikliligs saglayabilecek biyoteknolojik
uygulamalardan kisaca bahsedildi. Gérilecegi gibi, gen aktartmt sonucunda elde
edilen dayanikliik bircok durumda bafyrkiktan ziyade bastabk belintilerinin agaltilmas
seklinde ortaya cikar. Dezavantaj gibi gbriinen bu durum aslnda Ozellikle tatla
kosullarinda bitkinin yararina bir duruma déntgebilir. Bitkinin hi¢bir hastaldk
belirtisi géstermemesi seklinde ortaya ¢tkan bagisiklik, patojen populasyonlarinda
hizlt bir defisime yol agabilir. Bu degisim genelde patojenin virilens faktotlerini
kodlayan genlerinde mutasyonlar yaratarak bitki hicresinin  tanimadift yeni
proteinferin olugumuna neden olur. Bu yeni trinler, artik bitki tarafindan patojen
trénéi olarak taninamayacagindan dazha nce dayaniklt olan bir bitki dayaniksiz
duruma diger. Bu nedenle, hastaliklara kargt day#ffukl bitki elde etmek stivekl: bix
ugrast gerektirir,

Bitki biyoteknolojisindeki gelismeler bitkilerde hastalifa dayanikldigt artiema
yolunda énemli ilerlemeler kaydetmistir. Bununla birlikte, dzellikle bocek ve baktert
gibi bitki olmayan kaynaklardan bitkilere aktarilan genlerin insan ve hayvanlara
toksik bir etkide bulunabileceginin géz éniinde tutulmast gerekir. Ozellikle, degisik
organizmalart etkileyebilecek Gzelliklere sahip genleri tagtyan bitkiler dogal
mikroflorada bulunan faydali bakterileti de etkileyebilir. Bu nedenle, bu tip genler:
tagtyan bitkilerin  yaygia  bigimde kullandmalazina  baglamadan  6nce  gerekli
incelemelerin titiz bir sekilde yapilmasi zoruntudur.

20.6. Sistemik Dayamkltik

Bir hastalik ile enfekte olmusg bitkilerin, aynr veya farkl bir hastalik enfeksiyonuna
kagst bagistk hale geldigi Gteden beri bilinmektedir. Bu bagisiklte, yukarsda da
aciklandift gibi, sistemik olarak Ragansipmy dayamkbik (SAR) olarak adlandiedir.
Salisilik asit bu bagisikhigin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan Snembi bir molekildGr
(Delaney vz ark., 1994). Salisilik asit diizeyi hem enfekte olmus bdlgede hem de
sistemik dokuda (enfekte olmarmus bélgede) artis gosterir, Titin ve Arabidopsis gibi
SAR sisteminin yofun olarak karakterize edildifi bitkilere, dssaridan salisilik asit
veya Aspitin {asetl salisilat) verildiginde, bu bitkilerin enfeksiyona dayanikis hale
geldipi gozlenmigtir. Salisilik asit ile muamele edilmig bitkilerde PR proteinlerinin
ozellikle PR-1 ve B-1-3 glukanaz genlerinin ifadesi onemli dlgiide artar. Bu
ézelliginden dolay, bitkinin bagssikitk  sistemini uyaran salisilik asit benzert
kimyasallar  bitki  korumada  kullandmaya  baglanmusur.  Bu  kimyasallar,
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fungusitlerden farkh olarak dogradan patojenti Sldirmek yerine, bitki bagisikhk
sistemini uyararalk dayanddidifin artmasina neden olurlar. Yine fupgusiderin gevre
ve insan saglifl lizerine yapabilecefi olumsuz etkiler, bu kimyasal bilesiklerin
kullangmu ile azalulabili,

Bitkilerde dayaniklhfin olusmasina etkili diger bir bitki hormonu da jasmonik
asittir. Jasmonik asit, ézellikle yaralanmig dokularda ya da bocek ve hastablk ile
enfekte olmug bitki organlannda sentezlenir. Jasmonik asitin bitki dokusunda
artmast aynt salisilik asitte oldugu gibi savunma ile 1igili genlerin uyardmasma neden
olur, Ancal ilgingtir ke, salisilk asit ve jasmonik asit farkls genlert uyarwlar. Bu
dururm, bu iki molekiilin bitkiler tarafindan algllanmasi ve taginmasmin farkl sinyal
tletim mekanizmalart araciy dle oldugunu gdstermektedir. Sekil 20.6°da salisilik asit
ve jasmonik asit tarafindan baglatlip, savunma genierlnm uyarilmast ile sonuglanap
kimyasal yol gosterﬁmﬂu

20.7. Patojen Sinyalerinin {letimi ve Bitki Korumada Yararlaniimasi

Patojen sinyallerinin bitki hicreleri tarafindan alglanmast ve bu sinyallerin bircok
gen Uriining aktf hale getirerek bitayi p1t0]<.n saldimsina karst dayanidd: hale
getirmesi konusu son yillarda bircok arastrmann odags haline gelmigtir. Patojen
sinyailerinin plazma membranindaki reseptdr proteinler tarafindan algdanmast
sinyal iletim mekanizmasinin ik agamasint olusturur. Reseptdrler ie patojenden
kaynaklanan molekiiller arasmdaki ihsks kilit ile anahtar arasmdaki iligki gibt cok
spesifiktir. Reseptérler tarafindan alglanan sinyal daha sonra fosforilasyon
reaksiyonlart ile &teki bir dizi proteine ietilir. Bu sinyallesin son durad: hicre
gekirdegidie. Hilcre ¢ekirdefinde bulunan spesifik tanskripsiyon fakedrleri bitki
savunmasinda  gdrev  yapacak genlerin promotor bélgelerine baglanarak
uyarlmalaemn1 yada aktif hale gelmelerini saglarlar. Bu genler daha &nce de
bahsedildigi gibi antimikrobiyal proteinierin sentezinde gdrev yapan genlerdiz. Tim
bu olylar sonucunda bitkinin savunma sistemni patojen salduwssing kargt alarma
gectrilmis olur. Anlasidifn gib: hastabk sinyalintn fletied wve bitls savunmma
sisteminin uyardmast esnasinda cok sayida gen gérev yapar. Ozellikle sinyalin
iletimi agamasinda gorev yapan genlerin klonlanmasi bu genlerin nasil calistiginin
bilinmesi agismdan gok énem tazir. Bu genleri klonlamanm bir yols, bu genler
balunindan mutant olan bireyleri bularak incelemektr. Bu amacla Arabidopsis cok
yaygin olarak kullandan model bir bitkider. Bunun nedenleri arasmda Arbidopsis
genomunun kicik olmast énemli bir avantaj tegkil eder. Bu sayede gimdiye degin
bircok gen Arebidopsisden klonlanmigtr, Arabidopsis bitkisinin tlim genom dizisini
ortaya koyacak proje yakinda sonuclanacak ve bu bitkiden: gen klonlanmast daha da
kolaylasacaktir. Yine, Armbidopsis kicik bir bitki oldugundan ¢ok sayida bitki
kolaylikla yeustirilerek mutant bitkiler se¢ilebilir. Arabidopsirin hayat déngiisiintin
gok kisa olmass birkag ay gibl kisa bir zamanda bu bitkiden yeni bir nesil elde
edilmesine olanak saglar. Arabidopsis’e gen aktarimit da Steki bitkilerde oldugundan
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daha kolaydir. K8k, sap ve yaprak gibi organlar “grebacterinm aracii@ ile yapilacak
gen aktarmm calismalarina uygundur. Son yillarda doku killtirine gerek olmadan
Arabidopsis transformasyonu yapilabilecek sistemler de gelistirilmistir. Ba yontemier
ile istenilen genti tagtyan Agrobacterium, ciceklenme déneminde bitkiye infiltre edilir.
Bu bitkilerden alinan tohumlar daha sonra antibiyotige direnchilik geni tastyrp
tastmadiklars bakimindan antibiyotk igeren bir ortamda yetistirilerek segilir.
Sonucta antibiyotife direng gosteren bitkiler, aymt zamanda aktarimak istenilen
geni de tagtyor olacaklarindan, secilirler.

Sekil 20.6. Onemli sinyal molekiilleri olan salisilik asit, jasmonik asit ve etilen patojen
ile enfekte olmus bitkilerde sentezlenir. Bunlardan salisilik asit PR-1, PR-2 ve PR-5 gibi
patojen ile ilgili genleri uyatirken, jasmonik asit ve etiden difer bir dizi patojen de iigih
genin uyardmassns saglar. Sonugra, salisilik asit tarafindan uyardan yol ile jasmonik asit
ve etilen tarafindan uyardan yol degigik patojenlere kargt dayamklilik saglar. Son yaptan
caligmalar bu iki yol arasmda interaksiyon olduguau da gdstermektedic.
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Mutajen vygulantug ~Arabidopsis bitkilerinin incelenmesi sinyal iletimi bakumindan
mutant genleri tagtyan bitkilerin segimine de olanak vermistir. Ozellikle SAR
sinyalinin etimi balumindan segilen mutantlar 2z ya da #pr olarak adlandirdmigtar.
Bu mutantlarin incelenmesi Np» geninin regllator bir gen olarak sinyal dletiminde
onemli bir fonksiyona sahip oldugunu ortaya koymustur. Mutant geni tasiyan
Arabidepsis bitkileri SAR sinyalini iletemediklerinden, normalde dayaniklt olduklart
patojenlere karst dayaniksiz  duruma  gelmislerdic. Npr geni Arabidspsis’den
klontanmss ve bu genin yapisinin 6teki proteinlerle interaksiyon saglayabilecek bir
yapida oldugu gorilmistir. Npr geni 358 prometorunun kontrolunda yeniden
Arabidopsise aktanldi@inda gen aktaplan bitkiler birden fazla patojene karsi
dayankll duruma gelmislerdir (Cac ve ark., 1998).

Daha oOnce, bitkinin  enfeksiyona ugramasmdan  sonta  birgok  proteinip
sentezlendifinden bzhsedilmisti. Bu sentezlenen: molekiiller arasinda etilen ve
jasmonik asit, bitki savunmasios uyarmast agisindan Snemli bir yer tutar. Erilen ve
jasmonik  asitin baglatu@  sinyaller  sonucta bitki  savunma  genlerinin
promotorlazmda bulunan korunmus bolgelerle interaksiyona girerek bu genlerin
uyardmalaring sadlar. Uyardan genlerin Grind olan proteinler dogrudan patojene
toksik etki yapacagindan sonugta bitki yine hastablk etmeni saldisindan kendini
Lorumus olur. '

20.8. Hastalik Etmeni Tarafindan Uyarilan Promotorlarin Segimi

Patojenlere karst dayanukbiik saglayan genlerin bitkilerde ifade edilresinde dikkat
edilecek konulardan biri de, bu genlerin istenilen dokuda ve sadece bitkinin patojen
saldintsina ugradift zamanda ifade edilmesinin saglanmasidir. Birgok genin ifade
edilmesinde kullantan 35S promotoru (mozaik viriistinden 1zole edilen) hemnen her
dokuda siirekli zktif olan bir promotordur. Bu nedenle, 355 promotorunun
kullannlmast hastalik saldirisi olmadan bile dayaniklillk genlerinin ifade olmasma
neden olur. Bu da bir yerde bitkinin enerjisinin gereksiz yere kullanilmast anlarmna
gelir. Bupu dnlemek igin sadece patojen saldins: sirasinda aktf hale gelen
promototlar izole edilerek kullanilmugtir. Buna ait érneklerden birisi patatesten
izole edilen prp-1 promotorudur. Bu promotor barmase adt verllen genin ifade
edilmesi igin kullandmugtie. Barnase geni bakteriyel bir gen olup riboniikleaz
enzimlerini kodlar. Ribontkleazlar RNA’yt yikiet enzimlerdir. Barnase gent prp-1
promotorunun kontrolu alunda patates bitkilerine aktauloustir. Barnase genini
tagiyan transgenik patates bitkileri yamlkdk hastaligs etment olan patojen tarafindan
enfekte ediddifi zaman barnase geni aktif hale gelmis ve enfekte olmug hicreler
riboniikleazin ifade edibmesi sonucu Slmigtir. Boylelikle daha énce acklanan
hipersensitif tepki (hypersensitive response, HR - enfeksiyonun sadece enfekte
olmus hicrelere lokalizasyonu) sentetik bir sistem kullanilarak elde edilmistir.

Bitki savunma genlerinin promotor béigeleri incelendiginde belirli DINA dizilerinin
belitli promotorlarda korunmus oldugu gérilis. Ornefin, bircok promotorda G-
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kutusu olarak adlandilan ve CACGTG motifini iceren bir yapmun cldufu
bulenmustur. Benzer sekilde Steki bazt pro1no€011arda da AGCCGCC mouﬁim
iceren AGC-kutusu ve CCTACCIN)7CT motifini igeren H-kutusu bulunmugtur.
Promotor bélgelerinde bulunan bu kutular transkripsiyon faktoslerinin- baglandif
bolgeler olarak gorev yaparlar. Transkripsiyon faktdrlerinin  bu  bolgelere
baglanmast ile promotoriara baglt gen aktif olarak kopya edilmeye baslanir. Sonugra
gen aktif hale getiridir.

Arabidopsisten izole edilen PDF1.2 genine ait bir promotor da hem enfeksiyona
ugramis hem de uframamus (sistemik) dokuda gen ifadesini uyarmaktadir (Jekil
20.7) (Manners e ark, 1998). Yine bu promotor bélgesinde transkeipsiyon
faktérlerinin baglandigt GCC motifini igeren bir bolge vardur.

Sekil 20.7. Patojenler tarafindan uyanlan promotorlanin  seqimi: Ambidspsis
bitkisinden izole edilen PDF7.2 genive ait promotor, Afternaria brassicieola ile
enfeksiyon sonucu GUS mportdr genini hem enfekte clmus yapraklarda (okla
isaretl) hem de sistemik {enfekte olmamus) dokuda ifade etmektedir. Soldaki restm
ayni bitkinin enfeksiyon éncest durumunu gostermektedir.

20.9. Gen Ifadesine Etki Eden Oteki Faktétlerin Optimizasyonu

Ozellikle bitki digtndaki canltlardan, Stnefin bakteri yada boceklerden, bitkilere
zktarilan genlerin baganl bir sekilde gérev yapmast igin aktariddiklan yeni ortamda
kendilerinden beklenen proteinleri normal olarak tretebilmelerine baghdw. Bu
nedenle bazi dururmlarda aktarlan genlerin kodon kullanumi, aktarlan bitkinia
kodon kullantmi dikkate alinarak yeniden dizenlenebilir. Bilindif gibi bir
aminoasidi kodlayan tglii (triplet) kodon sayst birden fazla olabilir. Ornegin,
arginin aminoasidini kodlama olasilif olan kodon sayist 6'dir. Bu alt degisik olast
kodondan sadece birkac: bitkilerde arginin kodlar. Bitkide argmin kodlayan kodon
bakteride arginin kodlayan kodondan farkh olabilic. Bu nedenle bakteriden 1zole
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edilen bir gen bitkiye aktarildifinda bitki translasyon mekanizmastnin, bu kodonun
arginin aminoasidine kodlamasmdan sorumlu oldugunu anlayamamast sonucu
anlamsiz (nonsense) bir protein Gretilir ve bu protein kisa zamanda bitki proteazlart
tarafindan yok edilir. Sonugta bu olay aktarilan genin bitkide highir fonksiyon
gostermernesine neden olur.

Oteki boliimlerde de bahsedildigi gibi bitki genleri tarafindan kodlanan mRNA’da
AUG kodonu translasyonun baglangic kodonunu tegkil eder. Bununla birlikte en
uygun translasyonun bircok bitki geni icin UAACAAUGGC seklinde bir motif
icerdigi bilinmektedir (Kozak, 1986). Bu nedenle bu motifin bitkiye aktardan
genlerde kullanimu aktarlan genden iiretilecek proteinin diizeyini ve karachligin
olumlu olarak etkiler. Benzer sekilde translasyonu sonlandiran kodon genelde
UGA, UAA yada UAG'dir. Bu diziden sonra'gelecek terminatér de dzellikle
mRNAnin kararlilifms etkileyebilecek bir faktérdir.

Translasyon sonrast (post-translational) faktorler ézellikle proteinin kararliging
etkiler. Bircok durumda hicrede (retilen  proteinin beklenen fonksiyonu
gosterebilmesi, hicrenin uygun bir bélimine gonderiimeleriyle miimkin olur.
Hastaliklara dayantklis salayan genlerden birgogunun drlinleri hticreler arast
bogluga salgtlantr. Bu sayede bu proteinler dzellikle hiicreler arast bogluga girerek
bitkiyi enfekte edecek patojenler i¢in uygun olmayan bir ortam olusturur.
Dayaniklik geni trtinlerinin hticreler arast bosluga gitmesini salamak igin uygun
lider dizilerinin secimi gerekir. Bu diziler proteinin nihai yerine gitmesmnden
sorumludur ve uygun bir gen ifadesi sisteminin elde edilmesi bakimindan gereklidir.
Bu amagla, bazs genlerin bitkilerde ifade edilmesi igin titinden izole edilen Pria,
Pr1h ve Pric genlerinden izole edilen lider diziler kullanilmaktadu (Phitzner and
Goodman, 1987).
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21.1.1. Stres kavrami

Bitkiler, yasadiklar1 cevrelerde vasamlaring strdlrmelerini ve gelisme sanslanni
kisttlayter degisik olumsuz kosullara maruz kalitlar, Yerylizinde, kurak zonlar, tuzla
topraklara sahip bélgeler, kuzey ve gliney kutuplars ile yiksek daflar gibt genis
alanlar bulunmakta ve bu alanlarda bitki biyimesini kolaylagtine kogullar, kisa
stireli olarak gerceklesebilmektedir.

Stres kavramu, Oteden: beri tam ve dofru olmayan sekilde ve terminolojik olarak da
karigtirttarak kullanilmaktadie. Stres terimi, fizik bilimine ait terminolojiden alinmug,
basing veya getilim anlamlarina gelmektedir. Bir gevrede devamli olarak, ya da
arada sirada meydana gelen ¢ok sayidaki olumsuz, fakat hemen Sldiriicit olmayan
kosullar stres olarak bilinir. Bir bagka yaklaginla; bitkide metabolizmays, biiylime ve
gelismeyi etkileyen veya engelleyen, uygun olmayar: herhangi bir durum veya
madde stres olarak kabul edilir. Ashnda, bitkide genellikle bir dig fakedriin
zotlamast ile olusan etki olarak da tanimlanabilen stres kavrami, bitki tolerans: ile

yakindan iiskilidis.

Turkge'de, basks, sorlama, sorlanma veya yojun gerginlik gibl sdzcikletle kargilanmaya
caligslan stres sOzcligl, kesaca, yagam i¢in optimal olan kogsullardan dnemli sapmalar
olarak aciklanabilir. Organizmanin biitin fonksiyonel dizeylerinde meydana gelen
degisiklikler ve tepkiler énce geri doniisiimbhi (reversible) olmalarmna ragmen, daha

Ozcan S, Giirel £, Babaoglu M (2001) Bitki Biyoteknolojist i -
Genetiic Mihendisligi ve Uygulamalar, Selguk Universitesi Basimevi
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sonra kahei hale de gelebilirler. Stres olay1 gegici olarak meydana gelse bile, bitki
canhiify gerilemeye baglar ve stres devam ettikce, bu zayiflama daha da ileder. Bitki
kapasitesinin sonuna ulasildifinda ise o anz kadar belirti gdstermeden (latent) kalan
zarar, kronik hastalia veya geri dénlsimsiz {irreversible) bir zarara ddniigebilir
(Cakurlar ve Topeuogiu, 1985; Larcher, 1995; Lichtenthaler, 1996; Edreva, 1998;
Tatz ve Zeiger, 1998),

Bu bélimde, bitki biyoteknoloiisi alanmda son yillarda Gzerinde molekiiler seviyede
gok yogun galigmalar yapilan stres faktorleri, bunlarin bitkilerde etkileri ile stresin
fizyolojik  temelleri  izerinde durclacaktr. Bu  bilglerin  biyoteknolojik
uygulamalarda aragtincilara sgrk tutmast ve gelistirlecek tekniklerde temel bilgi
saglamass amaglanmaktadir, Ayrica, stres sartlarina adapte olabilecek ¢esit gelistirme
konularinda  yapslan  biyoteknolojik  ¢aligmalar  ile  projeksiyenlardan  ¢a
bahsedilmigtir, ' :

21.1.2 Stres faktorleri (stresétler)

Bitkiler yasamlas siirecinde pek ¢ok stres olaylart ve cok sayida stres fakidrleri ie
karsllagmaktadirlar. Bitki dizerinde ender olarak tek baglarina etki yapabilen bu stres
olaylart ~ veya  faktdrleri,  genellikie etkilerini  es  zamanli  olark
gerceklestirmekteditler, Stres fakedtlerl, orijinlerine gére degisik  sekilierde
smiflandirdabilitler. Stresotlerin “biyotik™ ve “fizikokimyasal” olarak iki grupta ele
alindigs smeflandirmada biyotik faktérler, enfeksiyon olugturan mikroorganizmalar
{fungus, bakteri, virils), zararldan (bocek, nematod) ve difer otganizmalarla
rekabeti iermektedir. Fizikokimyasal faktdrler ise, sicaklik, su, radyasyon, kimyasal,
manyetik, elektriksel etkiler gibi cevre parametrelerindeki sapmalar olarak
belirlenmektedir. Diger bir smuflandirrna geklinde ise stres faktdrleri, “dogal” ve
“antropogentk” olarak gruplandicilmaktadir. Bu durumda, dogal stres faktorleri;
yilksek 151k, 1s1, Gstime, don, su azhfl ve fazlalifs, mineral eksiklik ile bocek ve
patojenleri kapsamaktadir. Antropogenik stres ise herbisitler, fungusitler, pestisitler,
havayt kitletici maddeler, ozon, fotooksidanlar, asit yagmuslary, toprak ve su, agat N
uygulamass, age metaller, artan UV radyasyonu ve COz seviyesi gibi faktdrleri
icermektedit. Gevresel stres, ¢ok az veya ¢ok fazla enetji girdisi ile ya da kimyasalin
cok hizli veya yavas olarak dolagimi ile ortaya ctkmaktadir. (Sekil 21.1) (Larcher,
1995; Lichtenthaler, 1996; Edreva, 1998).

2113, Stres tarafindan tesvik edilen fazlar

Stres faktdrleri veya kompleks stres olaylag, bitkilerin strese karst tic tepki fazini ve
eger zarar ok siddetl: degilse, bu stresorlerin uzaklastirlmasindan sonra dérdiinci
olarak da rejenerasyon fazini gecirmelerine yol agmaktadirlar, Béylelikle stres
siresince organizma, karakteristik bir fazlar dizinini izlemektedir (Larcher, 1995;
Lichtenthaler, 1996}
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a) Tepki faz (alarm reaksiyonu): Alarm fazinda normal yagamsal etkinlikler igin
gereksinim  duyulan  yapisal  (protein, biyo-membranlar) ve fonksiyonel
(biyokirmyasal olaylar, enerji metabeolizmast) kogullarda sapmalar meydana gelmekte
ve alarm faz, katabolizmanin anabolizmaya iistiin oldugn bir stres reaksiyonu ile
baglamaktadir. Bu fazda, canlirk da gerilemektedir.

b) Onarim faz (dayamkliik asamasi): Eger uyartlann yofunluga defismeden
kalirsa, protein veya koruyucu maddelerin sentezi gibi tamir olaylarmin gerceklesugi
bu faz, bitkilerde hizla baslatilmaktadir. Bu agamada, adaptasyon ve tamir
olaylarinin baglamas: saglanarak, bu kosullarda ‘alisma’ safhast gergeklestirilmeye
caligtlmakta ve boylece de devam eden stres kogullan alunda kuvvetlenmenin arttg

bir dayaniklitk fazina gecis meydana gelmektedir.

¢} Bitis faze (titkenme dinemi): Stres donemi, eg'"ger cok uzun slrerse veya stees
faktériinin yogunlugu artarsa, tiikenme doénemi ortaya ctkmaktadir. Tolerans
limitlerinin agldidt ve adaptif kapasitenin asin yiklendigi durumlarda, kalict zaratlar
ve hatta 6lim de meydana gelebilmektedir.

d) Rejenerasyon faz: (kismi veya tam rejenerasyon): Senesens olaylarmm dominant
hale gelmelerinden dnce ve zararin gok yiksek olmadsf durumlarda stresérler
uzakiastirlirsa, bitkide fizyolojik fonksiyonlarin kismi veya tam rejenerasyonu
gerceklestintlip zaratlar tamir edilebilmektedir. ‘Stres yofunluu ve siiresi, ¢ok
yiksek ve uzun deilse, bitkiler dayantklilik minimumu ve maksimumu tarafindan
belitlenen aralik icerisinde kendilerini ayarlamaya calisielar  (Larcher, 1995;
Lichtenthaler, 1996; Edreva, 1998).

21.1.4. Stresi tanima

Organizmalar, genetik olarak beliflenmiy reaksiyon normuna baght olarak dzel bir
stresére farkls tepkiler verebilitler. Bitkilerin belizli bir stres faktorline olan
tepkilerinin yapist ve yogunlugu; yasa, adaptasyon derecesine, mevsimsel ve hatta
glinhik aktiviteye bagl olarak dnemli dlgiide degisebilmektedir. Bir bitkinin stresten
stkintt ¢ekip ¢ekmedigi, bu bitkinin normal kosullardaki davramsiyla yapilacak bir
karsilastirma ile anlagilabilir, Stresorin spesifik etkilers, bitkide iyi tanirnlanms bir
hedefi kapsamaktadir. Ornegin; yogun radyasyon, tilakoid membranlarinda
dogrudan bir zarara yol a¢abilmekte veya iyonlasin ve agy metallerin toksik
konsantrasyonlari, enzit proteinleri Gzerinde dogrudan etki yapabilmektedirler. Bu
nedenle, her bir durumda semptomlar oldukea spesifiktir,

Stres durumunun spesifik olmayan belirtileri ile ilgili Srnekler ise enzim
(peroksidaz, glutation rediiktaz ve dehidroaskorbat redilkraz) zkivitelerinde,
poliaminlerin biyosentezinde; sekonder metabolitlerin (polifenoller, antosiyaninler),
ozmotik olarak birbirine uyumiu akuf maddelerin (prolin, betain ve polioller), stres
metabolitlerinin ve antioksidanlarin (askorbik asit, tokoferol) de novo sentezlen ve
birikmelerinde gozlenen defisiklikleri kapsarmaktadir. Fakat bitin bunlar, swes
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hormonlarmen (abszzik asit, jasmonik asit, etilen) ortaya ctkmas ile digkilidir. Stresin
spesifik olmayan difer etkileri ise, membran Szelliklerindeki (membran potansiyeli,
madde tagmumi) degisiklikler, solunum artisi, fotosentezin engellenmesi, kura
madde tretiminin azalmast, bliylimedeki sikuintilar, diisiik verimlilik ve vaktinden
Snice senesensin olusmasidar.

(Latrcher, 1995; Edreva, 1998). Metabolik bozulma nedenivle, hiicre ici enerj:
Gretimindeki bir azalma veya tamir sentezlesi igin enerji tiketimindeki bir artss,
stres durumunun etken belirtisi elatak da kabul edilmektedir,

Stres faktorlerinin birlikte etki gOstermesi, bitkinin tek bir stres faktdrine olan
tepkisini  kuvvetlendirebilir, zayiflatabiliv, o6rtebilir veya tersine gevirebilir.
Cogunlukla diger faktdrlede Lkombinasyon halindeld bir etkinin  artmast
gozlenebilir. Birbirine eklenen stres faktorleri, ek kanmgiklklar dofurmaktadie.
Etkilerin sinergistik veya antagonistik olarak meydana ¢ikip ¢tkmadift ¢ogunlukla
6nceden bilinememektedir. Kislar: sofuk bolgelerin odunsu bitkileri, don etkisi
alunda, sadece donmaya kargt toleransl hale gelmekle kalmazlar, ayrica kurumaya
karst da daha dayankli hale gelirler. Tuz stress, 1s1 soku ve kuraklik stresinde olusan
proteinler arasmndaki yapisal benzerlkler, muhtemelen capraz korumanin molekiiler
temelini olusturmaktadirlar, Ayrica flavonoidletin birikimi veya peroksidazlarmn
aktivasyonu gibi spesifik olmayan stres resksiyonlary UV radyasyonuna, fungal
saldirtya ve otlatmaya karst da koruyacu fonksiyonlara sahiptirler (Larcher, 1995).

21.1.5, Strese kargi bitki tepkileri

Bitkilerde stres faktorlerine karst iki farkll tepki gdéuzlenmektedir: Bunlar; stres
faktdtlerinden kagmma veya bunlara karss foleransur.

Kaginma: Stres  faktOrderinin  bitki  dokularina  girisinin  Snlenmesinl  veya
azaltdmasin  ifade  etmektedir. Bu  mekanizma, agafida  belirtilen  yollarla
gerceklesmektedir:

a) Bitkinin cevre ile temas balinde oldugu viizeylerinde morfolojik ve kimyasal
kompozisyondaki degisiklikler: Yaprak ayasmin alant ve kalinligs, stomalarin
bliyiikligi ve yogunlugu, kiitlkulanin kaliniit ve kimyasal kompozisyonu,
yaprak ve kok salgilarinda toksik ve engelleyici komponentlesin olugumu.

b) Ontogenetik degismeler (stres faktirlerinden mevsimsel olarak kaginmaj: Stres
olayindan once dormant ontogenetik faza (tohum, yumru olugumu) gegis
saglanarak, bitki Gretkenlipi garantili hale gelmekeedir.

Tolerans: Stres faktorlerinin etkisini elimine etme, azaltma veya tamir etme
mekanizmalarin ifade etrektedir. Bu tepki tipi, doku seviyesindeki degisiklikleri
(sakizlarin, yara periderminin olusumu gibi}, subseliller seviyedeki degisiklikleri
(duvar idavelerinin; membran, kloroplast ve hiicre duvar medifikasyonlannm
olusumu gibf), molekiler (sekonder metabolitlerin, polisakkaritlerin, fenol
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polimererinin  ve stres proteinlerinin  sentezi) ve submolekiler seviyedeki
degisiklikleri kapsamaktadir (Edreva, 1998).

21.2. Radyasyon: Gériiniir Radyasyon (Isik) ve Ultraviyole Radyasyon

Bitki organlarinin morfolojik ve fizyolojik ézellikleri, bitkiye ulasan 151310
yogunlugu ve siresinden etkilenmektedir. Karanlikta yetisen bazs bitkiler disinda
kalan tim bitkiler, biiylime, gelisme ve Uremeleri icin ifa  gereksinim
duymaitadilat.

Bitkiler, belirki stk yogunluklarina adapte olmuglardr. I§1l%gun1ugunuﬂ dedistid:
durumlarda, bitkilerin normal fonksiyonlart yavaslamaya baglar, ya da devam
ettirilemez hale gelir. Bitkiler, gelismelerinin her doneminde minimum, optimum Ve
maksimum 151k isteklerine gereksinim duymaktaditlar (Fser, 1986).

Gunegten kaynaklanarak yeryiziine ulasan 151k, 'degisik dalga boylamna sahip farkh
ssinlart icermektedir. Dalga boyu 400 mu’a kadar olan ssinlar “kisa dalgal(”, 400-700
my arasindakiler “orta dalgali” ve dalga boyu 770 mp’dan fazla olan gmlar ise
“uzun dalgal’” olarzk adlandiidirlar. 390 mpnun asafsindaki dalga boylan
ultraviyole, X, gama, kozmik; 760 mp’nun Gzerindeki dalga boylart ise kuzildtesi
(infrared) ssinlardur.

Ultraviyole {mor Otesi) tsinlars, bitki bilylimesini diizenleyen hormonlara etki
ederek bitkilerin bodur kalmasina yol acatlar. Ozellikle de yitksek alaniarda bu
durum daha belirgindir. Gézle gorilmeyen bu snlar, yerylizindeki 15in enetjisinin
%2sini olusturmaktadirlar. Uzun dalga boyuna sahip ve yine gdzle gorilemeyen
tginlar ise, hava sicakligirn saflatlar ve biyokimyasal reaksiyonlarin olusmasina da
varcdimes olurlar, |

Fotosentez olayinin gergeklesmesinde etkili olan ve gézle goriilen orta dalga boylu
tsinlar, menekse, mavi, yesil, sari, portakal, kirmizi renkli silan kapsariar ve
toplam isin enerjisinin %40-60’lk bélimini olugtururlar. Yesil renkli ssinlar (490-
574 myy) 1se fotosentezde en biyik roli stlenirler (Exis, 1990; Kocatas, 1999).

Bitkiler, 151k isteklerine gore iki smifa ayrililas:

a) Heliyofitler  (giines  bitkileri): Biiylime ve gelismelerini  normal
gergeklestirebiimeleri icin bol 151k isteyen bitkilerdir. Domates, patlican, biber,
pamuk ve tiitiin bol tsik isteyen bitkiler grubuna éenek olarak verilebilirler.

b) Skiyofitler (gélge bitkileri): Az 13tk kosullart altinda biiyliime ve gelismelerini
gerceklestiren bitkilerdir. Bu bitkiler genis yaprak viizeyine sahiptirler,
Yapraklart ince yapihdir ve hiicreletd, hiicreler arasi bosluklars ve stomalars
glines bitkilerine gbre daha buyktir. Ahududu ve cilek ¢ok 2z sikta, hatta
golgede de meyve verebilen bitkilerdir (Eser, 1986; Exris, 1990).
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Fotosentetik olarak akeif radyasyonun disik veya asirt mikearlari ile UV radyasyon
absorpsiyonunun artma gdstermesi, bitkilerde radyasyon stresini olusturmaktadic

(Levitt, 1972; Larcher, 1995).

21.2.1. Tstk azligt ya da golge

Istk Denge Noktasrnin altinda kalan igtklanma diizeyi, fotosentezin azalarak
bitkinin yeterli asimilat olugturamamas: nedeniyle yavas gerceklesen ve dolaylt olan
bir zarara yol agabilmektedir. Golge bitkileri, diisiik seviyedeki 1siklanmaya adapte
olmuglardir ve bu nedenle giines bitkilerine gére golgeye daha dayantkliditlar (151k
azligina dayanikldik).

21.21.1. Itk azligindan kaginma

Yiksek bitkiler, hareket etmemelerinden ve 15181 yoguniastirict merceklere sahip
olmamalarindan  dolay,, havayla temas halindeki yizeylerine diigen sk
vogunlufundan  daha fazlasmu  alamazlar. Itk faziahifindan  kagnan  gélge
bitkilerinde kitikula tabakalar zayif geligmistir. Bu bitkiler, mum tabzkalarina ve
tiiylere de sahip degilditler. Bu nedenlerle gélge bitkileti, giines bitkilerine gdre
daba az olan yaprak ylzeyi yansimasi ile karakterize edilirler. Kloroplastlar
epidermal hiicrelerde meydana gelebilitler. Giines bitkilerinde ise epidermal tabaka,
kloroplast igeren mezofil hilcreleri ve 151k kaynags arasinda 15151 absorbe edici bir
bariyer gorevini Ustlenmistir. Bu adaptasyonlarm bir sonucu olarak gdlge bitkisinin
kloroplastlart Gizerine, ayns diigiik 15tk yogunlupuna maruz kalan giines bitkisinden
daha fazla bir i1k younlugu digmektedir. Kloroplastlar, ayrica icerdikleri daha
yiksek konsantrasyondaki klorofil veya difer fotokimyasal olarak aktif
pigmentlerden dolays, zayif sstklanmanin daha genis bir boliiminii absorbe
edebiimektedirler.

21.2.1.2. Isik azhigmna tolerans

Golge bitkilerinin stk azlifina dayanikliliklari, toleranstan kaynaklanmaktadir. Bu
bitliler, dzha diigiik denge noktas: ile karakterize edilitler ve bu ézellikten dolays,
fotosentetik trinleri daha az stk yogunluklarmnda birktirebililer. Golge bitkileri
daha disik 1k yogunluklariada stk doygunlugu gbsteritler. Bu  bitkiler,
karboksidismiitaz enziminin daha diigiik aktivitelerine sahiptirler ve bu durum,
gines Dbitkilerinden daha disiik olan 15k doyma deBerlerinin  nedenlerini
actklamaktadie. Istk azlifna olan  tolerans, diigik solunum oramndan da
kaynakianabilmektedir. Bitkiler, béylelikle de diigiik 15tk seviyelerine adapte
olabitmekredirler (Levitt, 1972).
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21.2.2. Giiglii 151k

Bitkilerin fotosentetik aygitlar,, gorlindr 1511 optimal olarak etkili bir sekilde
absorbe etme ve kullanma yetenegindedirler. Fotosentetik siirecin agert yitklenmess,
daba az kuvantum kollammma ve daha  digiik  asimilasyen  verimine
(fotoinhibisyon) yol acmaktadir. Ekstrem olarak asit1 olan 1sik, fotosentetik
pigmentleri ve tilakoid yapssini tahrip edebilmektedir (istk zararr). Adapte olmus
alg, yosun, liken ve cigekli bitkiler gibi canitlar arasindaki biitiin golge bitkileri ss15a
duyarlidirlar ve dimlt 15182 kisa siireli maruz kaldiklarinda bile zarar gorebilitler.
Orman agagianinin alinda yetisen bitkiler, afaclarin devrilmesi sonucunda ortaya
gikacak bir 1tk sokundan sikint cekebilirler. Giren ssifin pigment korpleksi ile
daha etkili yakalanmast, bir bitkiyi gliclii s18a karss daha duyarlt kilabilmektedir.
Yiiksek daglar, nadas alanlars, géller ve deniz kipilart gibi agik alanlarda bliyliyen
bitkiler, gii¢lii 15:8a aligkandurlar, yitksek itk seviyelerini daha iyi tolere edebilirler ve
genellikle de 1s1kta kararlthk (fotostabil) gosteritler.

21.2.2.1. Giiglii i18tn neden oldugu zararlar

Hicre duvar, kitikula, mum ve suberin gibi koruyucu tabakalar, normal kogsullar
altinda, 1siktan kaginmayr saglayabilmektedis ve' bu durumda bitkiler, aga1 151a
dayanikhdizlar. Eger bitki disiik 151k kosullarinda yetisirse, koruyucu tabakalar zayif
gelismektedir ve yiksek sk yoguniuklarina maruz kalma durumlarinds bitki zarar
gorebilmelstedir,

Golge bitkileri dzellikle glcli 15182 duyarlidirlar, Bu durum, fotosisteme verilen
zarardan kaynaklanmaktadir. Guglii 11k nedeniyle, stres kogullarinda zarara ugrayan
as yer, belirtli protein alt birimlerinin hizh olarak parcaland@i fotosistem IPnin
reakstyon metkezidis. Kloroplastlarda artan indiegeme kapasitesi ‘ksantofil
dongisit’ ile dagitlarak, di-epoksit violaksantinin zeaksantine indirgenmesi
saglanous olmaktadir. Giigli 151k altinda, kloroplast pigmentlerini ve membran
iipidlerini  tahrip edebilen agresif oksijen tirleri birikebilmektedir. Burada
oksidorediiktazlar (superoksoid dismiitaz, peroksidaz, katalaz) énleyici sistemler
olarak isleve sahiptirler,

Isigin sap (govde) fzerindeki engelleyici etkisi, gibberellin miktanindaki bir
azalmadan kaynaklanmakta ve genellikle glcli isik, biiyime diizenleyicilerinin
dengesini bozarak biiylimeyi engeller gorinmektedir. Isikta, klorofil, JAA ve
askorbik asidin oksidasyonu gerceklesebilmekte, devamls 1tk nedeniyle klorofilin
tahribi sonucu klorozis meydana gelebilmektedir.

Yiksek 1k ydgunlugtz, bitkilerde sekonder zararlara da yol agabilmektedir. Astrs
w51l yogunluguna, ézellikle de glnes ssigindaki gibi, yitksek kizil Gtesi 151k da eslik
ederse, 1ki tip sekonder stres zarar ortaya ¢tkmaktadsr. 1) Radyasyonun tesvik ettifi
yitksek 1st stresi zarart (glnes yamgi), 2) Asirt gines 5131 kosullarinda esas olarak
meydana gelen ve giinesten absorbe edilen enerjinin buharlastiriar etkisi nedeniyle,
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radyasyonun tesvik ettifi bir stres olan kuraklik zaran. Gélge bitkilert ise dzellikle
her ikisine de duyarhdirlar (Levitt, 1972; Larcher, 1995).

21.2.2.2, Giiglii 151k stresine adaptasyon

Astri siin etkileri, daha az radyasyon almak amacayla yaprak pozisyonlaninin gelen
tstkla act yapacak sekilde olusumu gibi kagmma davransglan yaninda ozellikle
yosunlarda ve pteridofitlerde gorillen slrglnierin yuvarlanarak katlanmalan veya
asimilat olugturan dokunun kioroplast hareketleri ile azaltlabiimektedir, Yapragin
iist yizeyindeki yogun trikom &rtiisli veya epidermis ve hipodermal dokudaks
kalinlagmis duvarlar, diffusif bir filtre olarak rol oynamakta ve glicli radyasyonun
etkisini azaltct yonde etkide bulunmaktaditlar. Katlanmamus yapraklara sahip
tropik bitkilerde antosiyanin, kararticr bir filtre olarak gérev yaparak mezofili
koruyabilmektedir. Ayrica, glcli 1gtkta, kloroplastlarda karoten ve Iutein gibi
koruyucu pigmentlerin miktarlan artma gbstermektedir (Larcher, 1995).

21.2.3, Ultraviyole radyasyonun zararlari ve keffunma yollarn

Hicrelete giren UV radyasyonunun blyik bir kismu, absorbe edilmekte, yiksek
kuvantum enerjisi nedeniyle de akut zararlarm olugmasina yol agilmaktadir. Uzun
dalga boylu UV-A, esas olarak, fotooksidatiftir; UV-B ise fotooksidatif fazliyetlerin
yanssira, biyo-membranlarda fotolezyonlara neden olmaktadir, UV zarari, enzim
aktivitesindeki (artan peroksidaz aktvitesi, sitokrom oksidazin engellenmess)
degisiklikierle, hiicrelerin zayif enetji duturmuyla (protoplazmik zkintinin durmast),
daha diigiik fotosentetik verime ve biiylimenin bozulmasyla respit edilebilmektedir.

Epikittikular mum ve hiicre 6zsuyundaki ¢céziinmiis flavonoidler tarafindan UV’nin
etkili absorbsiyonu nedeniyle yiksek bitkilerin protoplazmalari, radyasyon
zararindan biiyik dlglide korunmaktadislar, Koruyucu pigmentlerin sentezinin UV
tarafindan  uyartimast sonucu bitkiler, olusan bu maddeleri birtktirmege
cahigmaktadirlar (Larcher, 1995).

21.3. Sicakhk

Bir bitki #irinin basatsing, maksimum ve minmmum sicaklikizr belitlemekredir.
Bazs yuksek bitki tirleri, saatlerce veya glinlerce stiren ¢&l réizgardarm sicak
esintilerinde canltiklarsnt strdtrebilitlerken, difer bazi tirler uzun siiren kutup
soguklarinda bile, yagamlanim devam ettirebilmektedirler. Aktf bitki biylmess,
genellikle yaklagtk 10 oC'den 40 °C'ye kadar defisen bir sicaklk aralifs e
sinttlanmustr (Treshow, 1970).

Isi, genellikle molekiillerin hareketinl hizlandiemakta, makro-molekiller icindeki
baglart gevsetmekte ve biyo-membranlarin lipid tabakalarini daha akigkan hale
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getirmektedir. Diigiik sicakliklarda ise biyo-membranlar, daha kat (rigid) duruma
gelmektedirler ve biyokimyasal olaylarin  akuvasyonu igin  gerekli enerii
ihtiyaglarmda artmalar gozlenmeltedir. Yiiksek ve diigiik sicakliklar, yofunluk ve
stireye bagl: olarak bitkilerin metabolik aktivitelerini, biyimelerini ve canldtklarimni
bozmakta ve bir firin dogal dafilisin smudamakeadilar. Aktivite ssurinda
yasamsal olaylar, geri doniisiimli olarak minimum bir hiza dogru disme gosteritler.
Kuitik sicaklik esifi agiddiginda ise hiicre yapist ve hiicresel fonksiyonlar, zarar
gorebilmekte; hatta protoplazma ani olarak élebilmektedir (Larcher, 1995).

Stcaklik ile ilgile stresin ¢ tipt ayrunlanabilmektedir: Ist (yiksek sicaklk), dstime
(diigik pozitif sicaklik) ve don (diistk negatif sicaklhk). Usiime ve don stresleri,
yaygin olarak “soguk” tegmi icinde yer alan thi kavramdir. Her bir stres tipi icin bir
esik sicakhifinmn belirfenmesi gereklidie, fakat bu konuda bitki dizeyinde ¢ok simugh
veri saglanabilmistir. Ornegin, soguk-dénemde yetigtitilen yemelklik tane baklagiller
icin esik seviyeleri, yaklagik olarak agagndeki sekilde énerilmektedic (Wery ve ark,
1993):

Don: Kar 6rtiisii olmaksizen 0°C nin a§agls:ﬁda]<i ginlik minimum sicaklik.

Usiime: 0-10 °C arasindaki giinliik ortalama. stcaklik. Ustimeye-duyarlt ve -
dayanikls  bitkileri aywmak icin  coguniukiz 12 °Clk stcakliklar
kullarulmaktachr.

Isz: 25 °C'nin Uzerindeki giinlik maksimum sicaklik.

21.3.1. Bitkilerde 181 ve zararlar:

Tarunsal bitkilerde s1 stresi, ¢ofunlukla kuraklik stresi ile es zamanl olarak
meydana gelmektedir ve oldukga karmasik bir sorundur (McKersie ve Leslem,
1994). Ist etkisi siireye baghidit. Diger bir ifade ile, uzun siireli daha az 151, kusa stirels
yiksek 1s1 kadar cok zarara yol agabilmektedir. Sicak glinlerde bitkilerin glin
icindeki dayaniklibklars degisim gGsterebiimektedir. Bitkilern sicak glinlerdeki 1st
dayaniklliklari, 6gleden sonralars sabah saatlerine gore daha fazla olmaktadir.
Bitkiler, dzellikle bityiimelerinin en aktf periyotlarinda, isiya oldukea fazla duyarhihik
gostermektedirler, Karasal bitkiler icinde dayanikliliklarint sadece yazin arttirabilen
tirler de vardir. Difer tirler ise st dayanikliklarint sadece kis dormansi
petiyodunda kazanmaktadurlar. Ist dayanikllig agismdan mevsimsel dalgalanmalan
algilamayan tirler de vardir (Larcher, 1995).

Ist stresi, protein yapist ve aktivitesi fle membran stabilitesi lizerinde Szellilde de
plazmik ve kloroplastik membranlarda negatf bir etkive sahiptir. Bu etkilerin ilk
sonuglarindan bitt, fotosentezde azalmalarin meydana gelmesidie (Wery 2e ark,
1993). C3 fotosentez yolu, yaprak sicakhginin 30 oCyi asufi sicak ortamiarda
oldukca etkisiz hale gelmektedir {Lawlor, 1994). Yiiksek sicakliklarda fotosentez,
solunumdan dnce engellenmektedir (Taiz ve Zeiger, 1998). Solunum, siya daha
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dayantklidis ve sadece Sliimcil (lethal) dizeye yakin sicakliklardan etkilenmektedir.
Karbon dengesi ve solunum, biiylime ve verimi sinirlayict hale gelmekte ve sonugta
bitkinin élimi ger¢eklesebilmektedir (Wery ve ark., 1993; Larcher, 1995). Yiksek
sicakliklarin  fotosentezi  olumsuz  etkilemesi  sonucunda, baklagillerde  azot
fiksasyonu da azalma gostermektedir (Malhotra ve Saxena, 1993).

21.3.1.1. Is1 stresine adaptasyon
Bitkilerde tg tip tsiya dayaniklilik farkedilmektedit (Larcher, 19955

1) Iszya duyarly tirler: Bu grup, 30-40 °C veya en fazla 45 °C’de zarar goren biitiin
tiirleri kapsamaktadir: Okaryotik algler, su igindeki kormofitler ve hidrat durumdaki
likenler gibi. Bu duyarlt tirder, kendi sicakliklarinin yikselmesini, transpirasyonal
sofuma ile etkili olarak engelleyemedikleri zaman, sadece agirt ssinmaya maruz
kaimayan habitatlarda kolonize olabilmektedirler.

2) Nispeten wsiya dayankly Skaryotlar: Gunesli ve kuru alanlann bitkileri, isiya
dayanikliik kazanabilirler. Bu bitkiler, yarim saat sire ile 50-60 °C'ye kadar olan
ssinmalatda yasamlarini stirdiirebilmektedirler. Fafat hitcre ve organizmalar icin 60
ve 70°C arasinda mutlak bir st sinir bulunmaktadir.

3} Isya tolerant prokaryotlar: Bazs termofilik prokaryotlar, son derece yiksek
sicakliklara dayanabilmektedirier. Siyanobakteriler, volkanik alanlarda ve sicak su
kaynaklarinda 75 °Clye, bakteriler 90 «C'ye ve hipertermofilik arkebakteriler 110
°C'ye kadar olan sicakliklarda yasamlarini  devam  ettirebilmektedider. Bu
organizmalar, sicakhiga dayanikh olan hiicre membranlarina, nikleik asit ve
proteinjere sahiptirler.

Bitkiler, tstnmanm Onlenmesi veya hafifletilmesi le ve ayrica protoplazmanin
yiksek sicakliklart tolere etme kapasitesine de bagl olarak, yiksek sicakbkiarda
yasamlarin sirdirebiimektedidler (Larcher, 1995).

21.3.1.1.1. Issdan kaginma

Bitkiler, fenoloji mekanizmalazni  hezlandirarak 11 sokunu  Snlemeye
calsmaktaditlar. Isidan kaginmanin iki unsuru vardie Yaprafin fotosentetik
olmayan enerjiyi azaltict “yanstma faktdri™ ve “transpirasyon”. Yapraklarn agie
1sinmass, yeterli su temin edildikce, transpirasyonal sofuma yardimsyla etkili olarak
Snlenebilmekeedir (Wery 2 ark., 1993; Larcher, 1995). Yaprakiarn tehlikeli sekilde
agirl 1sinmasinin Snlenmesi bazt bitkiler tarafindan gl giines 1p1gidan kaginma
yolu ile gerceklestirilebilmektedir. Yangina kargs korunma; 1siy1 tecrit eden kabuk,
kaidedeki tomurcuklart rten yofun yaprak kinlari, ve toprakala organlarm (sogan
ve yumruy) alta dogru cekilmesi e saplanabilmektedir {Larcher, 1995}
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21.3.1.1.2. Is1 toleranst

Ist toleranss, hiicresel seviyede agiklanabilmekte ve membran stabilitesine, spesifik
eryik maddelerinin (solutes) birikimine ve 1s1 sok proteinletini (HSPs) iceren cesitli
mekanizmalara bagimlitk géstermektedir. Lipidlerin doymamushk derecesi ile
baglantds olabilen membran stabilitesi, 1st stresi boyunca fotosentezdeki azalmalart
Onlemek  agisindan ok Gnemlidir.  Prolin  ve glisinbetain  gibi  spesifik
biyokimyasallarn birikimi; enzimler, membranlar ve &zellikle de polenler icin
koruyucu bir rol oynamaktadir. Isidan korunmanin en etkili yolu, 1s1 sok proteineri
ile sagianmaktadir: Bu proteinler, hiicre cekirdegi tarafindan huzlt olarak kodlanular
ve sitozolde sentezlenerek kloroplast ve mitokondrilere transfer edilivler. Ist sok
protemleri, kromatin yapilarina ve membranlart  stabilize edici, onarim
mekanizmalarin derletici etkilere szhiptitler (P_a%‘avanmﬂnsal, 1993; Edreva, 1998;
Taiz ve Zeiger,1998; Yiice ve Giirel, 1998),

21.3.2 Bitkilerde tigiime

Sogukta metabolik enetji daba az saglanmalkta, su ve besin alinimy singlanarak daha
az biyosentez meydana gelmekte, asimilasyon azalmakta ve biiyiime durmaktadir.
Digik sicaklikdarin daha sik, daha uzun ve daha ‘Lsogu% periyotlarda olusmasy, bitki
agisindan oldukea ciddi bir durumdur (Lascher, 1995).

Hassas tiitler, normal biiylime i¢in ok diisiik fakat buz olusumu icin yetersiz olan
sicakliklarda, tstimeden dolay: zarar gérebilicler. Ozeliikie tropik veya subtropik
tiler, dslime zararna karst oldukca duyarhidular. Bitkiler nisbeten yiiksek
sicakliklarda yetistirildiklerinde (25 ile 35 °C) ve sonra sicakitklarin 10 ile 15 °C'ye
kadar dislrtldigi  kosullarda, bilyimeleri yavaslamakra, yapraklarda  renk
bozulmalars ve lekeler belirmektedir. Kéklerde siime olusur ise, solma meydana
gelmektedir,

Bitki, o6nce sofuk fakat zarar vermeyen sicakliklara maruz  birakdarak
kuvvetlendirilir ve uyum saglar hale getirilirse, dayanklilids arturdlmig olmaktadsr,
Sofufun yavas ve kademeli olarak gelistigi durumlarda, tstime zarar en aza
indirilebilit. “Soguk soku™ olarak adiandirslan 0 °C'ye yakin sicakliklarin ani olarak
olugmass, bitkilerin zarar gérme olastgint biyik 6lciide arttrabilmektedir (Wety ve
ark., 1993).

21.3.2.1. Bitkilerde tigiime zararlag

Bitkilerin digtik sicakliklarda yasamlarin sirdirebilmeleri, genetik yapiya ve genetik
yapiun cevre kogullan ile olan etkilesimine baghdir (Kanbertay, 1984). Ustimenin
neden oldugu zaratlar, hiicresel dizeyde gézlenmekeedir. Lipidlerin ve membrana
bagli tagsyict proteinlerin modifikasyonu ile azalma gésteren membran stabilitesi
uzerindeki bu etki daha belirgindic (Wery w ark, 1993). Usimeye-dayanikh
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bitkilerdeki membran lipidleri, cogunlukia tsiimeye-duyarh bitkilerdekinden daha
yiksek oranda doymamus yag asitlerine sahiptirler (Taiz ve Zeiger, 1998). Hiicresel
sevivede gerceklesen asil etkiler; plazmik membran birinliigintn kaybi nedeni ile
erimis maddelerin (IC*, amino asit ve karbonhidrat gibi) sizmasmndaki aruglar ve
membran lzerindeki aymi  etkiden dolayt  kloroplasun  fonksiyoniarindaki
degismeleri kapsamaktadit. Usiime tarafindan elekiron tagiyict zincir etkilenerel,
fotosistem IP'nin 15tk periyodu siiresince tahribi gerceklesir (fotoinhibisyon).
Béylelikle de fotosentezde azalmalar meydana gelmektedir (Wery »e ark, 1993).
Degisik hiicresel fonksiyoniarin sicakliklara duyarhitklars farkll olabilmektedir.
Solunum olaylart tarafindan saglanan enerjiye ve vyiksek enerjii fosfatlarin
Giretimine dogrudan baglt olay olan sitoplazmik akintnin durmast, aslinda digtik
sicakliklarin fark edilen itk sonucudur (Larcher, 1995).

21.3.2.2. Usiimeye adaptasyon

Ustimeye dayaniklitk mekanizmalars, membran diizeyinde gercekiegebilmektedit.
Ustime boyunca, membran yapssindaki  degisim  ile  birdikte membran
fonksiyonundaki degisiklikler, olciimlerle belimenebilir. En yaygin Slgimler,
elektriksel detkenlifin Slgilmesi de erimis madde sizmasinin ve ayrica fotosistern
IT’nin azalan seviyelerinin belitlenmest ile ilgilidir.

Polenletin  tligtimeye kargs dayaniklliklars, prolin birikimi ie gerceklesebilir.
Cimlenme strasmndaki Ugimeye olan dayankldik ise, tohuwmun soyu almasiu
yavaglatict mekanizmalaria saglanabilmektedir. Dugik stcakliklarda suyun hizh
olarak alinmast, membran yikimma ve sonra da erimis madde kaybma yol
acabilmektedit (Wery we ark., 1993).

Ustimeye-duyarlt bitkiler arasinda iki tip aysimlanabilie: Bitkinin her bir bélimiintn
zarara duyarh oldugu, “Total Olarak Duyarlt Tirler” ve sofuk zararndan sadece
“Kismen Zarar Goren Tirler” (gicek primordiyast veya meyveler gibi). Usiimeye-
dayarukll bazs tirlerin meyveleri ile tropikal crijinh belirhi bitkiler, yaklagik 10 ve O
oC arasindaki sicakliklarda Sliimcil zaratlar gérebilicler. Bir bitkinin organlart ve
dokulart arasinda da duyarlibk konusunda belirgin farkldiddar vardir. Ayrica bir
bitkinin yagam déngiisiindeki tohum sismesi, cimlenme ve senesens gibi belirk
dénemler soguga daha yiksek duyarhilk géstermekteditler (Larcher, 1995).

21.3.3. Donma gekilleri ve zararlan

Don zarari, suyun donma noktasin altundaki sicakliklarda meydana gelmekedsr.
Donma islemindeki en Snemii stres, buz olugmast ve bunun neden cldugu mekanik
zararlardic. Tki cesit buz olugumu vardie:

1} Hiicre igi buz olusumu: Protoplasun genellikle viksek miktarda su icerdifii ve
dayanikl olmadigs durumlarda, va da Snceden sofumanin meydana gelmedifi
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kogullarda, hiiere igi buz olusumlart meydana gelmektediz. Bu tipteki buz olusumu,
hiicrenin su kaybina (dehidrasyonuna) ve bunu takiben de hiicre membranmin
tahrip olmasina yol acmaktadir.

2) Hiicre dist buz oluguma: Buz olasumlart, eger énce hiicreler arast bosluklarda ve
sonra hiicre duvar: ile protoplast arasinda meydana gelirse, bu “hiicre dist
(ekstraseliler) buz olusumu” olarak adlandwilir. Bitki hiicresi etrafinda bir matriks
olusturan hiicre dist buz olusurnu, mekanik zararlara ve oksijen azlifina yol acarak
nekrotik zonlasin ortaya ¢thkmasma neden olmaktadir. Bu zonlar ise, patojenin
bitkiye girmesine yardim etmektedirler.

Su, hacminin Ggte ikisini azaltabilen protoplasttan’ gekilir, bu duruma uygun olarak,
tuz iyonlart ve organik asitler anormal olarak, yiksek konsantrasyonlara ulagitlar ve
toksik etki gbstererek enzimleri inaktif hale getiriler. Bu kogullar altinda biyd-
membranlar, ozmotk olarak ve hacim azalmasmin her ikisi ile astnt yiiklenirler,
biyo-membranlaen lipidleri bozulur, proteinler’ coziiniir ve ATPaz aktivitesi de
bozulur, Protoplazmadan suyun ¢ekilmesi sonucunda, protoplazmanin ince yapist,
geti doniisiimsiiz olarak tahrip ediimis olur (Wety ve ark., 1993, Larcher, 1995; Taiz
ve Zeiger, 1998).

21.3.3.1. Donmaya adaptasyon

Dtk sicaklikiarda  veya buz  olusumlarinda  tim  bitkiler hayatlarin
stirdéremeyebilitler. Soguga dayanikliik konusunda ekolojil olarak énemli gruplar
vardir:

1} Doninaya duyarly bitkiler: Bu bitkiler donmay gectktitici nlemletle sadece
zaratlardan korunurlar. Soguk mevsimlerde, hiicre $zsuyu ve protoplazmasmda
ozmotik olarak aktif maddelerin konsantrasyonunda bir artiy meydana gelir. Bazt
algler, tropikal ve subtropikal damarlt bitkiler ve deman bélgelerin cesitli tiirleri, tiim
yil boyunca donmaya duyarldik gésterirler.

2) Donmaya toleransiz bitkiler: Baz: zlgler, yosunlat, kislart sofuk bélgelerdeki colk
yilltk karasal tiirler, mevsimsel olarak donmaya toleranshditlar.

Bir bitkinin degisik organ ve dokulart, sicaklga karst dayaniklilklar bakimindan
oldukca farkllk gésterirler. Kis tomurcuklarindaki cicek primordiyass  ve
ciceklerdeki yumurtaliklar gibi tlireme organlar, dona &zellikle cduyarhidirlar.
Toprakaltt organlarinin da oldukea duyarli olmalanndan dolay:, sogan, yemru ve
tizomlatla elde edilen don dayanikhitgy, ézellikle geofitlerin hayatta kalabilmeleri
agisindan yagamsal olarak biyik Gnem tagimaktadir. Toprak dstid. siirglinlet,
bitkinin dona en az duyarlt kssimlaridir. Biitin dokular icinde shrgiin kambiyamu
dona en dayanikl olamdir. Rejeneratif tomurcuklarin dayaniklliklar ise dona
maruz kalma ile orantlt olarak artma gdstermektedis (Larcher, 1995).
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Dogmaya dayaniklitk mekanizmalag, bitkilerin vejetatif kistmlart ve Szellikle de
sturglinleri ile ligkilsdsr. ‘

21.3.3.1.1, Donmadan kaginma

Eger kislik ekilen driinlerin cthuslars don periyodundan sonra gerceklesirse, bu
bitkiler dayanikltik kazanms olurlar. Bezelyede cigeklenmenin bagladdt donem,
dona en duyatl dénemi olusturmalkeadir. IKacs mekanizmasi, ancak vernalizasyon
lle ve bu fenolojik dénemin geciktirilmesi ile elde edilebilmektedir. Dondan
kaginmanin difer bir tpi ise morfolojik degisiklikler ile elde edilebilis. Yere yatik bir
biyiime habitusuna sahip olan rozetsi bitkiler, kis stresince dona daha
dayaniklidular. Gergekte, koruyucu ve kacmmaya yarar mekanizmalar ile don
zararindan sakinlabilmektedic. Donun dnlenmesi, ss1 kayiplarint azaltet temel bir
izolasyona dayanmaktadie. Bu ise, rejeneratif tomurcuklan ¢evreleyen koruyucu
formlarin olugumu, ya da giddeti donun meydana geimesinden &nce duyark
organlatin (6tnefin yapraklar) absisyonu ile gergeklestitilebilmektedir. Tropikal
alanlardaki yiksek daglarda bulonan iri rozetsi bitkierin yapraklar, geceleri slirgiin
uclart Gzerine kapanarak, bu kisimlarinn donmad#h korurlar.

Hiicre i¢i buz olusumundan iki mekanizma ile kacindabilic: i) Ozmotik ayar ve i)
super sofuma. Ozmotik ayar, hiicrenin donma sicakligznt azaltabilir. Donma
noktasmin ve slper sogumanin (donma noktasinin altindaki  sogumanin}
distrilmesi, bitki dokularinda suyun donmasit geciktirebilir. Clnkd donma
noktast, meveut etimis maddeler ile digirilebilmektedit. Donma noktasmin
digtralmesi, donmaya karst sadece tlunly, fakat glivenilir bir korumay: saglar. Stper
sofuma, ksilemdeki buzun iderlemesinin bir bogum ile smurlandigt, ya da su
icerifinin diigik oldugu durumlarda, dzellikle mezistemlerde meydana gelmektedir.

Bazi tohumlar, tomurcuklar ve kabuk dokulary, tasinabilen buz olagumu veya ekstra
doku donmast olarak da bilinen ficlincii bir mekatizmaya sahip olabilider. Bu
mekanizena, suyun, dokulardan yogun buz wignlan olusturmak dizere dondugu
hiicreler  arast bogluklara, ya da diger bogluklara hareketini kapsamaktadir. Bu
durumda hiicre dzsuyu yofunlagir ve hilcre i¢i donma geciktirilebiliz. Ayrica sy,
Opuntia bumifusa sirginlerinde oldugu gibi, kisin biriktirildigi bilinen hidrofilik
mukopolisaldearitler tarafindan da baglanabilmektedir (Wery ve ark., 1993; Larcher,
1995).

21.3.3.1.2. Donma toleransi

Donma toleransy; bitkinin, hlcre dehidrasyonundan kacinma ile hlcre dist buz
olusumuna, membran stabilitesinin artmast ile de hlcre ici buz olugumuna
dayanabilme yetenefidir. Hicre digt buz olugumunun sinitlanmasi, dona karg
toleransa katkida bulunmaktade. Ozmotik ayar, hiicrede suyun rumlmas: icin ilging
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bir mekanizmadir, fakat etkisi sinult gerceklesmektedir. Sitoplazmik olarak suyun
baglanmasi, dopa dayamkllifin nedeni olabiliz. Donma toleransy, hiicre
biiziilmesine ve donmadaki su kaybina olan toleranslart kapsamakiadir. Siddetli
dona dayanmak zorunda olan bitkiler agisindan protoplazmalarinin donmaya karst
toleransk olmasy gereklidir. Donma toleransinin bu durumu, biyo-membraniara
sofukta-stabil fosfolipidlerin baglantmasi ile; ¢oziinebilir karbonhidratlans (seker ve
oligosakkaritler), peliollerin, disiik-molekiiler azot ieren maddelerin (amino asit,
poliaminler) ve suda ¢oziinir proteinlerin birikmesiyle gergeklestirilebilirt. Bu
maddelerin - koruyucu  etkinlifi, kismen  sitoplazmadaki  partikillerin
konsantrasyonunun artmasindan kaynaklanabilmektedir (Larcher, 1995; Taiz ve
Zeiger, 1998). '

21.3.3.1.3. K15 kuraklig:

Toprak dondugunda, buhatlagma kayiplart ok az olsa bile, bitkiler ihtiyaglarin
kargilamak icin yeterli suyu alamaz hale gelirler. Bitkiler icin donmus toprak, kuru
toprak anlamina gelmektedir. Bu durum, ‘don kuraklgr’ ya da kg kurakligs’ olarak
bilinmektedir. .

Digiik fakat pozitf toprak sicaklidarnda, kékler tarafindan su ve besinlerin
alinimy, toprak ve kékler arasindaki transfer direnclerinin artmast ve kék
biiylimesinin ~ olmamas:  yiizinden bozulma géstermektedir. Topraklarin
derinlemesine dondugu ve az kar Sreiisiiniin olustugu verlerde, kis kurakligina
yaygin  olarak rastlanmaktadie. Kis  kuraklig, iki modelden birine gére
ilerlemektedir: 1) Su bilangosunun “akut yikimt”, kigtn dahi stomalarins kolaylikla
acan bitkilerde meydana gelen bir olaydi. Bu durumda, soguk veya donmug
topraktan cekilenden daha fazla su kaybedilmektedir. if) “Kronik zarar” ise, sadece
kis dormansisi boyunca stomalarint hafifce agan bitkilerde gézlenen bir durumdur.
Bu bitkiler kiitkula veya periderm yoluyla transpirasyon yaparlar ve suyu cok yavag
kaybederler. Koniferler ve yapraklarini déken agaglar, bu tipe dahildister. Genel
olarak, daha yiiksek transpirasyon yapan bir bitkinin daha disitk su depolama
kapasitesine sahip oldugu ve kis kurakhgma ise daha fazla duyah oldugu
belirtilebilir. Kuruma riskini arttiran diger faktérler; riizgar, hayvan otlatmast ve
parazitik funguslar nedeniyle kiitkulanin  agmmasidir.  Afaclerin  hayatra
kalabilmeleri actsindan, kar értiisiiniin siiresi, kar kalinhg ve toprak donmass
oldukea dnemli faktdrlerdis.

21.3.3.1.4. Buz veya kar alunda uzun siire kalmanin zararli etkileri

Kar ortiisti, ¢ok disik sicakliklar ile rizgar ve ki kurakligindan korunmaya
yardimer olmasina ragmen, kar Srtiisiiniin alunda kalan bitkiler iizerlerindeki bu
aguly  tastmak  zorundaditlar.  Sdasma yofunluguna  bagl olarak, 20 cm
kalinligandaki bir kar 6rtlisi giin ssiFinm sadece %71-15%ni iginden gegirebilir.
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Btrafi buz veya karla cevrili bitkilerin gaz defisimi, biyik ol¢iide engellenmugtir.
Clinkii buz tabakalars ve stkigmug kar, diisik CO; ve Oz gegirgenlifine sahiptir.
Bitkilerin ve mikroorganizmalarin solunumlarina ait COz, yiksek konsantrasyonlara
ulasirken, aynt zamanda oksijen konsantrasyonu anormal dilzeyde dilyme gdsterir.
Bu kosullar altinda toksik maddeler, anormal metabolik yollarla bicikirler. Etil
alkoliin ve CO: konsanttasyonlatiin artmast sonucunda, bu ikisinin etkisiyle
zararlar meydana gelebilir. Zayiflama gosteren bitkiler, dona karst daha disik
dayanikhihiga sahiptirler ve sofuk-seven funguslarin, érnefiin kar mantarlarinin
saldinilart agisindan uygun durumdadular (Larcher, 1995}

21.4. Kurakhik

Sicakligin bitki biiyumesine izin verdigl bolgelerde su, bitki verimbiligini en cok
sinutlayan faktoder arasinda yer alie. Uygun bir termodinamik durumda ¢ok az su
temin edilirse, kurakltk stresi meydana gelmektedir. Bu durum, yogun evaporasyon,
tuzlu topraklarda suyun ozmotik olarak baglanmast veya topradin donmast gibi bir
takim nedenlerden kaynaklanabilir. Kurakhgin yol acugt stres, birdenbire olugmaz,
yavagca gelisir ve daha uzun siiren bir younlakla artma gésteriv. Bu nedenle,
zaman boyutu kuraklk stresine karss hayatta kalabiimede &nemli bir role sahiptir
(Pugnaire ve ark., 1994; Larcher, 1995).

Kurakltk terimi; topraktaki su iceriginin, bitkilerin su azbfindan stkint geletifn
miktara diisiinceye kadar belirgin yagisin olmadig bir periyodu ifade etmelktedir.
Toprak kurulugu, hava kurulufunun ve radyasyonun birlikte yol agtfi giicli
evaporasyonla bir aradadir. Su  stresi, transpirasyonun kokler tarafindan
gergeklestirilen su absorbsiyonunu astg durumlarda meydana gelmektedir (Turner
ve Begg, 1981; Larcher, 1995).

21.4.1. Bitkilerde kuraklik zararlari

Su eksikligi; hiicre hacminin azalmasina, hitcre dzsuyu konsantrasyonunun artmasina ve
protoplazmada artan bir dehidrasyona sebep olur. Su eksikliginde bitkilerin bilyiimeyle
ve ozellikle de uzama blylimesiyle ilgili islemlerde yavaslamalar ve turgorlarinda
azalmalar meydana gelmektedir. Kisa siire sonra protein metabolizmasi ve amino asit
sentezinde bozuimalar olusur. Su eksiklifinin bir sonucu olarak, en ¢ok engellenen
enzimlerden biri nitrat rediiktazdir. Protein metabolizmasinda sentezin azalmasi, hilcre
boliinmesini bastirir, hatta orta siddetteki kuraklitk stresi mitozu yavaslatabilir. Bu
durumda, en fazia S faz etkilenmektedir. Eger su stresi polen geligimi boyunca
meydana gelirse mayoz, kromozom anormalliklert gosterir ve ¢zellikie de metafaz ve
anafazda diizensizlikler olusur, Bu nedenlerden dolayr kuraklk, polen fertilitesini
dusiirmektedir, [hmlr bir su stresi, koklerdeki karotenoidlerden absizik asit sentezini
tetiklemede veterii olabilir. Bitkinin farkh kisimlarina bir “kék sinyali” olarak iletilen
ABA, vapraklarda stoma kapanmasint baglatir. Kurakhga tepki olarak yapraklarda ve
koklerde sentezlenen hormonlarin etkisi ile asimilatlann dagitumnda degisikiikler
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meydana gelir, sirginiin kok biiylimesine olan orant degisir ve Karakteristik
morfogenetik Gzellikler gelisir (Larcher, 1995). Su stresine karg: bitkilerde kalin veva
mumsu kittikula tabakalaninmin olugmasi, su kaybinin azalmasma yol agar (Goksoy ve
Turan, 1991). Ureme ile ilgiti olaylar zamanindan énce baglar. Eger dehidrasyon
derecesi artma gosterirse, katabolik olaylar hakim duruma gelir, senesens hizlanir ve
daha yagh yapraklar kuruyarak dokiiliiv. Yaprak genislemesi ve senesens, su eksikligine
¢ok duyariidirlar (Turner ve Begg, 1981; Larcher, 1993). Toprakta su azlhig:, kok
ylizeyine dogru iyon diftizyonuna azaltmaktadir (Alam, 1994; Eryiice ve ark., 1998).

Bu olaylanin bir ¢ogu, baslangicta tamamen geri déntgiimlidir, Turgor azalmaya
bagladiginda, ozmozu dizenleyici énlemler baglaulir. Organik azot bilesiklerinin
sentezi  ve  nigastanmn  ¢dzinlir  karbonhidratara dént%§iim€é hicre
kompartimanlarinda ve sitozolde suyun ozmotk olarak icert almmasmt tesvik
ederek, digik molekiler organik maddelerin bmkmesme yol acar, Bu durum, hidre
hacminin korunmasina yardim eder ve stoma agma-kapama hiicreletindeki gibi
mezofilde de turgorun kaybini geciktirir. Boylelikle, karbon asimilasyonu icin daha
fazla zaman ayrlarak, stomalar daba uzun stre acik kalabilirler. Bitki solma
gosterdifinde, hiicre kend: hacmi ile orantlt olarak farkh hitere kompartmaniar ile
birlikte bizilme gosterir. Hicre ici  eryiklerin  ve ozellikle de iyon
konsantrasyonlarimn  artmasi, fotosentezin' sekonder reaksiyonlarini  ve
mitokondtiyal solunumu bozar, Merkezi vakuol, kiigik boyutlu vakuollere béliint,
kloroplastiardaki tilakoidlerde ve mitokondriyal kristalarda bozutmalar meydana
geli, ¢ekirdek membrant gerpinlesit ve poliribozomlar parcalanir. ~ Biyo-
membranlarin adezyoau ve parcalanmast da hliere lamiine yol acan son olaylardir.

21.4.2, Kuraklhiga adaptasyon

Kurakliga dayaniklilk, bir bitkinin kurak periyotlara dayaniklilik kapasitesidic ve
kompleks  bir  Ozelliktic.  Kurakliktan  kaginmada;  protoplazmanin  su
potansiyelindeki zarar verici bir azalmamn uzun slrmesi engellenebilmektedir.
Kuraklk toleransinda ise, protoplazma zarar gdrmis hale gelmeden daha fazla
kuruma gostermektedir. Biylimeletini zamanlayarak kuraklistan kacan ve veterli su
saglandifinda, kisa siirede bliylimeyi saglayan tiirler bulunmaktadir (Larcher, 1995).
Bitkilerde suyu muhafaza eden ve harcayan tiplere rastlanimaktadic, Suyu
muhafaza edenler, suyun bir kismunt yasamlarinin songaki dénemlerinde kullanmak
lzere toprakta muhafaza ederek dikkatli kullanielarken, suyu harcayan bitkiler ise
suyu asirt sekilde ve fazla miktarda viketitler (Taiz ve Zeiger, 1998).

Su 1stekleti yoniinden bitkiler lic grupta yer alirlar:

1) Hidrofitler: Cok nemli topraklarda ve batakliklarda yetisen bitkilerdir. Kékleri
yuzeysel ve az dallidir, solunumlarin: suda erimis halde bulunan oksijenden
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yararlanatak devam ettiritler. Stinger mezofilleri ok iyi gelismistir. Celtik tipik bur
hidrofit bitkidir. ' ‘

2) Mezofitler: Kiiltir bitkilerinin hemen hepsi bu gruba dahildirler; kismen kurak,
kismen de nemli bolgelerde yetistirilebilirler.

3) Kserofitler: Kurak kogullarda yagamlaring stirdiirebilen bitkilerdir. Morfolojik ve
fizyolojik agidan farklibk gosteren tg alt sinufa ayslirlar.

a) Kiwsa Omiirlii  efemer bitkiler: Yagam devrelerini 20-40 giin  arasinda
tamamlayan, ¢cok kisa dmiirli ¢ol bitkileridirler.

b) Sukulent bitkiler: Hiicreleraras: bosluklarint genisleterek biinyelerinde suyu
tutabilen 6zel dokulart gelistirmiglerdir. Transpirasyonlan oldukea yavas
ger¢eklesmektedir.

¢) Sukulent olmayan bitkiler: Desinlere inen, dallanan kék sistemine ve kiigik,
tiiyli toprak tstii organlarna sahiptitler. Hicre dzsuyunun ozmotik basinct
oldukea yiiksek olan bitkilerdir (Eser, 1986).

21.4.2.1. Kurakliktan kacinma

Bitkilerin dokulatndaki uygun su  iceriklerini, korayucu mekanizmalarinin
yardimiyla, hava ve toprak kuruluguna ragmen, korumalam miimkin
olabilmektedir. Bu ise;

- topraktan iyilestirilmis su alimu ile,

- difizyona dayanklilikta erken ve etkili bir arns ile,

- transpirasyon ylzeyinin azaltlmas: sonucu meydana gelebilen su kaybinin
azalttlmasi ile,

- yiiksek bir su iletim kapasitesi ile veya

- su depolanmas: ile gergeklegtirdebilmektedir.

Kurakliktan kaginma icin gerekli olan bu fonksiyonel dnlemler, bitki morfolojisine
de yansimaktadir. Yaprak aleninin kiigiilmesi, su eksikligine erken adapte olan bir
yaklagmmdir ve savunmanin ilk adimi olarak diigéntlebitir. Savunmanin ikinci adun
ise nemli toprak tabakalarina dofru derinlemesine kok geligimidir. Stomalar su
eksiklifi stresince absizik asidin birikimi sonucs kapanirlar. Stomalarin kapanmast
da kuraklifa kargt savunmanin Gglinel bir yolu olarak kabul edilebilir. Su azhg,
krassulasik asit metabolizmasint (CAM) tegvik eder. CAM, stomalanin gece agik,
glindiiz kapalt oldugu bir bitki adaptasyonudur. CAM bitkilednin su kullanum
etkindiklerd, diger bitkilere gbre ¢ok yiiksektir. Transpirasyonun azaltdmast, mevcut
suyun korunmasina yardmm eder. Su eksikligi durumunda, yaprak dékimi tesvik
edilmekte, fotosentez smirlanmakia ve yapraklarda enerii dafilunt defismektedir.
Su stresine kargt gok rastlanan bir gelisme tepkisi de, yaprak yizeyinde mum -
birtkiminin artmasidie. Suyun depolanmast yolu ile elde edien kurakltktan kacinma
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mekanizmast, ylzey alaninin azalmast ve epidermisin transpirasyona olan yiiksek
dayantdkldgs de birlikte oldugunda en miikemmel sonucu vermektedir. Sukulent
bitkiler, nisheten biiyitk ve ézellesris olan dokularinda su rezervlerini diizenleme
yoluna gitmektedirler (Larcher, 1995; Taiz ve Zeiger, 1998).

21.4.2.2, Kuraklik toleransi

[Quraklik toleranst, tire dzeldir ve protoplazmanin su kaybint ciddi boyutta tolere
etme kapasitesini adapte etmektedir. Bitkiler aleminde protoplazmanm kuraklik
toleranst, biiyik &lcliide degisim gostermektedir (Larcher, 1995). Cq bitkileri, Cs
bitkilerine gére su stresine daha toletanshdirlar ve su kullanma yetenekleri, Cs
bitkilerinden iki kat daha fazladir. Bununla birlikte, degisik C4 bitki tiirerinin su
kullanma ve tolerans yeteneklerinde de biyitk farkliliklar vardir. Su stresine kar§1
bitkilerin toleransiiliklart agssindan; belli bir siirede nisbi biyiime oranlarinin tespit
edilerek, en uygun toprak-su kosuliarinda yetistirilen konerol bitkileriyle, su stresine
maruz kalmis bitkilerin  kuru maddelerinin . karsilastirdmas: ve bu  bitkilerin
stomalarint kapatarak ve yapraklarini dékerek su stresinden kaginma yeteneklerinin
belirlenmesi biiyiik dnem tagtr. Siddetli olmayan kuraklikta blylme oranlarnin ve
siddeth kurakiklarda ise stresten kaginma yetenefinin tespiti daha yerinde
olmaktadir (Yamada, 1984). Kuraklia tam toleransl olan organizmalar, bazt
slyanobakeeriler, fungal miseller, degisik yosunlar ve egreltilerdir (Larcher, 1995).

21.5.Toprakta Oksijen Eksikligi

Suyun noksanligs kadar, fazlalihig da bitkilerde stres olusturan &nemli bir faktérdiir.
Su altndaki topraklarda, bosluklatin suyla dolmast nedeniyle, O, eksikligi ortaya
gtkmaktadir (Eryiice »¢ ark, 1998). Rhizosfer icinde oksijen eksikligi yaygn
gbzlenen bir durumdur. Toprak atmosferinin oksijen icerifi; kdklerin, toprak
hayvanlarinin ve aerobik mikroorganizmalarin oksijeni tiketmeleri nedeniyle
azalabilmektedir. Atmosferik oksijen, suyla doymus ve sikisarak gecirimsiz hale
gelmis topraklara cok yavas girebilmektedir. Toprak oksijensiz hale geldiginde,
anaerobik mikroorganizmalar, FevZ, Mn+*2 H,S, silfit, laktik asit ve bititik asidin
toksik konsantrasyonlarda oldugu glighi indirgenmis bir ortam olusturmakeadirlar.
Bu durumda topeagin redoks potansiyeli azalma géstermekte ve toprakta azot
eviimi fark edilic sekilde gerilemektedir. Ince porlu killi topraklar, oksijen
eksikiigine Ozellikle uygunluk géstermcktedirler (Larcher, 1995; Eryiice ve ark.,
1998).

21.5.1. Bitkilerde oksijen eksikliginin yol agtig1 zararlar

IKékler, anaerobik toprak suyunda zarar gdrerek, calisamaz hale gelebilmektedirler.
IKSklerin suya clan gecirgenlikleri azalmakta, transpirasyon orant dilgmekte, mineral

307



A. Giirel, R, Avctofln

besinlerin almim oranlr azalarak blylime durmaktadir (Alam, 1994; Taiz ve
Zeiger, 1998). Total ve totle yakin oksijen eksikliginde -(anoxia), solunum
anaerobik  disimilasyona cevrilerek, asetaldehit ve etanol birikimi meydana
gelmektedir. Etanol igerifinin artmasi, oksijen eksikiiginin karakteristk bir
belirtisidir. Absizik asit, etilen ve etilenin énciil maddeleri, yapraklarda kismi
stomatal kapanmayi, epinastiyi ve absisyonu tegvik edecek sekilde yuksek
miktatlarda olusurlar, Membran sistemleri bozulur, mitokondrideki elektron
tasinirmt ve oksidatif fosforilizasyon sona erer, Krebs déngiisii galismaz ve ATP,
sadece fermentasyon ile Uretilebilir. Mitokondti ve mikrobodiler parcalanarak,
bunlarin enzimleri de kismen inhibe eddir (Larches, 1995).

21.5.2. Oksijen eksikligine adaptasyon

Bircok bitki, oksijeni az topraklarda ¢imlenerek buytyebilmektedir. Gunkii bitkiler,
anoksik bir cevredeki kosullara karss belitli adaptasyonlart gelistirilebilmelteditler.
Oksijen eksikligine fonksiyonel bir adaptasyon, anaerobiyosis boyunca alkol
dehidrogenaz (ADH) artistnm olmamast ile elde edilebilmektedir. Ayni zamanda
protein metabolizmastnin ayarianmasi ile son Grim olarak etanol yerine laktik asis,
sikimik asit veya malik asit olusumu saglanmaktadie. Hipoksik ortamlara morfolojik
adaptasyon ise aerenkimanta (hava parenkimasinin) gelismesi e elde
edilebilmektedir. Su altinda kalan alanlarda kavak, ségut, akagag, disbudak agacy,
kolaptus titleri ve bazt koniferler, yofun su kbkleri olugtururlar (Larcher, 1995).
Baz: bitkilerin okstjensiz kogullara daha fazla toleranslt oldugu gbzlenmektedir.
Ciinki bu bitkilerde stirgiinlerden kdklere dogru hiicrelerarast bosiukiar yolu e Oz,
daha hizlt difiizyona uframakea ve kokler anaerobik solunumu béylelikle tolere
edebilmekteditler (Erytice ve ark., 1998).

21.6. Tuz Stresi

Tuz, yerylzindeki yagamin evrimi siiresince karglagidlan ilk kimyasal stres
faktoriidiie.  Baslangigtan itbaren organizmalar, iyonlarm diizenlenmesi ve
protoplazmik yaptarin stabilizasyonu igin etkili mekanizmalar: gelistirmek zorunda
kabmislardir. Tuzlu habitatlar, kolay ¢dziinen tuzlarin anormal dizeyde yiiksek
iceriklerine sahiptirler. Okyanuslar, tuz gollest ve tuzlu havuzlar, akuatik (suya ait)
tuzlu habitatlar olarak kabul edilirler. Nemli ve kutak iklim kosullarinin her ikisinde
de tuzlu topraklar meveuttur. Okyanuslara ait aeresol formundaki tuzlar, denizden
100 km icerilete dogru riizgar ve bulutlatla da taginabilmekteditler. Topraklarm tuz
cerikleri kigin yollann buzlanmasiy énlemek igin kuilandan tuzlagla da artma
gbsterebilmektedir.

Actk okyanuslarda tuz konsantrasyonu (ortalama 480 mM Na*, 560 mM Cl’un
{izerinde) sabit kalirken, interdidal zonda ise tuzluluk ¢ok genis bir aralikta (290-810
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mM Na*) dalgalanma gostermektedir. Tuzlu batakliklarda Na* konsantrasyonu
600-1000 mM kadar fazla miktarlara zaman zaman artabilmektedir.

Tuzlar; bitktierin vejetasyon siiresince, evaporasyon ve transpirasyondan kalan
kalintdar olarak bitki binyesinde birikebilmektediz. Yaprak ve difer kisimiarin
dlerek yere dismelerinden sonra da tuzlar, yafslarla toprafa tekrar gerl
dénebilmektedir. Toprak tuzlulugu, topraktan olugan evaporasyonun yil boyunca
topraga stzillen yafs miktarindan daha fazla oldugu kurak boélgelerde biiyiik
dletide artma gostermektedir. Taban suyunun yiksek oldugu veya drenajin clmadift
cukur alanlarda, sulama suyunda ve yetersiz drenaj kosullarinda farkedilic derecede
yiksek tuz icerifinin oldugu gézlenmektedir. Sulamalarn yofun olarak yapildig
alanlarda da fazla miktarda tuz birikimi olmaletadis.

Nemli bolgelerde tuzlu topraklar esas olarak NaCl icerirler. Bu tip nétral tuglu
topraklar kurak bolgelerde de meydana gelmektedir. Step ve ¢6l topraklan ise
kendderini daha alkalin yapan Na, Mg ve Ca’unsilfat ve karbonatlarina sahiptitler.
Steplerde meydana geler: sodyum topraklarinin (solonetz) yiksek pH degerleri (8.5-
11), NaHCO;, NaxCO; ve NaOH gibi temel tuzlann varhimdan kaynaklan-
maktadw. Yari-karak zlanlarda oldukea mizlu solongek topraklar genellikle,
ylzeydeki iz kinntdart ile tanunirlar. Bunlar sodyem, magnezyum ve kalsijumun
klorid, sillfat ve bi-karbonatlanindan ibarettiler. Bu tip topraklar, yiksek
miktatlarda jips icerirler, kuruduklarinda ylizey sertiir ve catlaklara sahiptitler
{Larcher, 1995),

21.6.1. Bitkilerde tuz stresinin zararlar:

Tuzlulupun bitki Gzerindeki etkileri, nem, sicaklk, sulama, giibreleme, hava kirliligs
ve 5tk yofunlugu gibi faktérlere bagl olarak degisebilmektedir (Kantar ve Flkoca,
1998). Yiiksek tuz konsantrasyonlarinin bitkilerde yaratugs sikintiar, suyun ozmotik
olarak tutulmasindan ve spesifik iyonlarin protoplazma lzerine olan etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Su, tuz ¢dzeltderinde ozmotik olarak tutulmaktadir, Boylelikle
tuz konsatrasyonu artarken, bitkilere suyun girisi daha az gerceklesmektedir.
Protoplazmada Na* ve Cl miktatlarmda aruslann olmasi, enzim proteinleri ve
membraniar Gzerindeki iyonun spesifik etkilerinde oldugu gibi, fyonik dengede de
(IK* ve Ca*? ile Na*) kansiklklara yol agmaktadir. Solunuma ait zincrde
fotofosforilizasyon ve fosforilizasyon ile ¢ok az enerji liretilmekte, azot
asirnilasyonu bozulmakta, protein metabolizmasinda kangikliklar olugmakta, ayrica
putresin, kadaverin gibi diaminierin ve poliaminietin birikimi gerceklegmektedir.
Fotosentez, sadece stomalarn kapanmast ile defi, ayrica tuzun kloroplastlar
lzerindeki dzellikle elektron taginmast ve sekonder olaylar iizerindeki etkileriyle de
bozulma gésterebilmektedir. Ozellikle kdklerdeki solunum tuzdan etkilenmektedir.
Glikoliz ve trtkarboksilik asit (I<rebs) dongilerinin enzim sistemleri, tuza daha
duyathdir. Topragin NaCl icerifi yiiksek oldugunda, mineral besin alinirmu, ézellikle
de NOy, IK* ve Ca*?un alinmmi azalmaktadir.
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Biiyime ile ilgili olaylar, tuza duyarhitk gdsterir. Bu nedenle de biiyiime oranlast ve
biyomas liretimi, tuz stresinin derecesini ve bitkinin buna dayanma yeteneini
belirlemels igin ghvenilir bir dl¢iittGr. Fide ve geng bitkiler, olgun halofitlere gore
tuza daha duyarlhk gostermektedirler. Geng bitkiler, kéklerinin en yitksek sz
konsantrasyonu iceren toprafm st tabakalart ile cevrelenmesinden &tiirli, daha
bityiik zararlara matuz kalirlar. Cimlenme, tuzsuz veya az tuzlu ortamlarda cok
bagarilt olarak gergeklesmektedir (Larcher, 1995).

Ekstrem tuz stresi bodurlagsmaya ve kok biiyimesinin engellenmesine yol
acmaktadir. Bu stresin etkisi ile tomurcuk agmasi gecikmekte, slrgiinlerin boyu
kisalmakta, yapraklar kiiglilmekte ve hiicrelerin Sliimi gerceklesmektedir. Ayrica
kbklerde, tomurcuklatda, yaprak keparlarmda ve siirglin uglarnda nekrozlar
olusmakta, yapraklar satarmakta ve stirgliniin tim kisimlarninda kurumalar meydana
gelmektedit. Bitkilerde hormonal denge, tuzluluk tarafindan etkilenen dnemli bir
faletérdiir. Sitokininin digik seviyeleri, absizik asit ve etlenin artan miktarlag,
olgunlasmanin erken baglamasinda etkili olmaktadir (Poljakotf-Mayber ve Lerner,
1994; Larcher, 1995).

Tuz stresi, bitkilerde &lime yol acabilmekte, tuz konsantrasyonu ve bitkinin
dayamklilifina gére biyimeyi engellemekte, “aprak yanikhig gibi nekrozlara,
klorozlara, dbllenme bozukiuklarina, meyvelerin kiciik kalmasina, kalitenin
diismesine ve Griin kayplarina neden olabilmektedir (Sivritepe ve Eris, 19962).

21.6.2. Tuza adaptasyon

Bitkiler tuza tolerans kapasiteleri bakimindan iki grupta yer almaktaditlar (Larcher,
1995; Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1998):

1) Halofitler (tuzcul bitkiler): Yiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilitler. Tuz
diizeyi diigiik kosullarda yasayamazlar. Tuzlu habitatlarla gevrelenmis obligat
halofitlerde bityime, tuzun sml miktarlarinin alisim ile dedetilebilir. Sadece tuz
yilksek seviyelere ulagtfinda biyiime bozulur ve bitki, antosiyanin lretimi veya
klorofil par¢alanmast gibi stres sinyalleri gosterir. Obligat halofitlere érnek olarak
Salicornia herbacea ile Atriplex: vericaria verilebilir. Fakiltatif halofitler, hafif tuzlu
topraklar lizetinde gelisitler; tuz miktann arttd durumlarda ise bityiimeleri kisa
stirede engellenir.

2) Glikofitler: Tuza duyarh bitkilerdir. Yiiksek tuz konsantrasyonlatnda
vasayamazlar. Tanrmt yapilan bitkiler arasinda ousir, sofan, turuncgiller, ceviz,
marul ve fasulye tuza yiksek oranda duyarh, pamuk ve arpa orta derecede

toleransl, seker pancart ile hurma afact ise yiksek oranda toleransh bitkilerdir (Taiz
ve Zeiger, 1998).

Tuzhy habitatlarda biylyen bitkiler, tuz etkilerinden kaginamayabilitler ve bu
nedenle en azindan bir miktar dayaniklilik gelistirmek zorundadirlar. Tuza maruz
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kalan bitkilerde bilyiime ve metabolizmanin  korunabilme derecesi “tuza
dayaniidilik”  olarak  adlandinlmaktade.  Tuza dayaniklitk, bir bitkinin ya
protoplazmada ulagtlan asirt tuz miktarlarnm dizenlenmesi, dier bir ifade ile sz
regiilasyonu yolu ile olan kaginma veya aiternatif olarak, artan iyon konsantrasyonu
de bir araya gelen toksik ve ozmotik etkiler tolere etme  yetenedi ile
saglanabilmektedir (Levitt, 1972; Larcher, 1995; Sivritepe ve Eris, 1996b),

21.6.2.1. Tuz igeriginin diizenlenmesi: Tuzdan kaginma

Halofider kendi twz iceriklerini birkag yolla diizenleyerek tuzdan kagnmaya‘
cahsurlar. Bunlar asagida kisaca actklanmistir,
1

21.6.2.1.1. Tuzu biinyeye almama

Bu mekanizmada kok ve sirglinlerdeki tuz  tagmimunin engellenmesi 56z
konusudur. Ornegin, bazi mangrov tirderinde kéklerdeki tagium  bariyerleri
tarafindan olusturulan ultrafiltrasyon, iletim sisteminde su tuzhalugunun cok yiksek
hale gelmesini énlemektedir. Prosopis farsia'da tuz iyonlar, 6zellikle de Na* , kokler
tatafindan  alinmalanna  ragmen, tuzlar yapraklara hemen hemen hic
ulagmamaktadir. Tuz iletiminin kesilmesi, degisik iirin bitkilerinde de meydana
gelebilmektedir. Ozellikle de halofobik tislerde fazla miktardaki tyoniar, kéklerde,
sapin ust kissimlarinda, yaprak ve cicek saplarinda tutulurlar. Béylelikle de tuzun
meristemlere, gelismekte olan yapraklara ve geng meyvelere ulasan miktas
azaltilmus olur.

21.6.2.1.2. Tuz eliminasyonu

Bir bitki, tuzlan kék ve strgiin ylzeyleri ile disart atarak, ozellegmis bezler ve
tiylerle desant atarak, ucucu metil halidleri serbest birakarak ve tuz iceren bitki
kisimlanior dokerek  kendisind asm1  tuzdan koruyabilir. Deniz canlilatmdan
fitoplanktonlar, makroalgler ve funguslar, S-adenozil metionin teansfer
mekanizmas: yolu ile atmosfere salinan metil klorid, bromid ve iyodid tiretitler. Tuz
salgllayan bezler ise aktif olarak tuzlar elimine ederek, helitli sinerlar iginde
yapraklardaki birikimi idare edetler. Kurak bélgelerdeki bazs Atriplex tiitlerinin ve
Halimione'an vezikiiler tityleri, kloridleri hiicre ozsuyunda biriktirdikten sonra
Slirler ve yerleri yeni tiiyler tarafindan ahingr. Tuzu gidermenin diger bir yolu,
onemli miktarlardaki tuzu biriktiren yagl yapraklarin absisyonudur (Munns, 1993;
Larcher, 1995).
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21.6.2.1.3. Tuzun seyreltilmesi

Levitt (1972Ye gbre tuz seyreltlmesi; tuz konsantrasyon artiginn Onlemek Gizere
suyun yeterli miktarda absorbe edilmesi sonucu hiicre ozsuyunun seyreltilmesi e
elde edilebiimektedir. Larcher (1995) ise tuz seyreltiminin “tuz sukkulenst” ve
“tekrar dagilim” mekanizmalart ile de gergeklestirilebildigini ifade etmektedit:

Tuz sukkulensi: Hilcrelerin depolama hacimletinin tuz almmu ile kademeli olarak
artma gostermesi, tuz konsantrasyonunun uzun sireyle muhafaza edilmesine yol
acmaktadi, Klorid iyonlartnin sorumlu oldugu bu tpteki sukkulens, kurak
bolgelerin  kserchalofitlerinde ve nemli-tuzlu cevrelerin halofitlert arasinda

yaygindir.

Tuzun tekrar dagilimz: Na* ve Cl floemde kolaylikla iletilebildikieri icin aktif olarak
transpirasyon yapan yapraklarda meydana gelen yiksek konsantrasyonlar, bltkmm
her yerine tekrar dagtima ile seyreltilebilir.

21.6.2.1.4. Tuzun protoplastlardaki bélmeletrde biriktirilmesi

Halofitler ve tuzlu topraklarda yasayan karasal bitkiler, hilcre ézsulannda tuz
biriktirerek ozmotik potansiyellerini azalurlar ve turgorlarini korumaya gabsular.
Ozmotik potansiyel, tuz birikiminin yant stra, organik asitler ve karbonhidratlar de
de azaltdabilit. Halofitderin hiicre dzsularindaki Na* /I ve Cl/SO42 iyon oranlary,
bitki familyast ve tiiriine genellikle 6zeldir. Tuz ivonlatnin gogunlugu vakuollerde
birikmektedir. Béylelikle sitoplazmanin ve en Onemlisi de kloroplastiarin maruz
kaldiklart konsantrasyonlar azalularak, bunlarin enzim sistemleri dogrudan tuz
stresinden korunmus olmakeadsr (Larcher, 1995,

21.6.2.2. T'uz toleransi

Tuz toleranst, tuz stresine dayaniklifin protoplazmik bir komponentidir. Bu,
protoplazmanin ait oldugu bitk tiriine, doku tipine ve dinclige bagl olarak, taz
stresi ile bir arada olan iyonik dengesizlifi ve artan iyon konsantrasyonlarnin
ozmotik etkilerini tolere edebildigi dereceyi kapsamaktadir. Familya, cins ve tirler
arasinda, hatta aynt tire ait gesitler arasinda da tuza toleranshitk bakimindan da
farkliliklar bulunmaktadie (Copur ve Oglakgl, 1995; Larcher, 1995).

Protein ve biyo-membran gibi protoplazmik komponentletin tuza toleranstary, stres
proteinlerinin  ve uygun sitoplazmik ozmotik eryiklerin  aracthft ile elde
edilebilmektedir. Artan tuz konsantrasyonlaninda, belieli DNA  dizininie
aktivasyonundan sonta ve 3-6 saat iginde stres proteinleri tegvik edilir. Qurakltk- ve
1st-50k proteinlerine olan benzerlikler, ¢apraz koruma olasiifitni gdstermekredir.
Sitoplazma ve farkli hiicre bélimlesi arasmdaki ozmotik denge, uygun ve toksik
olmayan organik bilesikler tarafindan muhafaza edilic. Gergekte birgok bitki; agir
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tuz, kuraklik ve dondan kaynaklanan strese spesifik olmayan bir reaksiyon
Uretmektedir ve aminoasitlerin, amidlerin, kuarternar amonyum bazlasininin,
degisik seker ve poliollerin olusumu meydana gelmektedir. Belitli bitki gruplart,
kendilerine ait olan stres metabolitlerinin karakteristk 6rneklerine sahiptirler.
(Goziinilir karbonhidratlar ve aminoasitler, yiksek iyonik konsantrasyonlarinmn
protein ve biyo-membranlara verecekleri zararh etkilerinden korunulmasina katkida
bulunmaktadsr (Larcher, 1995).

Bitkilerin tuzluluga karst toleranss, genelitkle ti¢ sekilde degerlenditilmektedis:
a) Tuzlu topraklarda bir bitkinin yasamim strdirebilme yeteneg],
by Mutlak bitki bilyiimesi ve verim,

c) Tuzle topraklardaki tuzlu olmayan topraldsirla karsilagtirdan nispi biiyiinde
veya veritm (Maas, 1980). ‘

Tuza dayanikllik; kurak ve subtropik alanlardaki tarima elverisli tuziu topraklarin
degerlendiriimesi agisindan agronomistler, ormanctlar ve bahge bitkileri ile ilgilenen
uzrnanlar icin bliyik dnem tasimaktadir (Larcher,1995).

21.7. Antropogenik Stres

Gilnes, hava, su ve toprak bigikee, bitkilerin yagamlarinn stirdlirebilmeleri icin
gereken enerjiyi, besini ve ortami saglarlar, Ayni zamanda cevre, zarar verici
konsantrasyonlarda olan fitotoksik maddeleri de icermektedir. Dogada dogal olarak
mevcut kimyasal elementlerin ve bilesiklerin bazdart (volkanik piiskiirmelerden
kaynaklanan SO, bataklik atanlardaki HaS, topraktaki mikrobiyal denitrifikasyon
sonucunda ve gék gurliltili furtalarda elektriksel bogalmalardan meydana gelen
azot oksitleri gibi} bitkiler igin potansiyel zararlidir. Bugln insan aktivitesinin bir -
sonucu olarak bitkiler, zararlt maddelerin cok daha fazla miktatlarina maruz
kalmaktadiclar. Bunlarin, ozellikle bitkilere yabanct maddeler (zenobiyotikler)
olmas: ve bitkilerin bu maddelere alistk olmamalanindan étiir, durum oldukea
ciddidir. Cesitli fitotoksik maddeler; endistriyel iglemlerin, trafigin, taumda ve
evlerde kimyasal madde kullantminm ve dzeliikle de fosil yakitlarm agin tliketiminin
bir sonucu olarak atmosfer, su ve topraga dahil olmaktadutlar. Ayrica, asin gibre
kullanimi ve yogun hayvan yetigtiricilifi gibi uygulamalatla da NH; ve metan gazlan
atmosfere katilmaktadur,

Vejetasyon dzerinde akut zarara neden olan toksik maddelerden, fosil-yakuth giic
santrallerindeki, metaliirjik ve seramik fabrikalanndaki SO» ve halojenler; lafim
pisliklerindekt, atk depolarina yakn ¢éplitklerdeki agir metailer ve metaloidler, buz
eritici tuzlar, herbisitler, yol kenarlart boyunca motor trafiginden cikan egzoz
gazlars, atik sularda, nehirlerde, géllerde ve okyanustardaki toksik kimyasallar olarak
defistk alanlada sinulanmuglardir Larcher,1995).
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Yagmur suyunda ¢oziinen kirletici gazlar ‘asit yagmurlary’ olarak yeryiiziine ulastr.
Asit yagmurlari, antropogenik kirliligin riinleri olarak kabul edilirler. Kitletici
gazlatm atmosferik kosullara gore sinrlar Stesi tagtoumu kidilik ethkisint bolgesel
olmaktan ¢ikararak, uluslararasi boyutlara tagimaktadie. pH degeri 5.6'ya yakin olan
ve kirlenmemis yagmurlar, cok az asidiktir. Iginde cdziinen COv, zayif asit olan
H2CO;5 olusturur. Atmosferdeki su damlaciklarmda NOy ve SO2'In ¢ézinmesi ise
yagmur pH’sinin 3-4e kadar azalmasina neden olur. Hatta, sis igindeki kirli
damlaciklarda pH, 1.7°ve kadar asidik olabilir. Asit yagmurlari, yapragin yast,
kittikalanin  bitinligi ve yizeyin mumsu yapssina baflh olarak, yapreklardan
mineral besinleri uzaklastirabilmektedir. Asidin topraklara ilave olmasi da bitkilere
zarar vericidir. Ayrica asit, aliminyum iyonlarinin toprak minerallerinden
salinmastna yol acarak, aliiminyum toksisitesine neden olmaktadir (Cakmak, 1992;
Larcher, 1995; Stoyanova, 1998; Taiz ve Zeiger, 1998).

21.7.1. Kirlilik zaras

Yagamsal fonsiyonlarin kitleticilerden etkilenmesi ve gériiniir bir zararn olusmass,
biyotik ve abiyotik bircok faktdre baglidr. Bunl#vin en dnemlileri; tiiler, biiylime
formu, yas, aktivite fazi, bitkinin genel biiyime gici, iklimsel ve edafik kosullar,
kimyasal yapt, konsantrasyon, zaman ve kitleticilerin faalivet stresidir. Bazi
durumlarda kirliligin etkisi, konsantrasyon ve maruz kalma siiresi ile orantilidsr
(Larcher, 1995).

21.7.1.1. Havadan gelen kirleticiler

Bitkiler igin en zarar verici atmosferik kitleticiler; SO», azot oksiter, ozon, peroksi
asetil nitrat (PAN) ve hidrojen halidlerdir. Havadan gelen daha az zararli difer
maddeler; amonyum, hidrokarbonlat, katrankt dumaniar, is ve tozdur. Zarar ile itgdli
semptomlar degisiklik gosteritler ve genellikle de spesifik degildisier. Aynt madde,
farkli tiirlerde oldukea degisik etkilere neden olabilic ve difer taraftan ayni
semptorm, cesitli farkl maddeler tarafindan da Gretilebilir. Ayrica, maddelerin ayrt
ayri yol agtift zarar, ayn: zamanda bitkiyi etkileyen difer evresel stres faktorlert
tarafindan modifiye edilebilir. Bunlar gogunlukla, asil kirleticinin zararh etkisini
arttirsr. Bu tip streslere maruz kalan afaclarin, kuraklik ve dondan saglikl bitkilere
gore daba fazla sitkina gektikleri gdzlenmistir.

Baslangic halindeki kirlilik zararnm erken taninmast igin gegerli olan olgiitler
sunlardir (Larcher, 1995);

bitkide toksik maddenin veya bunun tirevlerinin birikimi,

dokularin tamponlama kapasitesinin azalmast,

asit emisyonlart vasitast ile igne yapraklilarnin epikiitikular mumunun erozyonu,
belitli enzimlerin azalan veya artan aktivitelers,

i
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- metabolitler arasindaki kalitatif ve kantitatif kaymalar,

- stres hormonlariun Szellikle de etilenin ortaya cikmass,

- solunumdaki degisiklikier,

~ fotosentezdeki diizensizlikler,

- stomalarm agtlip kapanmalarindaki degismeler ve

- fotosentetik iiriinlerin kok sistemlerine azalan oranda aktarunt.

Akut Slimcill zarar; klorosisin olugmas, yaprak renginin kaybolmasy, doku ve
organlarda nekroz olusumlart ve tim bitkinin &liimi ile tanunabilir. Bu dp zarar,
genellikle kiclilik kaynafinin hemen yakinlarinda gorilmektedis. Kronik zarar ise
farkedilir semptomlar olmakstzm, azalan verimlilije ve eksik déllenmeye (6rnegin,
polen sterilitesi} yol acar. :

Ciddi orman zararina hidrojen halidleri tarafindan da neden olunabilir. Hidro}ei;
fluorid, ekstrem olarak toksiktir; fluoidler, stoma yolu ile bitkiye girerek apoplastik
yolla dafiin gosterirler. Zatarin itk gdriinilr belirtisi, yaprak klorozisidir, bunu
yaprak uglazt ve kenarlarinin karakteristik nekrozlart takip eder.

2L7.L1.1. Kiikiirt dioksit

Toksik bir gaz olan SOy, bitki yagaminda ¢ok fazla zarara yol acar. Yagam stiresince
yeryiziinde meveut olan SOz'in bir kaynaginy, volkanik emisyonlar olusturmaktadir.
SOz , aynen CO; gibi agtk stomalar yoluyla yapraa kolaylikla girebilir. Stomalar
kapalt ise SO, tipkt oksijen gibi kitikular dayanikliligin Gstesinden gelerek bu yolla
da yapraga girls yapabilit. Diigitk digsal konsantrasyonlarda (yaklasik 45 ug SOz m¥)
SOz, beki hiicrelesini gevreleyen epidermal hiicrelerde turgor kaybuni tetikleyerek,
stomalarin agimasia neden olur. SO7%in daha yiiksek konsantrasyonlars ise {1300
pg m?iin yukarst), stomalarin kapanmasina yol agar. Bu, transpirasyonda bazen bir
artig, difer durumlarda ise bir azali ile ilgili tartistlan bilimsel goézlemler icin bir
agtklama olabilir (Larcher, 1995)

Kiikiirt dioksit stresine adaptasyon

Birgok bitki, dunlt kiikiirt dioksit (SOy) toksitesine degisik pasif ve aktif yollarla
dayanabilir. Bitkilerin bazi karakterleti ve fonksiyonel ézellikleti, SO, stresinden
korunma yollarini saglamaktadir. Sonbaharda yapraklanai déken bitkiler, fosil
yakitlarla ssinma nedeni ile kig siiresince olugan SOzin en gicld emisyonlarindan
kacatlar,

Stres faktdrine-dzgii mekanizmalar, toksik etkilerden ve asidifikasyondan kagmma
icin  kimyasal ve biyokimyasal yepidadirdar. Bunlar, alkali ve alkali toprak
katyonlartun - artan  dizeyde alinimindan  kaynaklanan  yiiksek tamponlama
kapasitesini, SO2'nin metabolizmanin sekonder tiriinlerine baglanmast, kitkitrdin
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metabolik kullanimninn ve oksidatif reaksiyonlarn toksinlerden anodirdmasin
iceritler, Cy bitkileri SO2’e Cs bitkilerinden daha az duyarlilik gdsterirler. Bunun
nedeni ise PEP-katrboksilaz'in RuBP-karboksiiaz’dan daha az duyarlt olmasidir
(Larcher, 1995). '

21.7.1.1.2. Atmosferik oksidanlas: Azot oksitler, ozon ve sekonder
fotooksidanlar

Azot oksitler (INO, NO3), stcak yanma iglemlerinin sonucunda atmosfere katilhielar.
Isikta, 300-400 nm aralifindaki UV radyasyonunun absorpsiyonundan sonra NOs,
NO%ya ve ozonu (Os) olusturmak tzere atmosferik molekiler oksijenle daha sonra
kombine olan atomik (reaktif) oksijene ayrlir. Kirli havada en ¢ok bulunan ozon,
bitkilere ¢ok zarar vermektedir (Firis, 1990; Larcher, 1995). Ozon, fotolitik olarak
tretilen NO ve NO'ye okside olur. Ozondan bagka, peroksi radikaller, diger bir
sekonder emisyondur. Buniar, asetil ve biitil peroksidler, ve benzil nitrat gibi daha
ileti maddeleri Gretmek lUzere reaksiyon gosteritler. Fotooksidaniar, glines 15:8ina
bagliliklan yuziinden, genis bir konsantrasyon araliginda belirgin sekilde giinlik ve
yillik olarak havaya bagh dalgalanmalar gosterifter. Bu gazlanin hepsi SOz gibi
kolaylikla agik stomalardan yapraga girebilir. NOy, SOz’den de daha hizli olarak
kiitikula yolu ile difizyon gerceklestirebilir ve ozonun ¢ogunlugu epidermisin dis
duvarinda oksijeni olusturmak lzere ¢dziinlir, Azot oksitler, hiicre duvarlarinda
meydana gelen su ile temasa gegerek HNO3z ve HNO; olugur ve bunlar da yasayan
hiicreler tarafindan aktif olarak alinabilen nitrit veya nitrat jyonlarna ayusma
gosteritler (Larcher 1995). :

Nitrit iyonlats, nitrit rediktaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda amino
asitlere asimile edilitler. Atmosferik niteit oksider, bitkiler igin flave bir azot
kaynagiditlar, fakat yapraklarn asidifikasyonu gibi negatif etkilere sahip olabilirler.
SOz, nitrit rediktaz: engellemesinden Otlirll, bunlarm toksik etkileani arttarir ve
béylece nitrit oksitlerin bozulmasint engeller. Ozon, bitki dokularnda peroksitless
olusturmak uzere atmosferik oksijene huzl olarak ¢ozilinir. Bu peroksitler dncelikle
plazma membranmi olumsuz olarak etkiler ve sonra difer biitin biyo-membranlat,
boylelikle de tasinim olaylart zarar gorilz, kisa stre sonra da nekrozlar gelisir.
Agaglar, yabani otlar ve cimler bu gazlara maruz kaldiklatinda biylime ve verimde
&nemli azalmalarin meydana geldifi belirlenmigtir. Percksi asetil nitrat, birgok
maddeyi 6zellikie de SH gruplarint igeren maddeleri, lipidleri ve biiyime hotmonu
olan indol asetik asidi okside etmektedir. (Latcher, 1995)

21.7.1.2. Toprak ve suyun agir metallerle kontaminasyonu

Atk materyaller olarak, kasit veya dikkatsizlik sonucu okyanuslardan ve sulardan
topraklara gecen degisik maddeler arasmda afy metaller, ézelikle uzun siireli
problemler yaratizlar. Bu maddeler, sadece organizmalarda birikmekle ve boylece
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gida  zincitlerini  dolagmakla  kalmazlar, aymea  ekosistemde  tehlikeli
konsantrasyoniarda uzun siireyle kalabilirler. Maden cevheri bulunduran kayalani
veya lavlarla kangik citrufu drten toprakiar, bircok bitkiye toksik olan miktarlarda
agir metalleri (6zellikle Zn, Pb, Ni, Co, Cr ve Cu) ve metaloidleri (Mn, Cd, Se, As)
icerirler. Agr metal kontaminasyonu; agur tagit trafigind, degersiz ¢oplikleri ve
lagam pisliklerini iceren endistriyel zonlarda da meydana gelir. Metal isleyen
endustrilerden kaynaklanan toz emisyonlan, agir metallerin her bir tipini igerir;
fabrikalarin atik sulars Cd, Zn, Fe, Ph, Cu, Cr, Hg, lagim pislikleri ise Cd, Zn, Fe,
Cu, Cr, Ni, Hg kapsarlar.

21.7.1.2.1. Ag1r metallerin alinim1 ve bunlarin toksik etkileri

0
Bitki hiicreleri tarafindan metalik eletnentlerin alingms, Szellikle de kdklerdeki
alinun bitkilerin mikro element olarak cesitli agir metallere ihtiyac duymalatindan
otird, bu elementerin tagmmast ve birikmesi icin uygun mekanizmalarla
kolaylagtirilir.  Bugunla  birlikte, bitki toksik elementlerin girmesini  ay
mekanizmalarla énleyemeyebilic. Afir metal iyonlan toksitesi; baslica solunum ve
fotosentezdeki elektron transportuna olan miidahelelerin, enerji ve mineral besin
alintminin azalulmasmin ve biyiimedeki gerilemelerin bir sonucu olarak hayat
6nemdeki enzimlerin inaktivasyonundan kaynaklanmaktadir.

21.7.1.2.2. Agir metallere adaptasyon

Bircok bitki, minimal konsantrasyonlarin artma géstermesi ile agr metallere duyarls
hale gelir. Belirli bitki tirleri, bulastk habitatlar Gzerinde bitytiyebilitler; ¢linki bu
bitkiler, agir metal fazlalklarng zararsiz kilabilecek kacinma mekanizmalasing
gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalar;

- alinimin  azalmas;, hicre duvatlasinda  toksik iyonlaria immobilizasyonu
{protoplastla temas dnlenir),

- protoplazmay1 cevreleyen tabakalarin iginden gecisin 6nlenmesi,

- sitoplazada kizkiirt igeren polipeptitler (glutation ve glutamil sistein tirevlerd),
SH iceren proteinler ve metal toksisitesinden korunmay: saglamak tizere tegvik
edilen stres proteinleri ile gelat olusumu, ve

- komparuimentalizasyon ve vakuolde organik ve inorganik asitler, fenol tirevleri
ve glikozitler le komplekslerin olusumu ve tekrar yer degistirmesidir.

Afr metallere dayanikliligin genetik ve fizyolojik temelinin anlagilmas, siddedi
kontamine olmus alanlanin yeniden vejetasyona sahip olmalars icin ve ayrica
biyoindikatér bitkilerin secimi icin uygun tirlerin belitlenmesinde ve uygun
cesitlerin 1slabinda énceden bilinmesi gereken énemli bir husustur (Larcher, 1995).
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21.8. Doku Kiiltiirleri ve Stres

Doku kiiltitleri, stresin molekiiler temelletinin, stres faktdtlerine olan dayamklihik
mekanizmalaginm, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin, stres kogullarinda ortaya
cikan degismelerin ve seleksivon kriterlerinin belirlenmesinde bityiik avantajlar
sunmaktadse. Hiicre, protoplast (Babaoglu ve Ozcan, 2001) ve kallus kiilelrleri,
gerek somaklonal varyasyonlardan (BirGn, 2001) kaynaklanan ve gerekse de
mevcut germplazm (Emeklier, 2001) icinde bulunan gesitli stres faktStlerine
dayanikh hatlarin segilmesinde dnem tagiyan kiltirlerdir. Doku kaltarlerinde stres,
somatik embriyogenesis (Ozcan ve ark., 2001) ve organogenesisin (Girel ve
Tiicker, 2001) tesvik edilebilmesi ve sekonder metabolit (Sékmen ve Giirel, 2001)
tiretiminin saglanabilmesi amaglariyla da kullandabilmektedir.

Cevresel faktdrlerin tam olarak kontrollii oldufu bu kiltiirler, stres faktorlerine
karst dayanikldik genlerinin rekombinant DNA teknikleri (bkz. Bolim 12, 13, 14,
ve 15) ile bitki hilcreletine aktasslarak bitkiciklerin elde edilmesinde saglacigy
varatlarin da géz ards edilmemesi gereklidir (ucherenko, 1985; Lipsky #e ark,
1985; Herman, 1991; Scod, 1997, Ellialuoglu ve Tipirdamaz, 1998).

-

21.9. Genetik Miihendislik ve Stres

Kuraklik, distik sicaklk veya agmi tuzlulufun olusturdufu su potansiyelindeki
azalmaya, bitki tiitlerinin duyariliklart ve tepkileri defisim gostermektedir. Biitin
bitkiler stresi algilama, sinyal ve cevap verme yeteneklerine sahiptitler. Bu
Szelliklerin varligt agisindan Snemli ipuglart elde edilmigtic. Ornegin (Bohnert s
ark., 1995);

1) Yopun olarak killtiite alinan titrler, abiyotik streslere kargs mitkemmel tolerans
gosteren yabani akrabalara sahiptirier,

2) Biyokimyasal calismalatla, vaskular ve vaskular olmayan bitkilerde; 2lg, fungus
ve bakterilerde stresin tesvik ettifi olaylarin benzerleri ortaya konmugtur.
Bilindigi iizere bu metabolitler azot igeren bilesikleri (prolin, difer
aminoasitler, kuarterner amino bilesikleri ve poliaminler) ve hidroksil
bilesiklerini (sakkaroz, polioller ve oligosakkaritler) i¢ermektedir,

3) Molekiiler incelemeler sayesinde birgok tiirde, strese maruz kahindifinda,
genlere ve benzer proteinlere ait genel bir setin etkinlestigi belirlenmigtir.

Gegmiste yapilan ve abiyotik stzes toleransina iligkin bircok ¢aligma, stres halindeki
bitkilerin fizyolojik durumlarinin kontrol bitkilerle kargilastirilmasin igezrmis ve bu
tip incelemelerden hareket edilerek mekanizmalar ortaya konmustur. Fakat,
genellikle bu caligmalar stres tolerans prensiplerinin molekiler ve genetik
analizlerini icermemistir. En onemlisi de, fizyolojik incelemelerden elde edilen
bilgiler, abiyotik stres faktorlerine karsi tolerans ve duyarhlfin altinda yatan
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bivokimyasal mekanizmalar: ternel almis, ancak birkag caligmaya  Onciliik
edebilmigtir (Bohnert ve ark., 1995).

Bitlt sslaht yoluyla stres kogullart alunda verimi iyilestime gistsimlers, esas olarak
adaptf tepkilerin gokgenlk: orijini yiiziinden basarnsiz olmugtur. Bu aadan genetik
mithendisligi yoluyla bitkilere gen transferi daha uygun goriinmektedir. Potansiyel
gen transferi igin hedeflenen dnemii adaptif mekanizmalar ise, tonoplast Nat/H*
antiportu, etiyik madde sentezi, su kanal aktivitesinin diizenlenmesi ve ifadesidir.
Bunlar, hiicresel osmoregilasyonda esas olan mekanizmalar olarak  kabul

edilmektedir (Batkla 2 ark., 1999).

Kurakliga, viksek tuziuluga ve diglik sicakbiga karst bitki toleransmin ssiah ve
genetik mihendislifi yoluyla gelistirilmesi igin gecmiste gerceklestirilen cabalazin
basarist, stres tepkilerinin genetk mekanizmasindaki gliclikler nedentyle sinigh
olmugtur. Son zamanlarda ise, bu konularda model otganizmalarin evrimsel olarak
farkl: setlerinin  kargilastirmalt  genomik incelemeleri ve ¢esiti  tekniklerin
kullanimlart ile ilerfemeler beklenmektedir (Cushman ve Bohnert, 2000).
Transgenik bitkilerde ortaya cikan mekanizmalarin modellendigi, molekiller ve
biyokimyasal analizleri de iceren bilgiler giintimdzde ¢ok biylk dnem tagunaktadic
(Bohnert v ark., 1995). Ornegin, yeni genlerin kesfi, abiyotik strese karst tepkide bu
genlezin ifade sekillerinin belirlenmesi ve strese adaptasyon konusunda bunlarin
roflerinin iyt anlaglmasi, daha fazla stres toleransina énciilik edecek ethili
miihendislik stratejilerinin temellerini saglayacak degerdedir (Cushman ve Bohnert,
2000).

Genetik farklitls, gelecekte olusabilecek iklimsel ve diger ¢evresel deisiklikler
agisindan yaratls fenotiplerin ve allelierin bir kaynadint sunmasmdan dolayt oldukea
énem tasinaktadie, Bu konuyla iliskili olarak, arpa cesitlerindeki strese duyazh olan
genlerin - polimorfizminin  derecesini  gOstermek iizere RFLP  analizlerinin
kullandabilishigi (blez. Béliim 23) ortaya konmugtur (Marmirdi s ark., 1998) .

Unmit vesici gériilen diger bir genetik yol ise performans ve verimin; karaklik, disik
sicaklik veya tuzluluk toleransi ile iliskili olan kantitatif dzelliklere at lokuslarmin
haritalanmas:die, Boylelikle kromozomlann stres toleransim ivilestirici genlest
tastyan bolgeleri tanunlanabilecektir, Haritalanmug genleri huzh bir sekilde klonlama
ve tamumlama yolian bilinmektedir (bkz. Bélim 13). Yakin gelecekte celtik, musir,
bugday, patates ve arpa gibi énemli bitki dirleri ile bazi model tirler igin biitiin
genettk materyaller, klonlanmis bir formda saglanabilecektir. Ayrica, stres -
toleransinda iglevi olan biyokimyasal mekanizmalart anlamak, polimeraz zincir
reaksiyonu ile spesifik genleri arastirmayr mimkin kilabilmektedir (Bohnert 2¢ ark.,
1995).

Molekiiler teknoloji, genlerin izole edilmesini ve bunlarin bitkilere aktartmasin
saglamaktad. Fatta, stres periyotiant boyunca etkieri saptanan genler izole
edilerek aktarddiklart transgenik bitkilerdeki 1fadelerinin incelenmeye baslanmast da
gok dnemli bir asama olarak kabul edilmektedir (McIersie ve Leshern, 1994),
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Bir bitkiye gen transferl yapimast icin iki neden sayilabilir. Birincisi, bir bitkiye
kendi tanmsal deferini iyilestirecek bir Ozellifi kazandirmak, ikincisi ise Gzel bir
bivolojik olayin anlagiimasin kolaylagtirmaketr. Bitkilerde tek bir genin veya kiigitk
bir gen grubunun eklenmesi ile elde edilen &zelliklerden bazilary, béceklere
dayanikldik (bke. Bolim 18), viral enfeksiyona tolerans (bkz Bolim 19), herbiside
dayaniklibk (bkz. Boélim 17), meyve olgunlasmasinm ve cigek pigmentasyonunun
degistirilmesi, besin kalitesinin iyilestirilmesi ve kendine uyusmazhkla iligkili
olmustur (bkez. Bolim 22). Son zamanlarda ise, stres faktdrlerine karst dayanikl
transgenik bitkilerin olusturularak Gretilmelerini esas alan cabismalar yoZunlagmustir
(Greenberg ve Glick, 1993).

21.10. Stres ile Iligkili Olarak Gergeklegtirilen Biyoteknolojik Caligmalar

Bitkiler harcketl olmadiklar icin yiiksek 151k, UV radyasyonu, 1s1 ve kuraklik gibt
streslerden kagamazlar, Molekiler diizeyde stres, ¢ogunlukla oksijen radikallerinin
tretimini tesvik etmektedir. Sipercksit anyonu, akuf oksienin yaygm bir formudur
ve bu, siperoksit dismiitaz (SOD) tarafindan hidrojen perokside ve sonra
peroksidaz veya katalazlann herhangi biryle de susa dénlstimi yolu ile detoksifiye
edilmelctedir. Son zamaniarda, karnabahar mozatk virGsi 335 promotorunun
kontrolll alunda, Mn-SOD geninin tinline aktanimas: sonucu, aktf oksiiene
tolerans gerceklesuniimistic (Greenberg ve Glick, 1993).

Bitkilerin UV-B stresinden korunmalarinim dogal bir mekanizmasy, epidermal hiicre
tabakasinda  flavonoidlerin - sentezlenmesidir.  Yapraklarda, flavonoid ile ilgth
biyolojik yolda kapsanilan enzimlerin sentezi, UV-B’e duyatli promotorun kontroli
altinda bulunmaktadir. Bu genlerin bir ¢ogu promotorlan ile birlikte izole
cdilmektedir ve bunlann bitkiye daha biyik UV korunmasmt saglamak Gzere
duyatlt bitkilere transfer edilmeleri ise cok Gnemli bir ilerlemeyi saglayacak
niteliktedir (Greenberg ve Glick, 1993).

Su eksikligi, bitki verimlilifini sinurlayan en yaygin gevresel stresur. Bitkilerin su
azlifint tolere ctme  yetenekleri; suyun  tutulmasmt kolaylastian, kloroplast
fonksivonlarini koruyan ve iyon homeostasisini muhafaza eden coklu biyokimyasal
yollatla belirlenmektedir. Onemli mekanizmalar; fyon ve su akipnt konwol eden
ozmotlk olarak aktf metabolitlerin ve spesifik proteinlerin sentezine yol agan,
oksijen radikallerinin yakalanmmasini destekleyen yollant icermektedir. Bitkilerin su
azlif kogsullarinda radikalleni detoksifiye etme yetenekder: muhtemelen en krittk bir
gercksinimdir. Birgok strese tolerant tiir, osmoprotektanlar ve radikal yakalayicdar
olarak ¢ok tnemli iki role sahip metabolitleri bistktirmektedit.

Coklu gen sistemlerinin teansfers ve mithendislik mekanizmalarinm beliglenmest, su
eksiklifine toleransin artmasiyla sonuclanabilecektir (Bohnert ve Jensen, 1996).
Yapilan bir aragtrmada, arpa gesitlerinde  kuraklifa karst gosterilen tepkide
siperoksit dismitaz (SOD) akuvitesmin, dayankl ve duyarh cesitler arasmda
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kullanidabilir bir &l¢tit olabilecefi ifade edibmigtir (Acar, 1999). Kuralhga toleransh
bitkiler, derine inen koklere, su kaybint en aza indirebilmek icin daha kalm
kitikulaya veya hiicrelerindeki tuz icerifini ayarlayabilme yveienegine sahip olacak
sekilde gelistiviimeye caligdmuslardur. Elde edilen kurakh@a dayaniklt ilk transgenik
bitkiter, trehalozu ifade (ekspres) eden ekmek mayasindan bir gen kullantarak
Gretlebilmiglerdir.  Bu  madde, mayanmn  kuru  halde de hayatta  kalmasim
saglamakiadir. Bu genle modifiye edilen titin bitkiler, kurumaya kargt dayanikh
olmuglardir. Kurakh@a toleransh transgenik bitkiler, kiicesel sinmada dikkate
alindigginda, suyun sl oldufu alanlarda Snemli bir yere sahip olabilecelderdir
(Nottingham, 1998).

Genetik manipulasyon teknikleri, ayn1 transgenik bitkiye taz toleranst ve yiksek
verimle iliskili  dzelliklerin  kazandimlmasma izin  verecck sekilde  gelisme
gostermektedir. Tuza toleranslt transgenik bitkiler, tuzlu ortamlarda yagarnlaring
stirdiirebilen bir mayaya ait bir genin aktardmas: ile Gretilebilmislerdir. Gen,
sodyumun  hiicrelerin - disina  pompalanmasina  neden  olan  bir  protein
kodlamaktadir. Boylelikle de, toprakta yiksek sodyom dizeylerinin neden oldugu

zarar azaltlmig olmaktadie. Tuza toleransh domates, kavun ve arpa ¢egitleri
gelistiriime asamasindadir (Nottingham, 1998).

Transgenik titinde mannitol veya sorbitol miktarlaririn artmasina yol acan
genlerin transferi, bitkileri tuzluluk stresine daba dayanikls kdmaktadir. Hiicre
bolinmesi, bliyime ve farklibasma, senesens gibi defisik hitcre fonksiyonlarina
sahip olan poliaminler, bitkilerin ¢evresel strese kargi repkilerinde etkilidirier.
Mustrda olgunlagmarmss embriyolardan olugturularak ve kontrol ile %1 NaCl iceren
kiltir ortamlarndaki nisbi biyiime oraniannin dikkate alindigt ve kallus hatlagnn
poliamin seviyeleri agisindan secildigi bir arastimada; digik poliamin iceren
hatlarie: tuz stresine toleransl oldugu, yitksek poliaminli hatlanin ise duyarh oldugu
belirlenmigtir (Zacchini ze ark, 1997). Aymi cabismada kallus hatar; RAPD
markdrleri ile analiz edildiklerinde, hatlar arasinda genetik farklilik gdsteren bir
polimorfizm belitlenmistir. Son zamanlarda, bakterilere ait genleri esas alan bir
yontem, titiinde glisinbetan seviyelerinin artmast igin kallanilmaya baslanmugtar,
Glisinbetain sentezinin arttirlinast amaciyla cift fonksivonlu bir enzimi kodlayan
bir gen, tiitiine ve Arabidopsire transfer edilmistir. Glisinbetainin yiiksek seviyelerde
biriktigl bitkiler, tuzluluk stresinin etkilerine karst belirgin élctide korunmugtur.
Yapilan bir aragtrmada, membranlardali yvaf asiderinin doymarmuglifinig, e
stresine  kargt fotosentetk  yapmmn  toleranst  balkimindan  Gnemli  oldufu
belirlenmistir.

Bitkilerde ve birgok organizmada, 151 sok proteinlerinin hvicreleri 1st stresinin zararlt
etkilerinden korudufuna deir birbitderd ide fligkili kamtiar bulunmustur. Ist sok
proteinleri, birgok abiyotik stres tip:t igin yaygin bir sires toleransin da
kapsamaktadir. Is1 sok protemlerinin bitkilerde Gretilmeleti, 1s1 sok transkripsiyon
faktorleri tarafindan diizenlenmektedir ve bu faktdrlerin aktivasyonlaz, genetik
mithendisliginde 151 jok tepkisinin defistirilmesinde anahtar olarak gézdnine
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almmaktadir.  Bir model bitki olan  Ambidopsisde, 151 sok  genlerinin
transkripsiyonunun  kontrolinden sorumlu st sok transkripsiyor faktdr geni
{Aths1) izole edilmigtir. Bu gen, yapisal olarak da tanumlanmusur. Yaptlan bir baska
caligmada, karnabahar mozaik virlsiniin 35S promotorunun kontroli altinda
Arthrobacter plobiformisden choline oksidaz i¢in cod A gent Arabidopiis thaliana’ya
(Alia 2e ark, 1998). Transgenik bitkilerin tohumlarnda glisinbetainin yiiksek
miktarlarda bigktigi belirlenmugtir. Cod A genini tagtyan tohumlarm su emme,
cimlenme ve gen¢ fide dénemlerinde meydana gelen yiksek stcakliklara kats:
tolerans: atttudif goriilmiigtir. Yiksek sicaklia toleransin artma derecesinin,
transgenik bitkilerde biriken glisinbetainin ve iretilen choline oksidazin seviyeler
ile itigkili oldugu belirlenmistir (Alia »e ark., 1998)

Don zararinm, ekonomik acidan yol acugt trlin kayiplarinin bir hayli yiksek olduga
saptanmugtit. Zarar, yaptsal tahribe yol agan ve bitki dokularini eritip yumusatan
buz kristallerinin hiicre icinde olusumuyla ortaya gilmaktacie. Tarladaki don zaras,
clirimelere, meyve ve sebze israfina neden olabimektedir. Bitkilerin don zaratina
karsi dayanikh olabilmeleri icin yakinda genetiksel olarak modifiye edilebilecekleri
beklentisi vardir. Dona dayanikli meyve ve sebzeler, sifirin alundaki sicakliklarda,
tekstiirlerini veya tatlarini kaybetmeden uzun stseli olarak depolanabileceklerdir.
Bu nedenle, don dayanikithiinin dzellikle cilek ve domates gibi meyvelere genetik
- miuhendiskigi ile kazandirlmass ekonomik acidan yararli olacakir. Tarla kogullasmda
dayanikl tiriin gesitlerinin yetigtirilmeleri ile daha uzun biyiime sezonuna sahip
olunacaktir ve hatta bu lrinlerin daha genis cofrafi alana  yaydmalan
getceklegtirilebilecektir (Nottingham, 1998).

Hicre membranlarmdaki lipid molekillerinin kompozisyenu, sicakliffa gore
degisim gostermektedir. Digiik sicakliklarda yagamlasing strdiren bitkiler, daha
digik sicakliklarda, yag bilesimlerinin dengesini daha sivi olan doymamis lipidiere
dogru kaydirmaya ¢aligmaktadirlar. Bu durum ise, soguk kosullar altinda olugan don
zararint azaltarak hicre membranlagnm  dayanklibifing mubafaza  etmektedir.
Doymug lipidleri, doymarmg lipidlere déniistiiren enzimleri kodlayan genler, bircok
bitkide tanimlanmistir. Sofuga dayandd bitkiler, bu genleri galisturnada daha
etkilidirler ve gelecekte bu up bitkiler, genetik mihendislifi - yardimiyla
olugturulabilecektir. Yapilan bir arastrmada, Prexdoplenroncetes americanus balifinda
antiftiz proteinini kodlayan bir gen tanimlanmistir. Protein, su-buz kristallerinin
olugumunu engellernektedir. Bu gen dona dayanilkdh transgenik domates ve tiitiin
bitkilerini @retmek tzere de kullandousur (Nottingham, 1998). Choline’den
glisinbetain sentezleyen bir enzim olan choline oksidazi kodlayan .Arthrobacter
Llobiformise it cod1 geni Arabidopsis thafianaya aktarilmigtir (Sakamato ve ark., 2000).
Transgenik bitkilerin  kloroplastlarinda  glisinbetainin  birikimint  saglarmug  ve
béylelikle de bitkilerin donma toleransing Snemli dlglide artirmmustur.

Topraklar, metal ya da difer bulasurcdann yiksek miktadarmt icerebilirler.
Transgenik bitkiter, bu kosullag tolere etmek amacyla da Gretilmistie. Ornegin,
vitksek kadmiyum seviyelerine toleransht olan titin, metalothionein-bagit proteini
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kodlayan bir genin fareden izole edilip aktarslmas: e elde edilebilmistir. Bitkiler,
ayrica “biyoremeditasyon” diye bilinen bir iglem yardimiyla bulasik alanlan
temizlemek icin de kullaniirlar. Transgenik bitkiler, gelecekte bu alanda da énemli
bir rol oynayabileceklerdir (Nottingham,1998).

2L11. Sonug

Gevreyi olumsuz kilan stres faktorleri, giderek daha da yogunlagmakta, dier canls
organizmalarda oldugu gibi, bitkilerin yasamlarns  tehlikeye sokmakta ve
metabolizmalaring zayiflatmakeadir. Ekolojik dengenin bozulmast ile bitki ve cevre
arasindaki iligkilerde sorunlar ortaya c¢ikmaktade. Tasmcilar agsindan, bitki
yetistiricllifinin gerceklesebilecegi alanlarin en akilar olarak kullandmalan bityjik
Onem tastmzktadie. Bu  durum; sttes  fakedtlerinin  molekiiler temellerinin,
dayanikllik mekanizmalazmuin ve metabolizmada meydana gelen degisikliklerin
oncelikli olarak incelenmesini gerektirmektedir.
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Erkek Kisir Bitkilerin Uretimi

~ Kenan Turgut
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22.1. Giris

Bitkilerde yabanet déllenmeyi zorunlu kilan nedenlerden biri de erkek kssirhiktir,
Frkek kisultk bitki 1slaht ve dzellikle hibrit bitki tiretiminde cok énembidir. Kalitsal
olan erkek lusielk, ya kromozomlar iizerindeki bazi genler ya da stoplazmanin
kalitsal mekanizmas: tarafindan kontrol edilmektedir.

Kultie bitkilerinin gogunlugu erkek ve disi organlannt aynt bitki dizerinde, aynt
qigekte (buday, pamuk, kolza, domates vb.) veya farklt ciceklerde (musir, kenevir
vh.) tagular. Bu durum ise ézellikle genis dlcelti hibrit tohum iiretiminde biyik bir
sorun teskil etmektedir. Hibrit tohum tretiminde, kendine déllenmeyi énlemek
igin disi hatlarda erkek organlann mekanik olarak veya elle ksstlastirdmas:
(emaskilasyon) gerekmektedir, bu da maliyeti biiyiik 8lciide artirmaktadie. Bu
nedenle, erkek ksilik bitki sslahetlars ve tohum tireticilerinin en cok arzuladigs
karakterlerden birisidir. Hibrit tohum iiretimi yapan tohum ﬂrmﬂam erkek lusie
hatarn elde edilmesi igin biytk yatirimlar yapmakreadirlar.,

Yukaridaki nedenlerden dolayt, bazt arastirma gruphrx angiosperm  bitkilerde
treme biyolojisi ve &zellikle de anter geh%mes‘i tizerine molekiller galismalar
yurGtmiglerdir. Béylece, anter geligmesi siiresince ifade edilen genler klonlantmaya

caligtlmustir.

Oucan §, Giirel E, Babaogly M ( (2001) Bitki Biyoteknolojisi i -
Genetik Miihendisligi ve Uygulamalar, Selcuk Universitesi Basimevi
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22.2 Angiosperm Bitkilerde Anter Geligmesi

Angiosperm bitkilerde gigekler erkek (anter) ve disi (pistil) organlan tasular.
Bunlarin fonksiyonlars, sperm hiicrelerini ve yumurta hifcresini dretmek ve
déllenmeyi saglamakuir, Karmastk bir yapida olan anter birkag farklt hiicre tipinden
olusmaktadir. Bunlaria en Snembiler, mikrospotlar ve tapetumn hicrelendir.
Mikrosporlar mayoz hitcre bolinmesi sonucunda polen tanelerini olastururlar.
Mayoz baslamadan énce mikrosporlar, seliloz hiicre duvari ile plazma membrant
atastnda kalloz  (2-(1,3)glucan) duvanni sentezlerler {Heslop-Harrison, 1968).
Mayoz siiresince de kalloz bitikimi devam eder ve boylece mikrosporlardan olusan
tetradlar kalloz ile cevrelenir. Bdylece mayoz I'nin tamamlanmasindan hemen
sonra mikrosporlarin gelismesi kalloz duvar icerisinde baglar. Tapetum hiicreleri
tarafindan sentezienen ve polen kesesi {lokulus) igerisine salgilanan kallaz enzimi
kalloz duvaring pargalayarak mikrosporlarin lokulus igerisine serbest burakimalarma
neden olur (Mepham ve Lane, 1969). Bu asamada, kallaz enziminin sentezinin
zamanlamast mikrospor gelismesinde 6nemlidic. Mikrosporagenesis  sliresince
erken veya gec kallaz aktivitesi erkek kisulifa neden olabilmektedir (Izhar ve
Frankel, 1971). Tapetum, kallaz enziminin salgilanmass yaninda gelismekte olan
mikrospotlara besin ve yapisal komponentler s#lar (Nave ve Sawhney, 1986).
Bitkilerde dogal erkek kisutlign cofunlukla tapetumdaki anormalliklerle iliskili
olmast (Kaul, 1988) tapetum hilcrelerinin anter gelismesindeki 6nemint acikea
ortaya koymaktadir. Koltunow ve ark. (1990) ile Mariani ve ark. (1990), tapetumun
erken dénemlerdeki parcalanmastrun erkek kisuhiga neden oldugunu gostererek
tapetumn  hiicrelerinin - mikrosporlann gelismesinde dofrudan rol oynadikdarin:
bildirmiglexdir. Worrall 2e ark. (1992), wansgenik titin bitkilerinde anterde kalloz
duvarioin erken coézilmesinin erkek kusulfa neden olduunu bildirmislerdir.
Tapetum-spesifik bir promotor ile birlikte modifiye edimis glukanaz (PR 6-1,3-
glucanase) geni ifade edilen titin bitkilerinde erkek fertilitesi kismen ya da
tamamen azaltlmustr. Bu bitkilerde mikrospotlarin hicre duvarlart anormal bir
sekilde incelmistiz.

22.3. Anter Gelismesi Siiresince Ifade Edilen Genlerin Klonlanmast

Anter geligmesindeki kompleks gortintm gen ifadest programlanna da yansimsgtir.
Kamalay ve Goldberd (1980), titin (Nicotiana tabacum 1.) bitkisinde anter
gelismesinin erken dénemlerinde yaklagk 26.000 farkle transkript buimuslardir.
Bunlarin 11.000 kadaninin organ-spesifik oldufunu bildirmislerdir.

Anter mRNA’sindan gekilen cDNA kitiphanelerinin olustarulmasi, anter-spesifik
genlerin klonlanmasina olanak saglamaktadir. McCormick ze ark. (1987), aminoasit
ditzeyinde Zmecl3’e benzerlik gdsteren LAT52 ¢DNA klonunu domates bitkisinin
olpun anter kitiiphanesinden izole etmiglerdir. Hanson ze ark. (1989), nusir
bitkisinde olgunlagmus polen safhasinda ifade edilen Zmci3  transkripting
karakterize etmisler ve bunun polen gimlenmesi, polen tipi biyiimesi ile polen
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olgunlagmast devresinde ifade edildifini géstermislerdir. Koltunow e ark. (1990),
ritinde tapetumda lokalize olan 3 adet ¢cDDNA (TA206, TA29 ve TA32)
bulmuslardir.  Ayrica bir  ¢ok  anter-spesifik  genin  sicaklifa  bagh  olarak
dizenlendigini ortaya koymuslardrr. Smith se ark (1990), domates bitkisinden Gg
tane tapetum-spesifik cDNA klonu mole etmuslerdir. Scott ze ark.(1991) kolza
(Brassica napus L) bitkisinde anter buyukliga ile mikrogametogenesis safhalars
arasinda bir iliski kurmuslardic. Boylece kolza bitkisinde birist 1.2-1.8 mm
uzanlugundaki cigek tomurcuklarindan (sporogenesis kituphanesi) ve digerd ise
1.8-4.0 mm uzunlufundaki tormurcuklardan (mikrospor gelismesi kitliphanesi)
olmak {izere 1kt adet anter kitiphanesi olugturmuglardir.  Sporogenesis.
kiitiphanesinden izole edilen ti¢ adet ¢<DNA klonunun (A3, A8 ve A9) tapetum-
spesifik oldugu 77 sitw hibridizasyon teknigi ile gosterilmistir. Bu bulgular, cok
saytda ve yiiksek seviyelerde tapetumun-spesifik mRNA’lann Gretildigini ortafa
koymaktadir. "

Farklt bitkilerden 1zole edilen genlerin fonksiyoniamnm aragtigddmast igin bazi
yontemler uygulanmaktacir. Oncelille yeni elde edilen DNA dizilerinin daha 6nce
yayinlanmis  olan DNA  dizileri ile karsilagtirimasi  gereklidie. Daha  sonra
uygulanabilecek molekiler biyoloji tekniklert ise sunlardie (Turgut ve ark., 1994):

1) Ilgili proteinin hiicresel lokalizasyonunu beliflemek icin antkor tretilmesi,

2) llgili gene ait promotor bolgesinin raportdr genlere (gus, barmase vb.)
baglanmast ve boéylece ilgili genin gercek doku spesifitesinin ve gegici
regiilasyonunun bulunmasy,

3) Antisens RNA teknolojisinden yaratlanarak, mutant fenotip elde edilmesi.

22.4 Erkek Kisir Bitkilerin Uretilmesi
Genetlk mihendisligi yoluyla elde edilen erkek kisilifin dogal sitoplazmik erkek
kisicli@a gore bazi Gstiinliklert vardir. Bunlaz:
1) Bitkilere gen aktanlmast ile bitki genotipinde olusacak degisim yeni bir
sitoplazmanin transferinden cok daha dilsiktii,

(S

Genetlk mithendisliginde sterilite ézel bir sitoplazmaya bagl olmacigimdan
herhangt bir olumsuzlukla baglann (linkage) olusturma riski cok daha azdir.
ABD’de hibrid  mustr iretiminde yaklagtk 20 yd kadar CMS-T (sitoplazmik
erkek kisie-T) sistemi kullantmuste. Fakat Bipolaris maydis T wkinin neden
oldugu musie yaprak yanikligs hastalign epidemik dizeylere ulagmis ve ABIYde
mustr Uretimini sekteye ugratmustr. CMS-T"nin yaprak yanikh bastaligy ile
dogrudan iliskili oldugu ortaya konmustur. Cinkil, erkek kisttlik ve hastaliga
duyarllik, mitokondriyal bir baglant géstermektedir (Levings, 1990).
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3) Tek bir sterilite genini genetik cesitlilik gdsteren bitki tirlerinde kullanmak
olasidir. Cankil, genin ifade spesifitesini kontrol eden ‘elementlerin farkls
tirierde carpict bir sekilde korundugu bilinmektedir.

Yukaridaki nedenlerden dolayt arastirerlar degisik bitki tirlerinde erkek kisir hatlar
elde edebilmek icin genetik mihendislifi calismalarina baglamuslardie. Bu amagla,
engelleyici bit genin dniine anter-spesifik bir promotorun yerlestirilmesi ve tfadesi
dle antetlerde polen iretiminin engellenmesi yoluna gidilmistir. Dogal olarak bu
engellevici  gen irlinlerinin  anterdeki baz canli komponentleri parcalama
vetenefinde olmast gereklidir (Turgutr, 1993). Dogal erkek kisulfin cogunlukla
tapetumdaki  noksanliklarla iligkili olmasi (ISaul, 1988) nedeniyle aragurictlar
tapetum-spesifik promotor kullanarak tapetumun pargalanimast ve boylece erkek
kaste bitkilerin olugturulmast konusuna yogunlasmuglardur,

Bacilus ansyloliguefaciens RNase (barnase) enzipni bitkilerde RNA’nin pargalanmasina
neden olmaktadic, Mariani vz ark. (1990), barnase genini titlin bitkisinden izole
cdilen ve tapetum-spesifik olan TA29 promotorununun éniine klonlayarak A
tumefaciens aracihfrvla kolza bitkisine aktarmuslardie. RNase barnase geninin bitkide
taperum olugumu agamasinda ifade edilmesiyle, tgpetum-spesifik RNA yaptmi ve
dolaystyla fonksiyonel cicek tozlarinin Gretimi tamamen engellenmigtir (Sekil 22.1).
En onemlisi de bu transgemk etkek kistr bitkilerde digi fertilitesinin etkilenmemis
olmastder. Ancak, melez bitkilerin tohum veya meyveleri icin yetisuridmelerinden
dolayt fertilitenin yeniden kazandimlmass gerekmektedir. Dogal sistemlerde fertilite
hiicre cekirdefindeki genler tarafindan restore edilmektedir. Mariant ze ark. (1992)
genetik mithendislifi yoluyla elde ettikleri erkek kusie kolza bitkilerinde fertiliteyi
bagarih bir sekilde restore etmiglerdir. Bamare genint tagtyan erkek kisir bitkilerin,
homozigot tapetum-spesifik ribontkleaz inhibitdr {barsiar) genini tagiyan ferat
tozlayiciiatla melezlenmistir. Her iki genin de ifade edildifi F1 generasyonunda,
hilcre-spesifik Raase/Rnase inhibitor kompleksinin  bulunmast ile anterlerde
sitotoksik riboniikleaz aktivitesi bastwlmus ve fertilite restore edilmigtir. Yant
burada digi hatlara barnase (riboniikleaz), erkek hatlara ise barstar {ribonikleaz
inhibitér) geni aktartimaktacir. Benzer bir ¢aligmada ise tapetum-spesifik kolza A9
promotoru darsare genine ekienerek A fumefaciens e titin bitkssine aktardmigtir
(Paul we ark, 1992). Sonucta, tamamen erkek kisir olan tdtin bitkileri elde
edilmigtir.

Erkelk kisir bitkilerin elde edilmest icin izlenen difer bir yol da antisens RINA
yaldagumudie. Petunya bitkisinin anterlerinde flavonoid biyosentezinin engellenmesi
bitkilerde erkek kisirlifa neden olmugnue (Van der Meer 2 ark, 1992). Bu
caligmada arastiricilar, igertsinde anter kutusu olan ve CaMV 3538 promotoru
tarafindan kontrol edilen antisens-CHS {chalcone sentaz} genini petunya bitkisine
aktararak anterlerde pigmentasyonu engellemiglerdir. Beyaz renkte anterlere sahip
olan transgenik bitkiler aynt zamanda erkek kisir olmuslardir. Turgur ve ark, (1994),
tapetum-spesifik olan A9 genint A% promotorunun kontrolu altindz ve antsens
yonde yine kolza bitkisine aktarmuslar fakat fenotipte herhangt bir mutasyon
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meydana gelmemistir. Bu da, tapetumda bulunan bazt genlerin fertilite ile iligkili
olmadifint gdstermistir.

Sekil 22.1. Kolzanm “Drakar” cesidinde kontrol () ve TA29-Ruase geninin aktanldigy
erkustr eransgenik bitkive (b) ait ciceklerin yapulars (Salamini ve Moto, 1994°ten izin alinarak).

Aarts ve ark. (1993), music bitkisi transpozon elementlerini Arabidopsis bitkisine
aktararak erkek kasir olan bir mutant elde edip, daha sonra bu fenotipten sorumlu
olan geni izole etmislerdir. Arastiriciar, erkek kistr tenotipi ilk transgenik bitkilerin
(T1) kendilenmesi sonucu elde edilen tigiinci (13) generasyonda gézlemislerdir.
Genetik analizler, kendilenen erkek kistr murantlarin 3:1 oraninda fertil:steril
acthmunt gdstermistir. Tamamen gelismis olan erkek kistr anterlerin eaine kesitlers
incelendifinde  hichir polen  bulunamamustir.  Bu galisma,  transposon
etiketlemesinin etkek kistrhk genlerinin klonlanmasinda bagariyla kullanilabilecegini
géstermigtiz,

22.5. Sonug

Ticari hibrit tohum Gretimindeki éneminden dolayr erkek kisulk tzerindeki
caltsmalar son yillarda yogunluk kazannustr. Hibrit diretiminde erkek kisg hatlar
kullandmadigl zaman, kendilenmeyi dulemek icin disi hatlarda erkek organlarin
(anterler) mekanik olarak uzaklagtirlmast gerekmektedir. Bu ise, biiyik bir
Isglichni gerektitmekte ve maliyeti artirmaktadir. Ayrica, dogal sitoplazmik erkek
kisiedtk sisteminin yukanda agrklandign gibi bazs 6nemli olumsuzluklart beraberinde
getirmesi, genetik mithendisligl calismalaninm $nemini artirtnigtr.

Bugiine kadar, genetik mihendisligi ¢alismalaniyla baz tiirlerde erkek kesir bitkiler
elde edilmistir. Ozellikle kolza bitkisinde vapdan calismalar basariyla sonuclan-
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mustr. Bundan sonraki asama ise bu bulgulann dier dnemli bitki tiderinde de
yayginlagtirslmastchie. :
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23.1. Girig

Kalitum sekilleri, morfolojik (gicek rengi gibi), biyokimyasal (izoenzimler gibi) ve
DNA diizeyinde (molekiiler markérler) izlenebilen karakterlere genetik markdrler
denir. Bu karakterlerin markés (isaret) olarak isimlendirilmesinin nedeni, ¢aligilan
organizmadaki ilgilenilen diger Szelliklerin genetifi hakkmda, dolaylt da olsa, bilgt
saglamalaridir. Molekiller markérler DNAnin aktf bdlgeletinden (genler) veya
herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden
geligtirilebilirler. ‘

Genetik markor kavrami aslinda hic de yeni degildir. Mendel'in 19. yiizylin
sonfarinda  kalittm  biliminin  temellerini  ortaya koymasindan sonra, bazt
karakterlerin nesilden nesile bislikte aktarddiklan ve Mendel'in rasgele agilun
ilkesine uymadift gézlenmistir. 20. ylzythn baglaunda meyve sinefi Drosgphila
iizerinde galigan Mozgan (1910} ve ogrencileri yapay olarak ortaya gikardiklart cok
saysida mutant karakterin birbirlerivle birlikte harcket etmelerini incelemisler ve
dogrusal (linear) genetik harita kavramun gelistiemiglerdir. Kalitatif aciiun gdsteren,
karakterletin kantitatif agthm gésteren karaktetlerle baglanuss, yani gercek anlamda
markdr anlayist, Saxin (1923) faslilye tohum pigmentasyonu ile sohum irilif
arasindaki  baglantyt  gézlemesiyle  gekillenmigtr. Bu  galigmada  tohum

pigmentasyonu  fasiilye tanesinin  afihiging  belideyen bir markdr  olarak
kullaslmigtr.

Ozcan S, Girel E, Babaogly M (2001) Bitki Biyoteknolofist I -
Genetik Miihendisligi ve Uygulamalary, Selcuk Universitest Basimevi



Genetik Markérler ve Analiz Metotlar:

Kalitatif dzellik gosteren ve kolayca goézlenebilen bu markédrlerin sayist fazla
degildir. Mutasyon ¢abgmalart ile elde edilen mutant karakterler kalitatif agium
gbsterip kolayca gozlenebilmelerine ragmen dogal populasyoniarda bulunmadikarn
icin pratikte kullandamamaktadirlar. Morfolojik markotlerin kullantm potansiyelleri
uzun bir suredir bilinmesine ragmen smurlt sayida olmalar neéem}%e pratikte
uygulanabilirlilikleri kisith kalomstir (Paterson, 1996a).

Biyokimya alanmdaki gelismeler son 20 yiida markérer konusunda da yeni bir ¢ag
acmusttr. Oncelikle "birbirinden ayriabilir formlan olan enzimlerin (izoenzimler)
veya depo proteinlerinin markor olarak kullandabilecegi ortaya konmustur. Daha
sonta DNA’mn kendisinin dofrudan markdr olarak kullandma fikri ortaya
cikougtie. DNA markérlers, teorik olarak genomun her noktastan temsil etme
yetenedine sahiptirler ve sonsuz sapdadilar. | Giniimizde molekiler DNA
markérles ile yapilan baflants haritalan birgok kultiie bitkist igin geligtiriimis olup,
arzulanan genlerin dofrudan takibi ve seleksiyonu mimliin olmaktadir. Cevrenin
baskisindan bagimsiz olan bu islem genlerin kolayca mklp edilebilen markérlerle
baglantt durumlart incelenerek yapilabilmektedir. Molekiler DNA markorleri
tekniklerinin bitki 1slahna entegrasyonu: '

1) Arzulanan genlerin cesitler veya tiirler arasindaki hareketini hizlandtrmig,
Z) Akraba yabant titlerden yeni genlerin akfanlimasing izie vermis,

3} Cok gen tarafindan idare edilen karm'1§;1k karakterderin analizinl miimkin
kalerug,
4) Genlerin klonlanmast caligmalarim kolaylastirarak hizlandienug ve
5) Birbiriyle caprazlanamayan bitkiler arasindaki genetik iigkilert 2¢i8a
Gikarmustr, .
Gelecekte ise genetik haritalarin daha detaylt yapilmast sayesinde bitki tirlerindeks
aktif bltin genlerin yerlerinin kesin olarak belirlenmesi ve {rGnler bilinmeyen

bircok genin (hastaliklara dayanikhibk veya stres gartiarina tolerans gﬂn} klonlanmas:
mitimkin olabilecektir,

Bu béklimin 1k kistunda genetik markérlerin kuflanim alanlari ve markorlerle ilgil
temel kritetler incelenecektir. Son kistmda ise defigik markér tipleri tamulacak ve
temel kriterler actsindan birbitleriyle karsilagtislacaklardir,

23.2. Genetik Markérlerin Kullanum Alanlar
23.2.1. Genetik haritalarin hazirlanmas:

Genetik markérlern en dnemb kullanim alant genetik haritalanin hazirlanmasidir,
Genetil haritalar bir haritalama populasyonunda (%, geti melez, katlanous haploid,
- rekombinant kendilenmis hat vs.) ¢ok sayida markédriin analiz edilerek baglant
(linkage) diskilerinin bulunmast ile hazitlanir. Bir genettk baglant haritast tha
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markdriin ne kadar stklikla birlikte hareket ettiklerinin belitlenmesiyle olugturulur.
Iyi bir genetik harita bildin genom tzerinde buyik bosluklar olmaksizin birgok
matkétlere sahiptir. Baglanti analizinde baglantt grup sayisinin sitolojik gozlemlerde
elde edilen kromozom sayisina egit olmasi, haritann biitln genomu kapsacigint
gostermekredir (Paterson, 1996a). Genetik haritanin tamamlanmast igin telomet-
lerin de haritalanmast gerekir, Telomerlerin haritalanmas: baflant gruplarinm
uclarinda yer alan markorlerin gercekten de kromozomlann uclannda bulunup
bulunmadiginl gbstermekeedic.

Genetik harita hazudanmasmda ik asama uygun anaglarin secimi ve aglm
populasyonunun hazslanmasidie (Sekal 23.1). En yaygin olarak kullamlan agdim
populasyonlary, tekombinant kendilenmis hat (RICH), katlanmug haploid (IKH), F.
ve geri melez (GM) populasyonlaridir.

Genetik haritalarin tiretim hizs bu bilginin bidd slakbt programlaninda kullanilma
orant ¢ogaldikca artmugtie, Basit ve karmagik kalituna sahip olan genlerin her zkisi
de DNA markorderi tarafindan kolayca belitlenebilmektedir. Basit sekilde tek gen
tarafindan idare edilen bircok karakter (baz: hastaliklara dayanikliik gibi), once
genetik haritalan yapimak sartiyla, DNA mazkiﬁleré savesinde ¢ok kisa stizede
farkli genotiplere transfer edimistir. Bu amacla en fazla kullandan klasik islah
metodu olan geri melezleme slahuyla DNA markér teknolojisinin kombinasyonu
sayesinde hem gen ¢ok kisa bir siirede transfer edilebilmekte hem de tekrarlanan
anacin genotipik ézellikleri arzulanan oranda geri kazanilabilmektedir (Tanksley ze
ark., 1989).

Molekitler markorlerin en etkili kullapildign alan karmagik kalitma sahip olan ve
birden ¢ok gen tarafindan idare edilen kantitatif karakterlerin islahi olmustur. Bitki
boyu, cicelklenme zamani, kardeslenme, verim ve verim unsutlar, kalite, baz
hastaltk ve zararldara karst dayanikliltk gibi birgok karakter kantitatif olarak idare
edilmektedir ve bitki slaht galismalar agisindan oldukea biliylik Oneme szhiptirler.
Kantitatif karakterlerin birden fazla lokustaki genler (QTL) tarafindan idare
edilmeleri, her bir lokusun etki derecesinin farklt olmast ve cevre sartlarindan fazla
etkilenmeleri nedeniyle klasik metodlarla islah galigmalarinda beliclenmeleri ve
aktariimalar: oldukca zor ve uzun yillar gerektiten bir uBtastir. Oysa molekiiler
markorler ile yapian detayh genetik haritalar sayesinde 6zellikle katlanmug haploid
ve rekombinant kendilenmis hatlar gibi homozigot populasyonlarin farkli cevre
sartlarinda yetistirilmeleri sonucu herbir lokusun etki derecesi belirlenebilmis ve bu
lokuslarin 10-30 <M (Paterson »¢ ark., 1988; Lander ve Botstein, 1989) gibi bir
aralfa sahip muhtemel yerleri kromozomlar Gzerinde tespit edilmistit. Ayrica her
bir QTL’in fenotipik varyans lzerindek: etki dereceleri, farkl: gen dozlarimin
etkileri ve QT ler arasindaki epistasi iligkileri (Paterson w ark., 1991; Latk ve ark.,
1995) genetik haritalama galigmalart sayesinde belitlenmigtir. Sonugta QT ler gibi
karmasik karakterlerin basards sekilde transferleri ve etki detecelerinin belirlenmesi
molekiler markérler sayesinde nispeten daha kolay bir sekilde gerceklesmistir.
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PROBLEMIN
TANIMLANMASI
MOLEKULER ANAC
CESITLILIK SECIMI
¢ Tzoenvim, RELPler ve RAPTDY ler
icin test etmnek
¢ llgilenilen bilgeleri veya
tim genomu yaklagtk 20 M
stklekta kapsayan denetlenebilic
molckiler polimorfizmler
ACILIM
POPULASYONLARI

GENOTIPIK
TANIMLAMA

¢ [zoenzimles, RFLDler,
RAPDfer ve difer markéderde
bilinen farkhbiklann tespit igin agthm
populasyonundaki tiim bircvierin
test cdilmesi

ISTATISTIKI

KORELASYONLAR

# MAPMAKER, JOINMAP, LINKAGE

DENEMELERIN
1SPATI

¢ Denemelerin farkh germplasm
iceren melezlemelerle tekrarlanmast

Genetik Markirler ve Analiz Metotiart

# Karakterin énem derecesi
¢ Zorluk/ gozlem masrafi
$ Stratejik avantaj

FENOTIPIK
FARKLILIELAR

¢ Anaglar arastada belirgin zithidar
{(dayankdids veya hassashk gibi)

¢ Kazakterlerin dofiru Slgiimiinde
tarla metodolojisinin kullanim

¢ Diger karakterler

¢ Geri melex

¢ Katlanmig haploid

¢ By, Fyaileleri

4 Rekombinant
kendilenmiy hatlar (RICH)

 FENOTIPIK
DEGERLENDIRME

@ Karakterlerin tekearlamali sera
ve tarla dencmelerinde Slglilmest

¢ ANOVA, MAPMAKER QTL, QTL Stat

ISLAH UYGULAMALARI
4 Markér Yardumyla Seleksiyon (MYS)
B Tekrardanan genom selcksiyonu

B  Tek parga transferlerd

B Tackh QTL seleksiyonu
B Isrenmeyen gen aktanmine (linkage deag) Onlenmesi veya

araltlman

Sekil 23.1. Bir genetik harita hazubginda genel olarak takip edilen yontem ve 1slah

galismalan fle entegrasyonu.
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23.2.2. Genetik parmak izi (fingerprinting) analizi

Parmak izi analizi genetik materyallerin birbiriyle benzerlik veya farkhliklarinin
saptanmast amacint  gider. Genetik markorlerdeki  varyasyonun  genlerdelkt
varyasyonu temsil ettifi varsayimindan (Brown ve Kresovich, 1996) hareketle
parmak izi analizinde markérlerin kullanimu fikri dogmustor. Parmak izi analizinde
aynt anda genomun pek ¢ok yerine dair bilgi saglayan markdrler yaygin olarak
kullantmaktadir. Sonucta genetik materyaller arasinda farkilidk gosteren lokuslarin
orant belitlenir. Farkliligin hangi lokusta cldufuna bakidmaz. Bu tp bir analiz bitks
islaht programina alinacak materyallerin se¢iminde kullanir ve varyasyonu yiiksek
olan hatlarin kullanimy ile 1slahct daha genis bir defisim icinden istediklerini segme
sansina sahip ohur.

Parmak izi analizi ayrica cesit teshisinde de kullaniir (Smith ve Helenjaris, 1996).
Adli tpta da genetik markérlere dayalt parmak 1zi analizi gittikee yayginiagan bir
kullanim alanina sabiptic. Bu tip kullanimlarda mikrosatellitler gibi ¢ok sayida
allellete sahip olan markér tipleri kullanidmakeadir.

23.2.3. Dogrudan gen etiketlenmesi -

Bitki sslahinda kullandan yeni karakterler ¢ogu zaman az bilinen genotiplerden
gelmektedir. Burada bitki slahgisinm istedigs, bitiniiyle tamamlanmus bir genetik
harita hazitlamadan karakteri etiketleyecek bir markdr bulmakur. Bu islem kolayca
hazizlanan bir Fz2 veya GM populasyonunda karstmlmis actlanlar analizi (buiked
segregant analysis) (Michelmore ve ark.,, 1991; Wang ve Paterson, 1994) veya yalun
izogenik hat (near isogenic lines, NIL) (Tanksley #ze ark, 1995) analizi ile
gerceklestirilebilir. Bu sekilde karakteri belirleyen gen veya kantitatif karakter
lokusunun yakiunda bulunan bir markér veya bunlan cevreleyen iki markdr
belitlenir. Islah calismasinmn ilesi safhalarinda veya bagka 1slah programlarinda,
fenotip smiflarina ayrlmast giic olan karakter yerine, kolayca gozlenebilen markére
bakidarak secim yapilr, Kullandan markérlerin DNA markéei olmast durumunda
secim bitki heniiz fide devresinde iken yapilir. Istenen birkag bitki segilitken
dietleri atihir,

23.2.4. Genlerin klonlanmasi

Haritayr temel alan klonlama yontemi dogal olarak olusan mutasyonlan
kullanmakrtadir, Genetik baglantt analizi bir genin bir genomun %0.1 veya daha az
aralikli bir bolgesinde yerinin belitflenmesinde ve daha sonra geni iceren DNA
kismimin fiziksel haritalama yonterivle konlanmasmda kullandmaktadie (Paterson,
1996b). Bu bélgeden cikarilan diziler, cesitli yollarla izole edilmekte ve son olarak
hedef gen mutant tamamianmast (mutant complementation) gibi bazt yéntemlerle
tanumlanmaktade (Béldm 14%e bakintz). Haritay: temel alan klonlama yontemi
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tamamen haritalara bafimlt olan tek yontem olmasma rafmen, genetik haritalama
birgok gen izolasyonu stratejilerinin ana unsurlarindan birisidir.

Genetik markorler yukarida bahsedilen kullanimlan yaninda genom analizlerinde,
evrimsel gelismeler ve kromozomlarda olugan yapisal degismelerin belitlenmesinde,
genetik kaynaklann ve gesitlerin korunmast calismalarinda ve genetik varyasyonun
artietimast gibi caligmalarda da kullanidmalktadir.

23.3. Genetik Markérletle gili Onemli Kriterler

Genetlk markdcleti birbiriyle karstiastrmak icin kullanslan biscok kriter vardsr.
Bunlar agagidaks sekilde dzedenebilir.

H

23.3.1. Farklillk gdsterme (polimorfizm)

Farkliik gosterme, kullandan bir markérin. farkls genotipleri ayirt edebilme
yetenefidir, Markétlerin haritalamada kullantlabilmeleri igin polimorfik olmalass
zorunludur.  Yani, bir melezleme sonucu olusan yavru déllerde kontrol
edilebilmeleri igin alternatif formlarinin bulunmast gerekir. Polimorfizm DNA
dizisinde yaklagtk her 300 veya 500 niikleotidte bir olusan varyasyonlardir. Eksonlar
(kodlayan dizi) i¢erisinde olugan varyasyonlar giele gérilebilic degisikliklere (tohum
rengi, bitki boyu, hastahifa dayaniklitk gibi) neden olutlar. Oysa, varyasyonlazin
ogu introniar (herhangi bir &zelligi kodlamayan dizi) icerisinde gerceklesir ve bir
organizmanin dis goriinilisii veya fonksiyonu tzerinde hichir ethisi yoktur. Ancak,
bunlar DNA diizeyinde belitlenebilirlier ve markér olarak kallanihirlar. Markétlerin
farkliblke gdsterme oranlart markdr tipine ve bitki tiriine gdre biyik blciide
degismektedir.

23.3.2. Lokus sayist

Bazt markdrler bir lokusa ait bilgi verirken bazt markérlerden bir analiz sonucunda
gok sayida lokusa ait bilgi alnabilir. Cok lokuslu olma Szelligi bir avantaj gibi
gorinse de farklilklarn hangi lokusa ait oldugunu belitlemek glictiir. Bu tip ¢ok
lokuslu markérlerin farkdt haritalar arasinda transferi de oldukea giictiir. Bu giiglitk
poliploid tirlerde her lokusun tekrarlanmasi nedeniyle daha da artmaltadic (Wu 22
ark., 1992).

23.3.3. Haritalar arasinda transfer edilebilme

Degisik organizmalara ait genomlar tizerinde yaptlan arastirmalar, akraba tirlerin
yaninda birbirinden ¢ok uzak organizmalarda dahi kromozom tzerinde gen
stralarinin korundugunu gostermistir. Aynt durum DNA veya diger tip markérler
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icin de geceslidir. Bu gercek, karstlasurmali haritalama fikrinia dogmasina yol
acmustir. Bu anlayisa gdte bir otganizemada haritalanan bir gen veya markor onunla
akrabalig: olan organizmalarda da ayni bolgeye haritalanacaktir. Karsilastirmals
haritalamanin bir sonucu olarak herhangi bir genomun istenilen bir bolgesi icin
markdr bulmak kolaylasmustit. Bunun icin bagka haritalardan istenen bdlgeye
hatitalanacaf tahmin edilen markosler getirilmektedir. Ancak, boyle bir yaklagtmin
basards olabilmesi igin markérlerin haritalar arasinda transfer edilebilme 6zelligi
tasimast gerekmektedir. Morfolojik ve izoenzim markérlerinde transfer orani
yitksek iken DNA markétlerinde bu oran kullandan markérin tipine stki stkeya
baghdir.

23.3.4. Giivenilirlilik

Giivenilirlilik, ayni genetik materyal tzerinde yapilan bir markér analizinin her
zaman ve kosulda ayni sonuclart vermest seklinde basitge Gzetlenebilir.
Giivenilitlilik, markér tipine gore deisebilmektedir. Morfolojik ve izoenzim
markérlerinin giivenilislitikleri yiksek iken, DNA markorlerinde defisik markér
tipleri farkh glivenilirliklere sahiptir, -

23.3.5. Egbaskinlik (ko-dominanshk)

Markérlesin egbaskin olmasy, yani her iki allelinin de ayirt edilebilmesi, bitki
tslahinda aranan bir dzelliktir, Izoenzim markotleri ile bir kisim DNA markérlert
esbaskin &zellik tagimaktadir,

23.3.6. Cevreden ve diger lokuslardan etkilenme

Motfolojik markétler tzerinde cevrenin ve bazen de difer lokuslarn etkili olmast
onlarin genetik analizde etkili bir sekilde kullantlabilmelerini kisutlamaktadie.
Aslinda bu gercek, motfolojik markétletin sayisinin sinitl olmasinda biylk rol
oynamaktadir. '

23.3.7. Fenotipi etkileme

Her bit bitki tirine ait ¢ok sayida mutant karakterler belirlenmesine ve bunlarin
pek ¢ogunun hatitalannus olmasina ragmen, bitki fenotipi iizerine olan olumsuz
etkilerinden dolayt bunlar matkdr olarak ragbet gérmezler. Bunlara Srnek olarak,
bitkilerde bodurluk, albino, erkek kusirhk mutantlazt verilebilir. Bu markdrler
agronomik agidan Snemli genlere bagli olsalar bile, bitki performansi lizerine olan
olumsuz etkilerden dolayt bitki sslaht programlarnda kullanilmazlar.
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23.3.8. Biitiin dokularda gézlenebilme

Her dokuda gézlenebilen IDNA markérlerinin aksine, morfolojik ve izoenzim
markorleri ancak belli gelisme dénemlerinde belli dokularda gézienebilicler. Bu
durum genetik analizin erken bir dénemde veya belli bir dokuyu tahrip etmeden
gerceklestiribmesitd imkansez kdabilir.

23.3.9. Allel sayist

Bazi markor tiplerinde ayn: lokusta cok fazla sayida allel olabilir. Bu durum
markorin farklihk derecesini (polimorfizm} yiikseltebilir. Bu tip markérler genetik

parmak izi tayininde ¢cok kullarughdir.
!

23.3.10. Otomasyona uygunluk

Gelecekte genetik analizin tarlada, dogrudan bitkilerden alinan kiicitk bir doku
pargast Uzetinde otomasyona dayali cihazlar kullanilarak cok kisa bir sirede
gergeklestirilmesi planlanmaktadir, Bu tip analizlerde, gerekli islemleri cok az olan
ve el defmeden gergeklestirilebilecek markdr analiz yéntemleri én plana cikacakur,

23.3.11. Genomdaki dagihm

Defisik tplere ait markérler genom tizerinde farkl dagths gdstermektedirler. Bu
farkilifin asil sebebi, genomlarda genletin ve diger kopya sayist az olan DNA
diziletinin kromozomlarin beili bélgeletinde yogunlasmalart gercegidir. Bu nedenle
dogrudan gen veya gen irinlerine dayanan markér sistemleri, genom {zerinde
tniform dafilan markérler veremezler.

23.4. DNA Markiérlerinin Molekiiler Esaslani

DNA markésdesi birgok farkli mutasyon smiflatinin bir sonucu olarak ortaya
cikarlar. Bunun en basit 6rnegi iki genotipi birbirinden ayiran tek bir nikieotidin
(bazin) yer defismest kadar kitgiik bir farkliltktir (Paterson, 1996a). Tek bir bazin
yer defistirerek bir enzimin kesim noktasint defistirmesi, DNA parcasiun
uzanluguna  defistirerek ilgii gézlem metodunda direkt olarak bir bireyin
genotipini temsil eden farkl: bir matkédr ortaya ctkarie. PCR metodunu temel alan
gozlemlerde PCR primerinin (baglaet DNA) baglanacagt bélgedeki bir bazdaki
degisiklik de ayn1 gekilde bir etkiye sahiptir. Alternatif olarak iki kesim bélgesi
arasindaki veya iki primer bolgesi aralifindaki yeni dizenlenmeler DNA
markérlerini meydana getiritler. Bu gibi yeni diizenlenmeler hareketli DNA
elementlerinin (transposable elementler) katidmasing, crkaridmasu veya ardistk
ofarak tekrarlanan siralarin kopyalanmasmdaki hatalart icerebilmektedir. Yeniden
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diizenlenmeler bircok farkli enzimler veya ayni bélgenin kargihkh kiydarinda
bulinan farkll PCR primerleri tarafindan ortaya gikarlabilen DNA markdslerini
meydana getirme egilimindedirler. Ote yandan, taban yer defistirmeleri sadece
belirli kesici enzimler veya PCR primetlerine 6zeldir. Bir kesici enzim tarafindan
belitlenen DNA  markérlerinin - difer  kesici  enzimler tarafindan  da
belirlenebildiginin  bulunmass, birgok bitki tirlerindeld DNA  markérlerinin
cogunun DNA’nin bdlgesel reorganizasyonunun sonucu oldugunu gdstermektedir.

23.5. Genom Analizi I¢in Kullantlan DNA Markétleri

Botstein »e ark. (1980) bitkiler ve hayvanlarnin molekiiler genetik analizinde takip
edilecek temel prensipleri belitlemiglerdi. Bu calismanm sonucunda, zna kesim
bolgelerindeki mutasyonlar veya komgu kesim bolgeleri arasindaki uzaklifin
degismesine neden olan mutasyonlarin DNA markotleri olarak gozlemlenebilecefi
belirtilmisti. Bu teknik RELP (resttiction fragment length polymorphism = kesilmis
parca vzunlugu farklhgy) olarak adlandirilmis ve genetik haritalama faaliyetlerinin
temelini olugturmustur. RFLP’ler insan genomunun ilk molekiller haritasinin
yaptlmasinda kullandmigtr. Ancak gok fazla neiktarda DNA istemesi ve allelik
zenginliginin kismen diigik olmast insanlarda ve deney hayvanlarinda yeni
tekniklerin bulunmasint zorunlu kilmusur. Bitkilerde ise RFLP nispeten daha
dnemli bir teknik olarak kalmmus ve birgok ana kiltir bitkilerinin detayll genetik
haritalarinin temell olmustur. ‘

Genom hatitalarinin hazidanmasinda DNA’nin temel alinmast iki énemli avantaj
saflamaktadir. Bunlar; 1) kaltsm bilgisinin elde edilmesinde markérler acisindan
sinirstz bir potansiyel kaynak olmas: ve 2) haritalar {zerindeki spesifik bazt
markoderin fonksiyonel genlerin kendisi clmasmndan &étliri, dogrudan belirli
genlere ulagmayt temin etmesidir.

Son olarak genlerin dizilerinin kotunmasi nedeniyle organizmalar arasindaki
benzerlikler farklt orpanizmalardaki ayni genlerin DNA markérleri olarak
kulianiimalarin saglamuglardie. Bu sekilde ‘kargilagtirmals haritalama’ (comparative
mapping) yoluyla sadece genlerin icerdigi bilginin degil, aynt zamanda kromozom
tizerindeki dizilimlerinin de uzun eviimsel faaliyetlere nazaran sabit kaldsg
gosterilmistit. Kargtlagtirmals haritalama genom analizinde olafantstl bir potansiyel
etkinlik énermektedir. Cinki bir organizmadaki genletin fonksiyonu ve yer
halkkindaki yeni bir bilginin diger ilgili organizmalardakinin biyiik oranda bit
benzeti oldugu kabul edilir.

DNA klonlama vektdrlerinin  kullanimast fiziksel haritalarin  gelistirilmesint
saglarnustir. Boylece bitki kromozomlar tzerinde genis bir bélgeye dagilmss olan ve
birbiriyle ¢akisan DNA  klonlarinin  belitlenmesi  sonucu  bistin  bitki
kromozomlarnin tam  dizisinin (ONA taban dizilimi) c¢ikardmasint saglayacak
Snemli bir adim atdrragtr,
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23.6. Genetik Markdrler Arasindaki [ligkiler

Genetik haritalama yiksek otganizmalann  genomlariin  kromozom  olarak
adlandiilan dogrusal (linear) dniteler halinde organize olmast ve tagmmast
gerceginin tespit edilmesiyle miimkin olmustur. Aynt kromozom iizerindeki
birbitine yakin penetik markérlerin ebeveynlerden déllere birlikte hareketi veya
‘genetik baglant’ olayt kromozom boyunca bulunan markédedn diziliminin
belirflenmesini saglarmstir. Ornefin, Sekil 23.2 dért genetik markérin bir ger
melezleme sonucu elde edilmis 20 adet doldeki durumunu géstermektedir, Sekil
incelendiginde B markértiniin diger markérlesdeki herhangi bir genotiple ilgili
olmadifs gorilmektedir. Yani B markéri A, C ve D’ye baglantili deildir. Bununla
birlikte A, C ve ID markétlerindeki genotipler bazt benzerlikler gosterir. Yalnzea
dort birey (1, 3, 10 ve 13) A ve C markérleri bakithindan farklt genotipe sahiptirler.
Iki birey (18 ve 19) C ve ID markésleri bakimindan farkl genotip gosterir. Benzer
sekilde bes birey A ve D martkérleri acisindan farklt genotipe sahiptirler. Bu durum
C markériiniin A ve D markérleri arasmda bulundugunu ve kismen Dye daha
yakin oldugunu gdstermektedir. Béyle bir analiz viizlerce veya binlerce markére
genisletilerek, markorler arasindaki iligkiyi gdsteren bit baglants haritast yapmak
mimkindir. Hatta bu basit geri melezleme populasyonunda gosterilen prensipler
gelistirilerek diger populasyon yapiart da baglant analizi icin kullandabilisler. Bu
populasyonlara 6rnek olarak heterozigot bireylérin kargtlikl melezlentmesi veya
kendilenmesi sonucu elde edilen F, populasyonlari, rekombinant kendilenmis
populasyonlar, katlanmis haploit populasyonlar veya acik tozlanmis populasyonlar
verilebilir.
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Jekil 23.2. Cicek rengi geninin bir geri melez populasyonunda 4 adet polimorfik markdr
kullandarak haritalanmast (Paterson, 19962’dan degistirilerek uyarlanmugr).
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23.7. Gen Haritalarinin Hazirlanmasinda Kullamlan Populasyonlarin Segimi

Bitkilerin genetik haritelanmin  yapmasinda  kendilerine has  avantaj ve
dezavantajlara sahip olan bircok farkli populasyon kullanidimaktadic (Tablo 23.1).
Bitkilerdeki bircok genetik haritalama populasyonlars homozigot anaglar arasinda
yapilan gaprazlamalardan elde edilmistir, Ancak, sekerkamugs, patates ve yonca gibi
kendilenmeye karst toleransli olmayan birgok bitkt titleri heterozigot bireylet
arasindaki caprazlanmaya dayanmak zorundadw. Bu tip bitki populasyonlarinin
genetik analizi ‘kesilmis parcaciklarin tek dozunun dagdimina bafumbdr (Wu v
ark., 1992). Fy melezinin anaglardan birine (tekrarlanan) melezlenmesi ile sadece
bagsslayict anagtan gelen alleller agisindan  daiim  gOsteren bir geri melez
populasyonu ¢abucak uretilebilir. Geri melez bireylerinden her biri homolog
kromozom ciftlerinden yalnizea biti agisindan rekombinanttir ve yalntzea bir
mayoz bélinme gegirir. Dolayisiyla bir genel anagtan gelen markdr allelleri
arasindaki iliski oldukga kuvvetli bir sekilde devam eder (baglant dengesizlify). Geri
melez populasyonlart genellikle zorunluluk durumunda iretilit ve kullandlar.

Tablo 23.1. Farkh genetik hazitalama populasyonlarsmm dzellikleri.

Her bir birey Her bir gamette I—Ieﬁ)ir Uretmek

igin bilgi gerceklesen lokusta icin gerekli  Tekrarlamal
Populasyon | verici gamet  rekombinasyon muhtemel generasyon teste
cesgidi say1s sayisi genotip sayisi sayis uygunlugu
KH 1 X 2 2 Uygun
Ger melez 1 X 2 2 Uygun degil
Fz 2 X 3 2 Uygun degil
RI 1 2x 2 6-8 Uygon
Intermated 2 x+(xn/2) 3 n* Uygun degil

*Iipik olarak n=4'dliir, fakat baz 8zel duramlar igin bagka sayilar kullanilabilir.

F; hibridi kendilenerek veya kardesi ile ¢aprazlanarak Fy populasyonu tretilebiiir.
Herbir Fo bireyi homolog kromozomlarin her iki ¢ifti agsindan rekombinanttir.
Ancak, aynt geri melezlerde oldupu gibi yalnizca bir mayoz béliinme gegirmistir.
Herbir homolog kromozomun farkli rekombinasyon olayt iermesi gercefinin bir
sonucu olarak bir Fz bireyi bir geri melez bireyinden iki kat fazla bilgi icermektedir.
Biitiin muhtemel anag allellerinin kombinasyonlarint (AA, Aa, aa) icermesi, kolayca
lretilmeleri ve daha fazla bilgiye sahip olmasi nedeniyle F, populasyonlar,
bitkilerde en yaygin kullandan genetik baglantt haritalama populasyonlats
olmuslardsr.

Katlanrug haploidler (doubled hapleids) anter kiiltirine uygun olan baz bitki
tirlerinde ve Hordeumr bulbosum teknifine uygun olan arpa bitkisinde yaygin olarak
kullantlmaktadsr. Katlanmus haploidler (IKH) tek bir polen tanesinden bitkilerin
cogaltimas: ve kromozom katanmasinun tesviki tle Gretilmektedirler.
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Bitkinin iki aynt homologa sahip olmasindan dolayi rekombinasyona ait bilgi
miktar1 bir geri melezinki ile aynidir. Bununia bitlikte, KH bireyleri tamamen
homozigot olup, kendilerne yolu ile genetik olarak birbirinin aynist gok fazla
miktarda dol tretilebilir. Bu, fenotiplerin tekrarlamall testine imkan verir ve aynt
zamanda ICH populasyonlarinin bircok farklt aragtinclara dafitdarak genotipler
haklkinda oldukga detaylt bilgi toplanmasim mdmkiin kilar. '

Homozigot populasyonlar rekombinant kendilenmis (RI} hatiar iiretilerek de elde
edilebikr. Bu durumda bitkilerde F; bireyleri defalarca kendilenerek ve tek tohum
nesil (single seed descent) yontemi ile RI populasyonlart liretiimektedir (Taylor,
1978). Kendleme sonucu heterozigot bireylerin kaybedilmesiyle homozigotluga:
ulagtlmakta ve dolayistyla yeni rekombinantlarin olusma sanst azalmaktadir. RT bitki
populasyonlart Fz populasyonlarma nazaran homolog basina iki kat daha fazla
rekombinasyona ait bilgl icermektedir. Ancak yukarida da ifade edildigi gibi RI
biteylerde iki homolog birbirinin ayni olmasina karsilk, Fy bireyleri her biri farkh
bilgi bagislayan iki homologa sahiptirler. Dolayisiyla R bitkileri yakin baglantdarm
ortaya konmast agisindan Fs bitkileriyle hemen hemen aynt mikrarda bilg sajlatlar,
Ancak, RI populasyonlarinin en biiyik avantajlazt KH’de olduju gibi cok sayida
birey elde edilebiimesi, homozigot bireylerin . tohumlartmn farklt arastincilara
gonderilebilmesi, farkll cevre kogsullarinda fenotiplerin  gdzlenebilmesi ve
¢alismalarin tekratlanabilmesidir. :

Farkli amaglar icin farkli genetik haritalama populasyonlart tercih edilir. Eger daha
bnce tzerinde ¢ahglmammis bir organizmanm ik genetik haritasinin yapdmast
amagclantyorsa, Fa ve geri melez populasyonlatt genis araliklara sahip martkérlerle bu
amaca kolayca hizmet ederler. Eger detaylt bir genetik haritada yakin bulunan
markétlerin sirast ve mesafeleri belirlenmek isteniyorsa Fller arast melezlemeler
(intermated) yoluyla tiretilmis populasyonlar en uygun tercihtir. Cevreden fazlaca
etkilenen kompleks yapiya sahip fenotiplerin genetik analizinde ise rekombinant
kenditenmis ve katlanmis haploid populasyonlar tekrarlanabilis arastiemalara firsat
tanumalari ve genetik olmayan faktorlerin veri lzesindeki etkilerini en aza
indirmeleri nedentyle idealdirler. Farkli haritalama populasyonlarinin baz: avantaj ve
dezavantajlars Tablo 23.1°de 6zetlenmistir,

23.8. Genetik Haritalar {le Fiziksel Haritalanin Yakinlign

Bitkilerin birgogunda kromozomlar mikroskopla incelendiklerinde; biiyiikliklerine,
farkl kromozom kollarinin nispi uzunluklatina, bazt spesifik bogum ve yumrulara
veya kimyasal olatak saptanabilen bant yapiarna gore siniflandirtlabilider.
Molekiiler markéeler yoluyla olugturulan genetik haritalarin bulunmasinda, anormal
ktomozomlarin  bulundugu  genetik stoklar Gzerinde yapidan calismalar, bu
kromozomlar {izerinde bulunan genlerin yapidart hakkinda oldukea fazla bilgi
saglarmistr. Bu bilgiyl daha iy kullanabilmek igin molekiiler haritalarin baglanti
gruplarint sitolojik olarak tanman kromozomlarla iliskilendirmek énemlidir. Bu
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amaca yénelik en yaygin yaklasim yolu andploid (aneuploid) genetlk stoklatin
kullandmast olmugstur. Ornegin, domateste 12 kromozomdan herbiri icin trizomik
olan bir genetik stok serisi DNA markérlesiyle birlikte farklh baglant gruplarnn:
hartitalamada kullandmugtir. Bir trizomik kromozoma baglanan DNA markérler:
normal bir kromozoma baglanan markére nazaran %50 daha fazla yogunluga sahip
sinyal vermistit {Tanksley, 1993).

Poliploid olan bitkiler genellikle kromozom kayiplarmi tolere edebilisler. Ornegin,
bugdayda nulizomik (nullisomic) veya daha genis bir ifadeyle anéploid stoklar
kullanilarak bir cok DNA markétleri kromozomlara yerlestisilmistir (Anderson ve
ark., 1992). Pamuk kiltir tutlerinde 26 kromozomun herbirt bagka bir tire
yerlestirilmis ve bu yer degistiren kromozom Uzerinde bulunan DNA markétler
RFLP yéntemiyle belitlenmistiz (Paterson ze ark., 1996). Kismen yeni bir yaklagim
ise sitolojik. ozellilkleri bakimuindan kolayca ayut edilemeyen kromozomlarin
molekiiler haritalar yontemiyle belirlenmesidie. Tn-situ hibridizasyon iglemi (ISH)
DNA problasinin  kromozomlara direkt olarak uygulanist olup, bir DNA
elementinin bir organizmantn kromozomlart boyunca dagilimmi aragtiemak icin
kullanddan kuvvetli bir metottur. Bu teknik ardigik olarak tekrarlanan DNA
elementlerinin verlerini belirlemede kullanlmaktad®t. Bu elementlerin binlercesi bir
lokasyonda bulunur ve oldukca yofun bir sinyal tretiter (Sekil 23.3). Zor olmasina
ragmen ISH ayni zamanda tek kopyaya sahip elementlerin yerinin bulunmasinda da
kullanilir. Bu teknik sadece genetik baflantt gruplarnini belitli kromozomlara
atfetmekte kalmaz, aynt zamanda tekearlamalt DNA elementlerinin genom boyunca
dagthminn caligmasinda da oldukea etkindir.

23.9. Farkh Titlerin Haritalaninin Birbiriyle Olan ligkisi
(Synteny veya Kargilagtirmali Hatitalama)

Son 20 yida yapilan molekiiler genetik ¢alismalarn, milyonlarca yil énce birbirinden
ayrilmig tisler arasinda gen repertuarlart acisindan oldukea biiyitk benzerlikler ortaya
cikarmustir. Farkls tirlerdeki genletin benzerlifi, musir ve sorgum gibi birbirine
yakim olmasina ragmen birbiriyle melezlenemeyen ve dolayisiyla baglanti analizine
tabi tutulamayan tiirlerde genlerin kromozomlar boyunca organizasyonundaks
benzetlikler ve farkliliklarin belirlenmesini temin etmektedir.

Karstlagtirmali hatitalama birbiriyle melezlenemeyee tiitlerin kromozomlarinda gen
dizilisindeki benzerlik ve farkliiklarin caligilmasidir. Bircok ana drfinlerin ve model
sisternlerin - birbirlerinden  ayrdmasinr  sastlacak derecede kiglik kromozom -
degisikliklerinin  (inversiyon ve transiokasyon gibi) safladigini  gostermede
lallanilmsstir. Ayni zamanda kargtlagtirmall haritalar bir tiriin haritalanmasindan
elde edilen bilgilerin hizli ve etkili bir sekilde akraba tiirlere de uygulanmasmi
saglamugtir.
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Jekil 23.3. CS+4V adisyon hatt ile Yangmar-5' (4V(4D)) substitisyon
hatttim melezlenmesi sonuci elde edilmis olan F1 bitkisinin mitotik polen
ana hilcrelesinin - bir  Dagpyrum  villossm - spesifik  prob  (p380) ile
melezlenmesinden elde edilen in-situ hibridizasyon motifi. Eslegmis olan 4V
kromozomian ok ile, univalent 4D kromozomu ise ici bos ok bags ile
gosterilmektedir (Yildinm oo ané., 1998}

Katgilagtiemalt haritalama iki farkl tiirdeki genetik markétlerin genel bir setinin
{ortolog) analizini ve bunlann  kromozomlar {zerindeki dizilimlerinin
degetlendirilmesini icermektedis. Kullaniimak zoranda olunan genetik markérer iki
spesifik kritere sahip olmalidir (Sekil 23.4). Birincisi, kargtlagtirmalt haritalama farkls
bitki tiitlerindeki ortolog genetik lokuslarn analizi iizerinde olmalidir. Ortolog
olmast igin genetik lokuslar genel bir ata lokusundan elde edilmek zorundadir.
Ortoloji allelizme benzerdir, aradaki fark tirlerdeki bahsedilen lokuslarin seksiiel
olarak melezlemesinin yaplamamasidir. Dolayisiyla, klasik anlamda bir direks
allelizim test miimkiin deildir. Karsiastwmalt haritada karstlagtlan en yaygin sorun
DNA dizilerinin, Ustinde calisdan tirlerin her birinin genomunda yalntzca bir
yerde bulunmastdir. Bu kritere uyan bir DNA dizisi radyoakdf veya floresans
teknii ile etiketienerek her bir tirden alinmus olan genomik DNA’va uygulamast
yoluyla kolayca belirlenir. Eger etikenlenmis prob yalntzea tek bir genomik DNA
pargast ortaya tkarirsa . genom igerisinde yalntzca bir bolgede bulunmast
muhtemeldir. Kargtlagtirmals haritalama icin kullandan genetik markorlerin ikinci
problemi farklt tirlerde benzer sekilde korunmus olarak bulunmak zorunlulugudur.
Boylece genomdaki ortolog lokuslar degerlendirilebilir. Bu amacla 6zellikle
cDNA’lar ortolojinin belitlenmesi icin kuilanghiditlar.
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Sekil 23.4. DNA markérlerinde karsilastiroeait haritalama icin thtivag duyualan ortoloji ve
korunmugluk kriterleri. Ortolog lokuslar genel bir atadan miras alindigt bilinen lokuslar olup
karsilagtirmals haritalamada tercih edilider, Bunun en énemli nedeni Sorgum ve Celtik gibi
farkli tki taksondan gelen bitkilerin herbirinde yalnzca bir lokusu belidleyen DNA
markoren tarafindan ortaya gkanlmalandie. Paralog®okuslar da genel bir atadan miras
abiemuglardir ancak birbinyle kesisen duplikasyonlara sahiptider. Farkl taksonlardaki bu tip
lokuslar arasmda digkinin tesist oldukea zotdur ¢linkii lokuslar arasinda bir cok farkls
kombinasyon ihtimnali meveuttur. Son olarak, yalmzea bir taksonda bulunan genetik lokuslar
da {spesifiklik) karglastirmalt haritalama icin aygun degildir (Paterson, 19962).

Etkist gortilen genler bitkilerdeki spestfik fonksiyonlardan sorumlu oldugu icin, gen
veya genlerin yapisinda meydana gelen mutasyonlar fenotipteki bir defisiklik
yoluyla hizhca belirlenebilmekteditler. Mutasyonlar blyitk oranda tesadiifi bir iglem
oldugu i¢in, cofu orijinal allele nazaran daha az adapte olmusglardie ve boylece gen
havuzundan dogal veya suni seleksiyon yoluyla hizlt bir sekilde elimine edilisler. Bu
nedenden &tird  etkisini gosteren diziler yavagca gelisme efilimindedir ve
karglastironalt haritalama igin dzellikle kullamglidirlar,

Yalntzea, bir kistm DNA markér teknolojisi kargilastirmalt analiz icin uygundur.
Bugine kadar yapilan kargilastirmali haritalatin  ¢ogu DNA  probu  olarak
cDNA’latmn kallanildsgs RFLP analizine dayanmaktadit. Kargtlasttemali haritalama
gin PCR’y1 temel alan en uygun teknik bélinerek cogaltdmis polimorfik diziler
(CAPS) teknigidir. CAPS markérleri <DNA’lardan elde edilebilir. Bdylece, hem
ortoloji hem de koruma kriterine uygundurlar. PCR’yi baz alan tekniklerden olan ve
lokusa spesifik DNA primerlerini kuflanan ‘basit dizi tekrarlart (SSR veya
mikrosatelitler)” ve ‘dizisi etiketlenmis alaniar (STS) kargdastrmalt haritalama icin
bazen uygun olsalar da, RFLP veya CAPS’tan daha az sikitkta kullantirlar. Bu tip
sistemler lokusa spesifik olduklart igin prensipte ortoloji tespit edilebilir. Bununla
birlikte CAPSlarin aksine rasgele primer dizileri genellikle korunmus dizilerin
icinde bulunmadifs igin farkll tirlerin DNA’sinda homolojiye sahip olmalart pek
mimkin degildir,
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PCR’yi temel 2lan ve ‘tesaddft’ primerleri kullanan RAPD, AP-PCR (rasgele primer
kullantmina dayanan PCR), DAF (DNA cogaltimyla parmakizi) ve AFLP
teknikleri  kargiagtirmali  haritalama  i¢in  uygun  degillerdir.  Karstlastirmal
haritalamada bu tekniklerin uygulanmasindaki zorluk her birinin es zamanlt olarak
birbirinden  bafumsiz  birgok  genetik lokuslart  ortaya  cikarmalarindan
kaynaklanmaktadur.

Bununla birlikte prensipte bireysel RAPD ¢ogaltma firlinleri, lokus spesifik PCR
primetleri (SCAR-ES veya karakterize edilmis dizilerin ¢ogaltddigt ‘bélgeler)
gelistirilerek kargilagtirrnal analiz igin daha uygan hale getirilebilirler. Kargilagtirmals
haritalama agisindan disunildiginde SCAR, klonlanan elementin genellikle bir
cDNA olmadift mikrosatelitlere benzemektedir. Béylece, SCAR bélgeleri tiir
boyunca korunmus olabilir veya olmayabili, ! '

23.10. Genetik Markdr Tipleri ve Analiz Metotlar

Bu béliimde genetik markérlerden en cok kullandan bazdarnnin tanstimt ve analiz
metodlannin  incelenmesinden sonra, yukanda tartsilan keiterler bakimmdan
degerlendirilmeleri yapilacakur. Ayrica markérlerin kullansmlanni etkileyen sglc,
masraf ve zaman gereksinitnleri incelenecektir,

23.10.1. Morfolojik matkérler

Cok uzun zamandir bilinmelerine ragmen sayilarinin az olugu yamunda cevreden ve
diger lokuslardan etkilenmeleri nedeniyle fazlaca kullanilmamnaktadidar. Ayrica
¢ofunlukla dominant Szelliktedirler yani sadece dominant fenotipi (AA ve Aa)
resesif fenotipten (aa) ayuabilirler. Heterozigotlart (Aa) homozigot dominantdan
(AA) ayut edemezler. Asil avantajlart analizlerinin kolay olmasidir. Haritalama
populasyonunda yapilacak bir gézlem ile kolayca belirlenitler. Genetik haritalarda
kullanilan morfolojik markotlere éraek olarak arpada gbvde mumbalugu, kdcigin
kaba veya dilz olmasi, rachilla tiylikigi verilebilir (Kleinhofs ve ark., 1993).

23.10.2. Protein markérleri

Protein markdrleri, depo proteinleri ve enzim proteinleri olarak iki ana gruba
aytilirlar. Depo proteinleri bir jel Gzerinde harelet ettirilip boyandiklaninda, farkl
genotiplerde ortaya gkan yapt farkldddlan genetik markér olarak kullandabilir.
Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin bu
amacla yaygin olarak kullandmaktade (Sekil 23.3). En 6nemli avantajlar
analizlerinin gabuk, giivenilir ve tekratlanabilir olmasidir. En biiyik dezavantajlar
ise, saytca cok az olmalandhr.
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Selkdl 23.5. (Hope x Cappelle-Desprez) x {Highburry) melezlemesinden elde
edilen 10 adet délde FIMW glutenin (1AL, 1BI# ve a-gliadin (1AS, 1BS) bant
yapilan (Payne » ark., 1982).

Enzim markorleri kendi icinde iki ana grup altnda incelenebilic. Alloenzim,
bitbirinden ayut edilebilen allelleri bulunan enzimleri ifade etmektedir.
Alloenzimler ayn genm farkh allelleri tarafindan meydana getiribmektedir. Ancak
pratikte bu kavram icin yanhshkla izoenzim tabiri kullanidmaktadsr. [zoenzim, farkl
genler tarafindan firetilen, ancak birbirine ¢ok benzeyen enzimleri ifade etmektedir.
Bu kavram kargasast literatiirde ¢ok yaygin olarak bulunmakea ve birbirleriyle yer
degl;tmlefek kullanilmzktadir. Alloenzim veya izoenzimlerin birbirinden ayirt
edilmeleri icin de elektroforez teknigi kullanihr. Bir jel igine yiiklenip elektrik
ortaminda tutulduklarnda proteinler tagidiklart yik ve kitlelerinin oranmna (toplam
yiik/kiitle) gore farkli hizlarda hareket ederler. Daha sonra ilgili proteine ait segici
boyama teknikleri kullanimiyla proteinin jel icinde bulundugu pozisyon beliclenir.
Bu pozisyona gore farkll alleller tanimar (Sekil 23.6). Enzim markdrlerinin temel
avantajlant analizlerinin ¢abuk, ucuz ve givenilir olmasidir. Cevreden ve difer
lokuslardan etkilenmezler. En biyik dezavantajlan sayilarion ¢ok az olmasidu.
Diger bir énemli dezavantaj ise bazt alloenzimlerin ancak 6zel dokularda ve bell:
bir gelisme déneminde gdzlenebilir olmasidie {(van den Berg ve ark., 1983).
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Sekil 23.6. Petunia bitkisinde prxcB2 ve prxB3 allelerinin Rp7 geni (trans-acting regiilasyon
geni) agisindan deisik gelisme donemlenndeki actimlanni gésteren izoenzim jeli. ('1)
Cigeklenme doneminde olgun bitkilerden alinan Stneklerde, (b) geng bztkﬂerm yeni
yapralkiarindan alinan érneklerde ve (¢) geng bitkilerin erken ve ge¢ dénemde alinan yaprak
orneklerinde belirlenen degisik izoenzim bantlannin gbriintiimit (van der Berg » ark., 1983).

23.10.3. DNA markoderi

DNA markérleri farkl: genotiplere ait DNA nikleik asit dizilis farkhligns cegithi
sekillerde ortaya koyan markérlerdir. Bunlar; 2) DNA melezleme markétleri ve b)
polimetaz zincir reaksiyonu kullanimina dayalt DNA cofalum markétler olmak
lzere tki grup altinda incelenitler.

23.10.3.1. DNA melezleme markorleri (RFLP markorleti)

Bu markétler cesitli- sekillerde etiketlenmis bir DNA pargasinn (prob DNA)
arastirtlan bir  DNA  Ornegindeki benzer veya ayni dizilisteki DNAya
melezlenebilmesini baz almaktadir. Bu teknik, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) analizi ile ¢ok yaygin bir kullanim alant bulmustur. Her ne kadar
baska formlarda kullanirm séz konusuysa da, en énemli kullanim alam RFLP
oldugu igin bundan sonraki tartigmalarda bu grup icin sadece RFLP markorleri
terimi kullandacaktir.
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RFLP analizi, dokulardan izole edilen genomik DNA’nin nukleik asit dizilislerini
tantyan DNA kesim enzumlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob DNA’nm
melezlendigt DNA etrafindaki farkll kesim yapilarinmn saptanmast esasina dayanur.,
Genomik DNA’nin kesimi tipik olarak 4-6 niikleotid tantyan enzimlerce yapilir.
Kesim sonrasinda DNA  bir jel destek sistemi icinde elektroforeze tabi
tutuldugunda tasidifs negatif yliklerden dolay: pozitif yone dogra hareket edecektir.
DNA’nin bu hareketi kitlesinin logaritmasiyla ters otantthdir. Yani kiigik
pargaciklar daha izl hareket edeceklerdir. Kesilen pargalar elektroforez sonucunda
jel iginde bilyiikliklerine gore siralanurlar. Bu siralanma sonrast DNA jel ortamdan
daha kullanislt olan naylon filtrelere tek ipgik halinde Southern transfer metoduyla
transfer edilir (Sekdl 23.7a).

DNA’yt jel tlzerindeki diziliginin aym sekliyle tek iplik halinde tagtyan filtreler
lGzerine cesitli bigimlerde (¢ogunlukla radyoaktif 2P ve radyoaktif olmayan
chemiluminescent sistem ile) etiketlenmis ve tek iplik haline getirilmis prob DNA
uygulanir. Eger prob DNA ile filtredeki DNA birbirinin aynt veya benzeti ise prob
DNA kendisine benzer dizilisi tagtyan parcamun lzetine yapisir. Karglastedlan iki
genotip arasinda prob DNA’ntn yapistigt bélge etrafinda DNA kesim enziminin
kesme motift bakumindan bir farkllik (polimotfizfh) varsa probun yapist parca
blyGklagi ki ebeveyn arasinda defisiklik gosterecektir. Prob IDNA {izerindeki
etiketin gdzlenmesiyle iki ebeveyne ait DNA’lar birbirinden ayut edilir. Bu ayirt
etme bir agilma populasyonunda yvapildiginda aglim gdsteren bireylerin prob
DNA’nin temsil ettii lokus bakinindan genotip analizi tamamlanmis olur (Sekil
237 b).

Prob DNA’nin membran izerindeki genomik DNA’ya melezlenebilmesini ikisi
arasindaki nikleik asit baz dizilisi benzerlifi belirler. Bu durum melezlenmenin
yapldift ortam sartlaniin (sicaklik, tuz konsantrasyonu vs) degistirilmesi ile
tarklilde gosterebilie. Prob DNA ile membrandaki DNA arasindaki benzerlik ayni
tir iginde bir problem degildir. Hatta cofu zaman farkls tirler arasinda da
melezlenmeye yetecek kadar benzerlik bulunmaktadi.

RFLP teknifi kesim enziminin tamdis bolgedeki tek nikleik asit baz degisikligini
dahi tanir. Tanuna yerinin baz dizilisi degisikligi farkl genotipler arasindaki
polimorfizmin bir sebebidir. Ancak, bu polimorfizrn daha yaygin olarak kesim
enziminin tanidif ki kesim bélgesi arasinda parca eklenmesi (insertion) veya
cikmasindan (deletion) kaynaklantr.

RFLP teknigi ile kullandan prob DNA’nin temsil ettifi lokus analiz edilmektedit.
RFLP prob’u olarak geneliikle 200-2000 baz uzunlufunda DNA parcalan kullanilir.
Prob DNA’nin en énemli 6zelligi genomda az sayida kopyasinm bulunmasidir.
Genomda tekrarlanan dizilisleri tagiyan DNA parcalass prob olarak kullantdiginda
membran lzerindeki pek gok yere yapsiclar ve sonugta analizleri imkansizlasir.
Pratikte RFLP probu olarak gen driinleri olan mRNA’nin DNA’ya gevrilmis hali
olan ¢cDNAar kullandw. Genler copunlukla 2z kopya olup kendilerine &zgii
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diziligler tagidiklart icin <cDNA’lar da az kopya olutlar. cDNA’lar diginda az kopye
oldupu belitlenmis olan genomik DNA parcalart da RFLP probn olarak
kullanlsrlar.,

Genomik DNA
% DNA pargalannin
hareketi

32 te igaretionmis

isaret markard
"4
T Prob DNA'nIn
Flektroforez V hibsldizasyonu
Gozelt stingerden kadit
havtuya dofiru gikas ve
PRA'y fittraye tagir
(a} Hadst havlu. . !
)
e Benzer pargaya
Sshnger - yapisan prob
Jel )
Naylon filtre
Tuz gozeitist
Riltreye
Xetgint filmingn
uygrdanmas
Fittreye transter
almug DNA
Oteradyogram
( b } K F oafomumememrmrvmemimmam Fa - e

12 33 22 3 3 2133 3 212

105kbp
Békhp g
5.9 kbp

i

H

Sekil 23.7. (a) Jel elektroforezi ve Southem transfer metodunun sematik gosterimi
(Griffiths ve ark., 1996’dan.uyarhinmugtit). (b) Kishimoto w ark, 1994’ten alinan ve geltik
bitkisinde ADP-ribospiation faktdrlt homolog gealerinin bir Fa populasyonundaki agtanim
gosteren bit RFLP jeli. KJF: anaglar (Kasalath ve FL134); Fa aciim gosteren populasyon; 1
Kasalath tipi bant; 2: FL134 tipt bant, 3: her iki bant (heterozigot bireyles).

RFLP markérlerinin cok Snernli iki avantaji vardir. Bunlardan birincist tiirler,
cinsler ve hatta familyalar arasinda transfetleri mimkiindiar. Béylece, bir bitki
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titinde bit RFLP markért bix kez haritalandifinda akraba pek ¢ok bitki sistemt
icin o haritalama bdlgesinde potansiyel bir markdr bulunmaktadir. Tahul cinsleri
arasinda bu sekilde RELP markorh transfer etmek cok rutin hir iglem olmustur,
RFLP markorlerinin  dier onemli avantaji ise govenilic olmalardie, Farkls
laboranatlarda  ve  arastintcdlanin elinde  tamamen aym  sonuclar  elde
edilebilmektedir. RFLP markérlerinin egbaskin (ko-dominant) ozellikte olmas:
diger bir avantajdir. Boylece heterozigot bireylerin de karakterize edilmesi miimkiin
olmaktadir. Polimorfizm oranlaz ise orta diizeydedir.

RFLP markérlerinin en dnemli dezavantajlart arasinda analizlerinin pahal olmasi,
fazlaca zaman ve isglcil perektirmesi gelmektedir. Bitkiden doku alindigr giinden
itibaren ilk sonuclartn almmas: 10 ginden dnce mimkin olmamaktadie. Ayrica
vaygin olarak radyozktif etiketleme yapsimasi dnemli bir dezavantajdie. Etiketleme
kimyasal olatak yapilabiliyorsa da hentiz radyoaktif etiketieme kadar etkin degildir.
RFLP analizi igin fazla miktarda (10-20 pg) ve ylksek kalitede DNA gerekiidir.
Teknigin son bir dezavantajt ise RFLP markérlerinin genomlarda dagilisi ile ilgilidir.
Genomlarda az kopya olan dizilisler belli nokealarda kiimelendikleri i¢in RFLP
markdrleri genom Uzerinde rasgele dagilis gostermezler. Bu markdelere dayals

haritalarda yaygin olarak biiyiik bosluklar goriiebift (Walton, 1993).

23.10.3.2. Polimeraz zincir reaksivonuna dayanan markér teknikleri

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) DNA polimeraz
enziminin kullanilmasiyla suni sartlarda DNA dretilmesini ifade etmektedir. Bu
Gretim icin 6-25 niikleotid uzunlugunda baslatict DNA’lar (primerler) gerekir.
Reaksiyon ortamunda ayrca pH'yt ve tuz konsantrasyonunu optimum hale getiren
tampon ¢ozelti, polimeraz enziminin ihtiyag duydugu MgSO4 ve DNA (retiminde
kullanulacak A, T, G, C ntkleotddlerinden her bird bulunus, Polimeraz enzimi, bu
baglatet DNAnin bir kalpp DNA Gzerine baglanmasindan sonra, onu bir uctan
uzatinaya baslar ve kalp DNA’nmn aynsint tretir. DNA lretim islemi birbieini
izleyen bir seri gok spesifik sicaklik devrelerinde yapilir. Once 95 °C civarinda bir
steaklik kullanmmyla kalp DINAnin ¢ift sarmal yapis: agdir ve DNA tek iplik haline
getirilir. Sonra 30-60 °C arasinda bir sicaklikta baglatict DNAnin kalp DNA’ya
yapismast saflanir. Son olarak da 72 C%de DNA {retimi yapilir. Bu devreletin her
birinde sadece 1-2 dakika kullandir. Bu ii¢ devre istege bagh olarak defalarca
(normatde vaklagtk 30-45 defa) tekrarlanir ve DNA Uretimi tamamlangug olur
(Sekil 23.8).

PCR reaksiyonu ile hangi dizilis tizerinde DNA tretimi yapilacaint belirleyen iki
fakttr vardie. Bunlardan en dnemlisi baglatier DNAmin kendi diziligidir. Yeterl
uzunjukta spesifik diziligler kullandmasi durumunda genomun ¢ok spesifik bir
bolgesine ait DNA dretilir. Kisa ve rasgele diziliste baglaticilar kullandma
durumunda ise rasgele boigelere ait DNA dretilir. DNA dretiminin yapilacaBi yeri
belicleyen ikinci faktdr baglatics DNA’nin yapismastnin gerceklestirildii sicaklik
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derecesidir, 30-40 °C gibi diglik sicakliklara inildiginde baslatict DNA pek cok yere
kolayca yapisacad: i¢in pek ¢ok yere ait spesifik olmayan DNA tretimi yapilir.
Yapsgma stcakhifmin yiiksek wutulmasiyla (55-60 °C) ise baslaticc DNA sadece
spesifik bolgelere yapisie ve buradan Gretim yapat.

Gift iplikcikii DNA kalibs

5

5 S S =3
3 3 BT Rt PR R Y . B
iptikgiklerin . o e e
(a) g5 °g s L e O W e WO O
ayrilmasi 2
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ayriimasi ve yeni 95 °C
, primeylerin yapiimasi
3 5 i
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(aYdan {6}'ye kadar olan islemin 30-45 kez tekrar:
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¢y Tag polimeraz
enzimi ile
uzamasi

Primerierin
72°C

~ $ekil 23.8. Polimeraz zinci reagstyonunun sematik gosterimsi. (a) Ba§lang§c materyali olan
cift iplikii DNA molekilldl ssitdarak, ipliklerin birhirinden ayrdmast saglanur, {b) Reaksiyon
sicaklig diigtiriilerek baglatics DNA pargalanin (primerlerin) DNA ipliklerine 3’ kisrundan
yaptgmalart temin edilir. (¢) Tag polimeraz enzimi kaip DNA’y: tamamlayicc DNA
iplilderin: sentezlemeye baslar. Bu uzama islemni difer primern baglandigr nokradan dzha
tleriye gidebilir. (d) Reaksiyon karigimm tekrar wsitlarak islem yeniden baglatiir. Bu asamada
hem orjinal hem de kopyalanmus ofan iplikler aynilarak, ki orijinal DNA ipligi ve iki tane de
yeni DNA ipligi elde edilic. Daha sonta bu ipliklerin her bitine yeni primerler eklenerek
tekrar DNA Gretimi gerceldestiriir. Yeni iiretilen DNA ipliklerine baglanan primerler iki
primer arastada kalan bélgeyi tamamiadiklant icin oldukez spesifik DNA pargastnin tiretimi
saglanmus olur. Ayn: zamanda orfjinal DNA'dan degisik uzunlakta DNA tretimi de devam
etmekredir. Bu islem defalarca tekrarlanarak hedef DNA pargasmin iiretimi saflanmis clur.
Osznegin bu islem 40 kez tekrarlandigmda bir DNA molekiilii 240 = 1022 kez gogaltilmas
olur.

Farkh genotiplerde DNA dizilisinin farkli olmast nedeniyle ayni baslatica DNA
kullandmast ile farklt DNA diretimleri elde edilir. Bu farkls iiretimler genetik markor
olarak kullanimaktadir. Bu sekilde ok defisik tipte DNA markdr tipleri
gelistirilmigtiz.
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23,10.3.2.1. Rasgele gogaltulmis DNA farklihigi (RAPD)

RAPD ( olarak adlandirlan bu teknikte 6-10 niikleotid uzunlufundaki baglatct
DNA%ar kullarularak genom tizerinde rasgele bélgelerin DNA amplifikasyonu
gercellestitilir. Reaksiyon sartlaninmn spesifik olmamast rasgele ¢ofaltima izin verir.
Yaygin olarak diger PCR uygulamalarinin aksine iki degil bir baglaticr kallandsr.
Ancak bu baglatct her iki yondeki DNA iretimi igin de kullanihr. Dolayistyla
kullantlan baglaticinin DNA iizerinde bitbirine yakin iki bélgeye yapisabildigi
genom bélgelerinin amplifikasyonu yapilir. Uretimi yaptlan DNA parcalars bir
agaroz jel Gzerinde elektroforeze tabi tutuldugunda bazi parcalarin bazi
genotiplerde tretilip baztlarinda tretilmedigi goztenir (Sekil 23.9). Bu islem acilan
bir populasyonda yapidiinda ebeveynlere ait Gretim motiflerine bakarak déllerin
genotip analizi gerceklestirilit (Welsh ve McClelland, 1990).

RAPD tekniginin avantajlan arasinda ¢abuk sonug vermesi, ucuz olmasy, az i glici
gerektirmesi, az miktarda ve diigik kalitede DNA’ya ihtiyag duymast gelmektedir.
Ayrica polimorfizm orant ¢ok yiksektir. Bu Ozellikleri itibariyle otomasyona
uygundur. Ancak teknifin bazi dezavantajlari vardir. Bunlardan en Onemlisi
gitvenilirliginin gok smult olmasidir. Farkl labgratuarlarda, farki aragtricilatin
elinde ve hatta bir termocycler cihazindan diferine farklt sonuglar elde
edilebilmektedir. Teknigin diger dezavantajlart arasinda dominant ézelikte markor
vermesi ve bu yolla elde edilen markdrlerin diger haritalara transfer edilememesi
gelmektedir (Walton, 1993).

23.10.3.2.2. Cogalulan parga uzunlugu farkhlign (AFLP)

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) teknigi RAPD teknifinin
dezavantajlarint gidermek tizere gelistiriimistir. Bu teknikte genomik DNA énce
birisi alts, digeri ddrt taban tamiyan iki kesim enzimi tarafindan kesilir. Kesilen
parcalasin uglarmna nitkleotid dizilisi sentetik olan DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik
DNAain nitkleotid diziligini de tagiyan baslatict DNA’ar kullanimuyla nispeten
spesific DNA cogaltms yapilie. Bu gofaltma iki agamada gergeklegtirilir. Itk
asarnada her iki uctan DNA kesim enzimlerinin tamdifn diziden sonraki itk
niikleotide gore secici ¢ogaltmuin yapildigl dn Gretim yapilir. ‘Asid dretimde &n
iretimde elde edilen pargalarin kullantmsyla kesim enzimi tanima yerinden sonraki
ikinci ve ticlineli niikleotidler icin secici tretim yapilir. Biitlin baglatcdar sentetik
ugiarin nikleotid dizilisini de tag:difs icin firetim oldukea spesifik sartlarda yapilmig
olur (Zabeau, 1993). Utetilen parcaciklar bir baz uzunlugu farkiamnn dahi ayirt
edebilen poliakrilamid jel (dizileme/sekansiama jeli) Gzerinde hareket ettirilerek
farkli genotiplere ait farklilik gosteren paraciklar tespit edilir (Sekil 23.10).
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Primeriar:

¢ 6-10 baz vzunlugunda
¢ rasgele sekansa sahip
4 ficari ofarak mevcué

Ornek: ATGGCTATCA

40 kez cofaltma = 1012 adet kopya DNA molektilt
10 b primer
@
3 5
e o fy et i 4
L R U] X
ey e
T T
. A i %
S B S
3+ B i | ¥
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j@m{/ ot g@wﬂmmﬂw e 0.9 vew
i i 1
’v,%‘wl@‘ “le
DNA1 DNA2 07 —
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Polimorfizm

Elktmfnretik ayirma

Sekil 23.9. (2) RAPD teknifinin sematik gosterimi. (b) Chunwongse s ark, 1994°ten
alinan ve domateste mildiyé hastalifina dayamikls hatlar (R} ile hassas hadar (3} arasinda
polimorfik matkdrlere sahip bir RAPD jeli. Anaglar P harfigle, hastaliga dayaniddilik
agisindan agiim gosteren populasyon Fa ile gdsterilmistic. M harfi ise 1 kblik DNA

biiylikiik skalasin simgelemektedir.
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(a)
5 GAATTC TTAA 3
¥ CTTAAG AATT 5
EcoR1
Msel )
T
AAT H
1234 5 678 910191213 14151697 1818
EcoR1 adaptdril Msel adaptdri S sy m"‘n'-"—"-'?'!“?'-'—"”’-':’ﬁ:l
Primer+1 fE (U U0 TR 50 1 90 £ B o - i O SRR O DY SN

‘hnauﬂﬂﬂalmﬂnuﬂ-nﬁ -
NTTA

gl SonsoBapearspuBesnn -
£coR1 primer+A va Primert! mm——IlIiZIlll_feZlo=m=
#Msel primer+C ila o A T LT T &
&0 segimli gotialtm
Primer+3 e o s -
5 — BAC ¥ &g TI7
czmmm AATTCT CTTA P
TR TTAAGA : GAATE -
AAC 5
Primer+¥ler Primer+3
ile segici
gofaltim
Y
a3 AATTCT TG AACTTA ==md
#5155 TTAAGAAC comesmmamimmme TTGAAT 25523 =z Mset adaptér sekansi
l mEm EcoR1 adaptér sekansi
Sekanslama jeft :

Sekil 23.10. (a) AFLP tekoypuu sonnaus gostersmi, 1k olarak genomik DNA EmR1 ve
Msel enzimles ile kesildikten sonra, bunlara ait olan adaptérler eklenmekte ve adaptédlerin
dizisine ve secici olazak 1-3 arasmnda degisen rasgele nitkleotidlere sahip primetler
kullantlarak secici bir sekilde cogalulmaktacdie. Segict ekilde cogaltdan bu pargaia:
arasmdaki polimorfizin dizileme jeli ile belirlenmektedir. (b) Maughaa s ark., 1995den
alinan ve soya fasiilyesinde AFLP’nin genetik markos olarak kullanimint gosteren bir AFLP
jei. 1 ve 2 anaglara, 3-19 siitunlant ise F7 bitkilerine aittir. Dolu ok baslatt dominant markdz
olarak ayngan polimorfik AFLP pargalarint ve igi bog ok baglar: da esbaskin (ko-dominant)
markér olarak aynsan AFLP parcalanon gostermektedir,

Teknigin polimorfizm orant gok yiksektir. RAPD teknigi kadar hizlt olmasa da
RFLP’den cok daha hezhidir. Masraf, isgiicii gereksinimi ve glivenilirligs RAPD ve
RFLP arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu aynt anda ve etkili bir yekilde
tatamast nedeniyle parmak izi analizine ok uygundur. AFLP teknifinin Sneml
dezavantajlart arasinda cogunlukla dominant markétler vermesi ve fatkll genetk
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haritalar arasinda transferinin giig olmast gelmektedir (Walton, 1993). AFLP ile elde
edilen markérler kullantian G-niikleotid tantyan kesim enziminin dzellifine gore
farkll genom dagih: gosterirler. Genomun ok kopya olan ve metillenmis sitozin
tagsyan kesimlaring kesmeyen Porl enzimi kullanimiyla elde edilen markorler
copunlukla genomun 2z kopyalt bolgelerini temsil ederken, metillenmeye hassas
olmayan FeoRI enzimi kullantmuyla elde edilen markorler tekratlanan DNAlarca
zengin boigeleri temsil etmelktedir.

23.10.3.2.3. Dizisi etiketlenmig alanlar (STS)

STS (Sequence-Tagged Sites) teknigi RFLP giivenilicligini ve PCR kolayligint bir
araya getiten bir tekniktir. Nilkleotid dizilist bilinen az kopyalt RFLP problasindan
yeterh uzunlukta (16-24 niikleotid) baglatict DNANlar  gelistiriimekte  ve bd
baglaticilazla genomik DNA lzerinde gok spesifik sartlarda DNA  dretimi
yapilmasiyla  RFLP probunun temsil ettifi lokus cogaltilmaktadr.  Baslatics
DNA'larin secildigi bolgeler az kopya olup, genomlar arasinda yiksek oranda
korundugu icin farkls genotiplerin gogunda DDNA iretimi yaptlmakta, ancak
iiretilen DNA pascalarin uzuniugu arasmnda genellikle fark olmamaktads:. Ote
yandan, farklt genotiplerden tretilen DNAlarin 4-nitkleotid tantyan bir seri kesim
enzimiyle kesilmesi sonucunda iretilen parcalarin igindeki tek niikleotid defisikligi
bile tantnabilmektedir (Talbert e ark., 1994) (Sekil 23.11).

M1 2 345678 9101213141516 M

202

5548

Sekil 23.11. Arpada, genom Darilaas(a KULRNIMIG Olan ClZNue sesluuciily @) Ve wuiy
niildeotid tansyan farkli enzimlerle kesilmis (b) tiplk STS jelled. M, igaret markorin
simgelemekte olup, bp cinsinden ifade edilmistir (Tragoonrung s ark., 1992’den alinmistsr).

STS teknigt cogunlukla eshaskin 6zellikte markér Gretmektedir, Kullanums RFLPye
nazaran ¢ok daha kolay, ucuz ve hizlidir. RAPD gibi az miktarda DNA gerektirir,
vani teknik otomasyona uygundur. Teknigin bir diger avantajt baglatict DNAlarim
ivi secilmesi sartiyla farkle haritalar arasinda transferinin  miimkin olmasidir.
Teknigin en nemli dezavantajt, ilgili RFLP probunun niikleik asit dizilisinin
bilinmesini ve buna gére bir ¢ift baslauct DNA geligtirilmesini gerektirmesidir.
Polimorfizm orant orta diizeydedir (Walton, 1993).
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23.10.3.2.4, Basit dizi tekrarlar (SSR veya mikrosatelitler)

SSR (Simple Sequence Repeat) veya mikrosatelitler Skaryotik genomlar boyunca
dagilmis bulunan ve ardisik ofarak tekrarlanmakta olan 2-6 nikleotid gruplarindan
olusmaktadir. Bu gruplar étnefin (AT)n, (GTn, (ATT)n veya (GACA seklinde
gosterilmekte ve n ardigik tekrar sayisi belirtmektedir. Mikrosatelitiest ¢evreleyen
DNA dizileri genellikle ayn tiiréin bireyleri arasinda korunmug oldulklanndan, farkls
genotiplerde cakisan SSR’larin PCR primerler: ile ¢ogaltilarak segimine izin
vermektedir. Ardigtk SSR tekrarlarin sayisindaki farklitk PCR sonucu  farklt
uzunlukta parga cogaltimiyla sonuglanir. Bu tekratlar ¢ok yakmn tir ve gegitler
arasinda dahi tekrarlanan Gnitelerin sayisinda degisiklife yol acan mutasyonlar
nedeni ile olduk¢a polimotfiktic (Gupta 2 ark., 1994). SSR’lart cevreleyen
korunmus DNA dizileri primer olarak kullanttarak PCR metodu vasitastyla bir
lokustaki farklt alleller tespit edilebilir (Selil 23.12). :

SSR primerlerinin dretiminde genel olarak t¢ farkh yaklasim tercih edilmektedir.
Buniar; (1) genomik DNA  kitiphaneleninin  SSR - oligoniikieotidleri  ile
hibridizasyonu  yoluyla gdzlenmesi, (2) DINA  verbankalarinda  SSR7lann
atastutimast ve (3} akraba bitki tirlerinde gelistizilmis olan  SSR-spesifik
primerlerinin  kullanrmdir.  SSR-spesifik  primer  giftleri (ileri ve geri cabsan
primerfer) PCR cofaltumt igin mikrosatelitleri ¢evreleyen diziler temel abnarak
dizayn edilirler.

12 3 454678 91011121314151617181920212223242526

Sekil 23,12, Soya fasilyesinde tesadiift olarak secilmiz 26 genotipin PRP7 lokusuada
gorilen mikrosatelit polimosfizmi (Maughan ve ark., 1995). Sckidde de gorildigi gibi, bu
lokustaki allel sayismin ¢oklugu dikkat cekmektedir.

Mikrosatelitlerin en Snemli dezavantaji yent markdr gelistirilmesinin gicligiidiir.
Yeni markérlerin  gelistirilmes: icin  genomik DNA  klonlarnm  tekrarlanan
oligoniikleotid iceren problarla  melezlenme yoluyla bulunmasi, nikleotid
dizilislerinin  belirfenmest ve yan yana tekrarlanan yapiarin baglangic ve bitig
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yerlerinden 6zel baglatict DNA’lar geligtirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukca fazla
isglici gerektiren pahalt bir iglemdir.

SSR teknifinin  bitkilerde genetik Tharitalama calismalanindaki  kullanim
avantajlatindan 6tird her gegen giin artmaktadir, SSR’lar yitksek oranda polimorfik
olduklarindan bitkilerde oldukga fazla bilgi verici bir Ozellik gdsterirler. Ayrica
esbaskin markédr vermesi ve PCR kolayhiina szhip olmast da kullanun oranmi
artirmaktacie, Son olarak, SSR’lar bitki genomiazmda oldukea bol olup tiniform bir
dagtlima sabiptitler. Ornegin, bugday genomu her 704 kb’de bir (GT)n grubu ve
her 440 kb’de bir (GA)n grubu icermektedir. Herhangi iki diniikleotid grubu
arasindaki ortalama uzaklik yaklasik olarak 271 kb dolayindadir. Bugdayin herbir
haploid genomunun 16 x 106 kb biyikliginde olmasindan étiri, (GA)n icin
mikrosatelit lokuslarinin toplam sayist 3.6 x 104 ve (GT)n igin 2.3 x 10¥¢ir {Roder
ve ark.,, 1995). Glintmiizde bugday, mistr, arpa, soya fasulyesi ve aygicegi gibi bir
cok bitki tirdl igin SSR markdeleri geligtirilmis bulunmaktadhr.
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241 Giris

Proteinler, bit hilcrenin kuru madde afirlignm yarisindan fazlasint olusturan ve
biitiin yagamsal aktivitelerde rol oynayan molekiillerdir. Biyolojik molekiiller icinde
en karmagtk yapiya sahip olan proteinler, bu ézelliklerinden dolayt gok genis bir
gorev yelpazesine sahiptirler. Proteinleri meydana getiren amino asit dizilisleri
onlarin fonksiyonlan ile yalundan ilgilidic. Birbirine benzer ozellikteki cok sayida
proteine ve bunlarin islevlerine ait elde edilen verilerden hareketle, bazi amino
asitlerin degistirilmesi ile proteinin fonksiyonunda degisiklikler olabilecefi fili,
protein mithendislig bilim dalmin ortaya cikmasina sebep olmugtur. Rekombinant
DNA teknolojisindeki son gelismeler bu yeni bilim dalina uygulanabilirlik
kazandirmgtir.

Proteinler ve protein mithendisligini tanstacak olan bu bolim iki ana kistmdan
olusmaktadir. Ilk lusimda proteinlerin canli sistemlerdeki fonksiyonlats, tanima ve
saflagtirma tekniklesi, yapisal ozellikleri ve yaps-fonksiyon iligkileri incelenecek,
ikinci kisrunda ise protein mithendisligi metotlars hakkinda bilgi verilecekzir.

Ozcan §, Giirel E, Babaoglu M (2001) Bitki B_.iyoteknoioiisi HE
Genetik Miikendisligi ve Uygulamalari, Selcuk Universitest Basimevi



Proteinler ve Protein Mithendisligi

24.2. Proteinlerin Canli Sistemlerdeki Fonksiyonlar
24.2.1. Biiyiime ve farklilagsmanim kontrokii

Canlt organizmalann tek hiicre diizeyinden tam otganizma haline gelmesine kadar
gecen surecte genetik bilgi tim agamalarda kademeler halinde kullantimaktachr.
Belli bir zaman diliminde genetik bilginin ancak cok kiiglik bir bollimi fonksivon
meydana getirmektedic. Biiyiime esnasinda genlerin kontrolli olarak akeif hale
gegmesi bitytime faktétleri denen proteinler araciligiyla clnaktadir,

24.2.2. Aktivitelerin koordinasyonu

Bir organizmadaki 6nemli hayati olaylarda farklt hiicreler arasimndaki koordinasyony
saglayan hormonlarin ¢ogu proteindir.” Insanlarda insiilin hormonu bu tip bir
proteindir.

24.2.3. Enzim aktivitesi

Enzimler, basit anlamda organizmadaki kimyasal olaylatin katalizérleridirler.
Dinyadaki hayat, kimyasal anlamda havadaki COi biyolojik materyaller haline
doniigtiren karbon fiksasyon enzimleri ile inorganik haldeki azotu organik hale
dbniistiren azot fiksasyon enzimleri sayesinde gerceklesmektedir. Yine, niikletk asit
dizisi halindeki genetik bilginin kopyalanmasi, yazilunt (transkripsiyon) ve cevriliri
(translasyon) protein yapisindaki bir seri enzimlerle gercekiesmektedit. Canlt
sistemlerdeki sayisiz kimyasal olaylart katalize eden enzimlerin birka¢t haric
neredeyse tamamu protein yapisindadir.

24.2.4. Destek ve koruma

Canlik fonksiyonlariyla dogrudan ilgili olmayip; hiscreler, organeller ve hatta bilitlin
organizma  diizeyinde destek veya koruyuculuk fonksiyonuna sahiptirler.
Organizma diizeyinde hayvanlarda mekanik yapt kollagen ve elastin adi verilen
proteinler sayesinde ayakta durmaktadir. Bitkilerde ise destek, proteinlerle degil
selliloz ve lignin gibi katbonhidrat yapilar tarafindan saglanmaktadir.

24.2.5. Tagima ve def;olama

Pek ok kimyasal molekiillerin hiicre icine secici olarak taginmast kendilerine zel
olan ve hilcre zan icinde gémiili halde bulunan &xzel proteinler sayesinde
olmaktadir. Baska bir tagtyic1 protein formu ise hayvanlarda oksijen tagtyicist olan
hemoglobin ve myoglobin proteinleridir. Bitkilerde sentez esnasinda yag asitlerini
tagtyan acy/ tastyicilar bu tip proteinlere Grnektir,
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24.2.6. Algilama

Hayvanlarda cesitli faktétlere kars: sinir hilcrelerinin reaksiyonu reseptor adt verilen
proteinler sayesinde olur. Her ne kadar hayvanlarda oldugu gibi merkezi sinir
sisterni olmasa da bitkilerde de cevre sinyallerini alan ve bu sinyallere bitkinin
gosterecepi tepkileri baslatan reseptérler vardiw. Bu reseptdrler tamamen veya
kismen proteinlerden olugmaktadir. Bitkilerde kirmuzt/kirmuz-dtes: stk reseptdri
olan fitokromun bir kismu proteindir. Hiicre dizeyinde de hiicre zarinda bulunan
ve hiicre icine bilgl aktatimi saglayan proteinlet vardsr.

24.2.7. Hareket

Hayvaniarda kaslarin hareketi aktin ve miyozin proteinleri sayesinde olmaktadiz.
Hiicre diizeyinde ise mitoz bolinme esnasindaki kromozom hareketles, i
ipliklerini olusturan tibiilin proteinleri sayesinde gerceklesmektedir.

24.2.8. Savunma sistemi -

Hayvanlarda hastalik yapter yabanct etmenlere  kargt geligtirilen  antikorlar
immunoglobiitin proteinleridir. Bitkilerde bu tip bir savunma sistemi yoktut, ancak
farklt hastalik iklarimn rantyan ve onlart bitki savunma mekanizmasina bildiren
proteinier bulunmalktadur.

24.2.9, Besin olarak proteinler

Proteinler dogrudan besin olarak da kullanmakeadular. Bir gram proteinin
parcalanmast ile yaklastk 5.5 KCal enerji agiga ¢kmazkeadir. Hayvanlarda stitte
bulunan kazein ve yumurtada bulunan ovalbiimin yeni gelisen canlt yavrusu icin
iiretilen besin konumundadilar. Benzer sekilde bitkiler yeni nesli meydana
getirecek embriyonun itk gelismesi esnasinda kullanlmak Gzere tohumlarinda bir
miktar protein depo ederler. Bugdayda gluten, misirda ise zein tanede depolanan
proteinlerdir.

24.3. Proteinlerin Analizi ve Saflagtirilmasi

Cogu modern biyokimya ¢aligmalart yiiksek derecede saflagticlmig proteinierin ¢ok
6zel ortamlarda incelenmesi iizetine kuruludur. Saflagtirma, hilcre diizeyinde jhmal
edilebilir bir oranda bulunan proteinlerin %98in iizerinde saflia ulagtirlmasini
ifade etmektedir. Saflagtirma esnasmda ilgili proteinin biitin fiziksel ve kimyasal
ézellikleri kullandarak onun diger organik maddeler ve diger proteinlerden ayirt
edilmesi saflanir,
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Bir proteinin saflastindmasindan Snce onu tanimayr saglayan analiz metotlarn
gelistirilmelidir. Bu analiz metotlan sayesinde proteine ait temel ézellikler saptanis
ve izlenecek saflastirma stratejileri belirlenir. Analiz metotlars saflastiema sirasindaki
her islemden sonra atlan ve elde tutulan materyal igerisinde istenen proteinin
miktarmn: gosterecel icin saflastiema igleminin dogru ve etkin bir sekilde
gerceklestirilmesini saglar. Efer belli bir agamada saflastirmanin etkin olmadify
saptanusa alternatif metotlar aranir.

24.3.1. Protein tanima metotlar:

Protein tantna metotlaninm  gogu  aslinda  proteinlerin  saflastindmasinda da
kullanilmaktadir, Ancak, tanima isleminde amac proteinin diger maddelerden ayirt
edilmesi degil belli bir kargum icinde vari@min ve miktannm tespit edilmesidik.
Yaygin olarak kullandan protein tamima metotlatt arasinda enzim ve hormonal
aktivitelerin saptanmasi, imminokimyasal metotlar ve elektroforez gelmektedir.

a) Enzim aktivitesi tespiti

Enzim nitelifindeki proteinlesin varlifinm tespit edilmesinin en kolay yollazmndan
biri enzim aktivitesinin tespitidir. Bir Srnek ic¢indeki enzim proteinin varlg
enzimatik reaksiyonda kullandan substratn (reaksiyona giten madde) drnek ile
reaksiyona sokulmast ile belitdenir. Eger enzim varsa ve aktivitesi devam ediyorsa
bu, substratin azalmasmum veya enzimatik reaksiyon sonucu meydana gelen Griin
artisinin titrasyon veya spektrofotometrik yoilatla gbzlenmesiyle ortaya konur. Bazi
enzimatik protein sistemlerinde Uriin veya substratin kolayca tanmma imkan
olmayabilir. Bu gibi durumlarda bazen trGn veya substrati, sonuglar kolayca
taninabifen tkinci bir reaksiyona sokmak yoluyla bilgi edinmek mitmkindir.

b) Hormonal etkinin tayini

Hotmon niteliginde olan proteinletin  tanmumasy, proteini tastdig varsayian
materyalin hormondan etkilenen otganizmaya uygulanmast ile saglanir. Ancak bu
islem gogu kez zaman alicidir ve karmagik canli sistemlerle ilgili oldugu igin her
zafnan uygun sonug almamayabilir.

¢) Immiinokimyasal metotlar

Immiinokimyasal metotlar protein taninmasinda cok yiksek hassasiyet ve etkinlille
kullanilirlaz. Teknifin esast yabanet proteinlere baglanarak onlats tantyan bagsikhik
sistemi proteinlerine (antikor) dayanir. Aragtirilan proteinin ok kiigik bir miktar
tavsan veya fareve enjekte edildiginde tavsan veya farede bu proteine karst antikor
tiretili.  Bu antikotlar izole edilip daha sonra bilinmeyen érneklerle muamele
edildifinde arastirslan proteini tanmma ve ona baglanma Szellifine sahuptirler. Bu
baglanma islemi ELISA testi olarak bilinen bir enzim aktivitesi testt (Crowther,
1998) veya radyoaktif etiketleme yoluyla (Javois, 1998} saptanir (Sekil 24.1).
Imminokimyasal metotlar, proteinlerin  tamnmasinda  ¢ok yaygin  olarak
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kullanilmakta olup ¢ok kiiciik protein mikearlarini bile belirleyebilitler. Immuno-
kimyasal metotlardan ELISA testi ok hizht sonug verme avantajina sahiptir.

d) Elektroforez

Elektroforez, bir elektrik alaninda yikli pazcaciklarin bir destek ortaminda
(coguniukla tel) hareket ettirilmesi iglemidir. Hareket espasinda parcaciklar jeldeld
poriardan gecmektedir. Parcaciklarmin harcketi parcacfin kendisi ve hareketin
ger¢eklesugdi ortamla flgili faktdelerce belitlenir. Parcacifm kendinden kaynaklanan
faktorler arasinda elektriki yiik ve kiitle on plandadie. Kiigiik pargaciklar porlardan
kolayca gegip hizla ilerlerken biiylik parcalar yavas derlemektedir. Kullanidan jel
materyali (nisasta, agaroz, poliakrilamid vs.) ve jellerin hazirlanma yogunlugu da
parcactk hareketini belirler. Elektroforezde hareket etkileyen diger faktdier
arasinda kullandan elektrik alanmmin gicliligi, kullandan tampon ¢ézeltinin pH’st
ve iyonik giicii gelmektedir {Richards, 1998). Bu faktorler, caligilan materyalin daha
ivi bir sekilde ayirt edidmesint saglavacak sekilde diizenlenebilir.

Protein Protein

Sekil 24.1. Radyoaktif immunoassay (solda) ve ELISA (sagda) analizleri a) Cahgian
proteint dzel olarak tansyan antikor (AKT) kat bir destek ortamina badlanir, b) icinde
calislan proteinin bulundugu Srnek bu sistemin tzerinden gegirilir ve dlgili protein antikora
baglanir. ¢) Ilgili proteine baglanan ikinci bir antikor (AK2) uygulanir. Proteinin varligmin
belizlenmesi radyoaktif immunoassayde bu ikinci antikora baglanmis olan radyoaktif
etiketlenmiy iyot muamelesinden sonra radyoaktivite miktarinm saptanmasi, BLISA'da ise
yine ikinci antikora baflh olan bir enzimin aktivitesinin substrat veya il miktanndaki
degisimin saptanmast yoluyla belirlenir,
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Proteinler tagidiklar: elektrik yiki nedeniyle elektroforezde yaygin olarak analiz
edilmekteditler. Proteinlerin elektroforezdeki hareketleri yitk yogunluklas: (toplam
net yik/protein kitlesi) ve kiteleri ile dofrudan iligkilidir. Elektriksel yik
yojunlugu fazla olan ve molekiler kiitlesi az olan proteinler daha fazla hareket
ederler. Kitlelerine gore proteinlerin ayirt editmesinde 6nce protein disiilfit baglasn
acilarak farkls alt tiniteler serbest birakdir. Sonra poli zincitlerin elektriksel yiiklerl
negatif yiik tagtyan sodyum dedesil siilfat (SDS) ile reaksiyona sokulmalan suretiyle
homojenize edilir ve proteinler poliakrilamid jel ortaminda sadece kiitlelerine gore
ayirt edilirler. Bu teknik, SDS poliakrilamid-jel elektroforezi olarak bilinmektedic
(Sekil 24.2).

{b)
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Plastik 1 2 3 4 5
destek
g ‘ 100
A B B
Poltakrilamid jel elektroforezi 4D
Anot M
Jel D @
[
15
Tampon
czeltl A

Sekil 24.2. SDS poiiakrilamid-jel elektroforezi. a) Elektroforez finitesi. Altta ve ste
tampon ¢ozelfi haznelert arasinda jel bulunur. At kissmda anos, Gist kssimda kator yer
almsgtir. Ornekler jel igindeki kuyucuklara pipetle yikienir. b) Yikleme Oncesi
proteindeki distilfit baglan kirmak igin mercaptoetanol ile ve protein yiiklerini homojen
bir sekilde negatif hale getirmek icin SDS ile muamele ediliz. Boylece, proteinler elektsik
ortamunda + yone dofru hareket eder ve sadece molekiller agitliklatina gdre ayrlizlar,
kiigiik protein (A} jel igindeki porlatdan daha kolay gectifi icin daba uzaga giderken
biiyikk protein (B) daha az ilerler. ¢) Protein kangtmu igeren bir dmegin SDS
poliakrilamid-jel elektroforezi. Birinci kolon baglangictaki hilcre ekstresini, difer
kolonlar ise 40 kD biiyiikligiindeki bir protein igin her bir ardigik saflagtirma 1slemi
sonzast elde edilen elstreled tagumaktadir. Her defasmda 10 ug protein yitklearmigtir,
Besingd asamada saflagtirma nedeniyle istenen proteinin miktarindaki arug agkea
gorilmektedir {Alberts e ark., 1994°den).
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Proteinler tagdddart elektriki yiike gore de elektroforezde ayrdabilirler. izoelektrik
noktast bir proteinin net yikintn sifir oldugu noktadir. Bu noktada proteinin
elektroforezde hareketi durur. Kademeli pH defisiminin saglandsf bir jelde protein
elektroforez edilirse izoelektrik noktasmun bulundugu uzaklga kadar ilerder ve
burada durur. Bu teknik izoelektrik odaklamas: adiyla bilinar.

SDS poliakrilamid-jel ve izoelektrik odaklama tekniklerinin bitlikte kuflanddis ve
iki boyutlu je! elektroforezi olarak adlandulan teknikte, proteinler énce zoelektrik
odaklamasina gore vatay olarak elektroforez edilir. Daha sonra bu jei SDS
poliakrifamid jel tizerine konarak dikey bir elektroforez yapilir. Sonugta, ¢ok sayida
proteinin yuksek bir ¢éztntrlikte gbrinmesi sa§lansr (Sekil 24.3).

Elektroforez sonrasinda proteinler secici olmaksizin baz boyama yontemleriyle
gdzlenebilitler. Bu amacla en yaygin olarak Coomassie parlak mavist adi verilen bir
boya kullandir. Jel boyanin asit ve alkol iceten bir ¢ozeltisinde tutulursa protein
denatiire olarak jelde sabit kalir ve boya da protein ile kompleks olusturar. Fazla
boya yikama ile uvzaklagtirthir. Bu sekilde mikrogram diizeyinde protein miktarlars
tespit edilit. Daha az diizeyde protein bantlarinin gézlenmest igin yaklagik 50 kat
daha hassas olan girniis boyamast teknigi kallanidir. Ancak glimils boyamasi teknigi
daha zordur. Proteinlerle reaksiyona girdiginde wltraviole ik altnda parlayan bir
madde olustutan fluorescamin de protein jellerindeki bandlarn gdzlenmesinde
kullarulmalktadir, :

Agidik <o Stabil pH degisimi e BaAZik

100 ~ -

<«—— Protein hareketi [molekiiler agirbik(kD))|

Sekil 24.3. Iki boyutlu poliaksilamid jel elektroforezi. E. w# bakteri hilcresindeki butin
proteinierin ayrum yapdoistiz. Proteinler dnce stabil bix pH degisim ortammda izoelektak
noktalarma gére ayrilmuglardir, Yik adtralizasyoniarina tabi tutnimadiklarinda her protein
kendi elektriki yikiine gore jel tizerinde sol-sag dogrultusunda yayiir. Bu proteinier daha
sonta SIS ortammunda elektroforeze tabi tutuldugunda proteinler yukan-agags dogrultusunda
sadece molekiler afurlidanna gore vaytlular. Batin proteinlerin géritlebilmes icin protein
Gmeginin alndi@ bakteriler radyoizotoplarta isaretlenmis amino asitlerle beslenmistic
(Alberts pe ark., 1994°den).
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Jel tizerinde elektroforezie siralanmis proteinler Western aktarinu teknidi ile ozel
membraniara aktarilabilirler (Sekil 24.4), Membranlar daha sonra radyoaktif olarak
etketlenmis veya enzime bagh antikorlarla muamele edilerek Gzel proteinlerin
analizleri yaptabilir.

24.3.2. Proteinlerin saflagtirilmasi

Bir proteinin saflastritmasinda proteinleri birbirinden ayirt eden ozellikler kullanihy.
Proteinler kitle, elektrik yiikil, baglanma afinitesi ve defisik cdztcilerde
eriyebifirtiklerinden faydalamlarak saflastinilabiiir]er. Saflastirma iglemi bu mertotiarn
bir kombinasyonu halinde uygulanie ve uygun metot deneme yantlma yolu ie
bulunur. Bu esnada dgili proteinin varlifng gésteren bir tapt metodu gereklidir.
Béylelikle farkli metotlanin istenen proteini saflagtitma bagatrist karsilaguedie ve en
uygun metot secthr. Her bir agamada toplam protein miktart da ¢ giiliic ve
saflagtirma yiizdesi bulunur.

Buyiklik esastna gdre proteinler yart gecirgen membranlarin kullanddyit diyaliz
metodu ile veya belli biyiklikte porlarm meydana getirildifi bir kolondan
proteinlerin  gegirddifi jel filtrasyon kromatografisi e birbirderinden ayurt
ediebilitler. Ultrasantsifiij, proteinlerin yogunluk esasina gore saflestirilmalarinda
kullanidan bir metottur. Bu amagla, farkll proteinlerin santiflj sonrast 6zeltide
kolayca ayirt edilebilic bantlar ohisturmast icin santrifij tiplndeki -:dzeltide
yukaridan asafiya dogra yogunluk artigt (Srnegin sakkaroz kullanidarak) saglanie.
Santrifii] sonrast tiip alttan delinerek ¢ézelti damla damla farkls tiiplere alinir ve her
bir tiip icinde istenen proteinin iceridi tespit edilix. Istenen proteini en fazla oranda
iceren tiin ile difer saflastirma asamalarna devam edilir,

@ —

Seldl 24.4. Western blot veya immunoblot teknigi. a) Bélinen bir titiin hicresindek
biitiin proteinler énce ia boyutlu jel elektroforezi ile ayrilmig ve bir protein boyas ile
boyanmstir. b) Bu jeldeki proteinler bir nitroseliloz membrana aktaplmis ve &zel bir
proteini taniyan bir antikor ile muamele edilmistir. Bu proteinlerin yerleri enzim baglancus
ikinci bir antikor ile gdzlenmistit {Alberts ze ark. 1994°den).
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Proteinlerin eriyebilirliliklesinden hareketle saﬁzg.tmimalarmda onlatin degisik tuz
konsantrasyonlarinda c¢dkelme meydana getitme Ozelliklerinden faydalandhe. Her
protein ancak belli bir tuz konsantrasyonunda ¢okelir. Ornegin, 1.5 M amonyum
stifat konsantrasyonunda c¢ékelen bir protein saflastmlmak istendiginde, tuz
konsantrasyonu 1.4 M'a getirilerek 1.5 M konsantrasyon altinda gokelen tim
proteinler Stnekten uzaklagtiltr, Bir sonraki agamada tuz konsantrasyonu 1.6 M’a
cikartilir ve istenen protein (muhtemelen benzet bazi proteinler de) ¢ékeltilis ve 1.5
M tizerinde cokelen proteinler érnekten uzaklagtrdmis olur. Bu islemlerde degisik
tuz cozeltileri kullanilarak saflagtirma bagatist artiedabilis,

Proteinler, net yiiklerine gore iyon alig-veris kromatografisi ile ayut edilebilitler.
Negatif yitklii proteinlesin  pozitif yikli materyal kuollanilarak  hazilanan
kolonlardan, pozitif yikli proteinlerin ise negatif yikli materyalden hazirlanan
kolonlardan gegirilmesi ile istenen protein kolonda tutulmug olur. Tutulmayan
proteinler bir tampon ¢ozelti ile yikanir. Istenen protein ise kolon hazirlanmasinda
kullandlan materyalin konsantre bir ¢ozeltisi ile kolondan alinr. Diger saflagtirma
agamalarina devam edilir,

Proteinlerin difer maddelere baglanma aﬁniteleriﬁe gore saflagtiriimast igleminde
afinite kromatografisi kullaniltz. Bu metot iyon abs-veris kromatografisine cok
benzemektedir. Tek farkliik proteinlerin elektrik yiklerine gore degil de bazi 6zel
kimyasal gruplara yiiksek baglanma afinitesine dayanarak tutelmalaridar.

24.4. Proteinlerin Yapisal Ozellikleti

Proteinlerin yapisal dzellikleri birbitletiyle yakindan iligkili ofan ve birincil, ikincil,
tictincl} ve dérdiingil yapt olarak adlandinlan dért farkli diizlemde incelenir.

24.4.1. Proteinlerin birincil yapis:

Proteinleri meydana getiren amino asit diziligleri onlarin birincil yapisin olugturar.
Prolin istisna olmak {izere, amino asitler genel olatak Sekil 24.5°deki formiille
karakterize edilirler. Amino asit formiilindeki R, yan zincir olatrak da adiandirilir. R
zinciri glsinde sadece bir hich:o]en atomu tagitken diger amino asiterde daha
karmagtk yapilar ierir. Iki amino asit peptid bagtyla bit araya gelir. (Sekil 24.6).
Peptidlerin yapist esnek olmayan bit karakter tagtmakradir. Amino asidin yapisinda
COOH, H, NH; ve R gruplariin baglandsft merkezi alfa karbon atomunun ki
yanindaki baglar disindaki bitiin baflar sabittir. Birbirine peptid bagiyla baglanan
ki amino asidin meydana getirdigi yapida iki alfa karbon arasinda kalan ve
esnemeyen bir levha seklindeki dizleme amid dizlemi denir (Sekil 24.7). Alfa
atomunun iki yanindaki bag ise amino asitlere gore defiismekle birlikte bir miktar
esneyebilis.
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Sekil 24.5. a) Amino asitlerin genel formiili ve b) prolin. R yan zincin géstermektedir,
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Sekil 24.6. Iki amino asit bitleserek kirmuzi renkle gésterilmis olan peptid bagr olusur.
Diger tiim amino asitier bu sekilde baglanarak tiim peptid alusur. Peptid’in uclan N (veya
amino) uct ve C (veya karboksil) ucu olarak adlandirihis,

Bu sekilde bir araya gelen amino asit zincirine polipeptid veya kisaca peptid denir.
Proteinler bu polipeptidierden bir veya daha fazlasint icermektedir, Polipeptidlerin
vzunlugu 40 ife 4000 amino asit arastnda defismektedir. Polipeptidierin ve
proteinlerin kiitlelesi Dalton ile (D) ifade edilir (1000 Dalton= 1 kilodalton, kD).
Bir Dalton yaklagtk olarak bir hidrojen atomu kiitlesine esittir.
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Sekil 24.7. Alfa karbonunun iki tarafindaki iki bap harg yukandaki dértgenles icindeka
baglar esnek defildir. Bu durum alfa katbonu etrafinda amid diizlemi olarak adlandirdan iki
levha meydana getitir (Voet ve Voet, 1995°den).

Amino asitlesi birbirinden farklt kilan R zincirinig yaptsdir. R zincirinin proteinin
yapisini etkileyen karakterleri arasinda polaritesi, elekrrik yika tagumnast, buyikligi
ve kitkiirt atomu tasimast gelmekredir, Yirmi yaygin amino asidin polarite ve
elektrik yiiklerine gbre gruplanan molekiiler formiilleri Sekit 24.8°de gosterilmigtir.
Bunlardan apolar olanlar suyu sevezler yani hidrofobiktirler. Polar ve elektrik
yilki tagyanlar suyu severle, yani hidrofiliktirler. Yaygin 20 amino aside ait tek
harfi ve tic hatfli semboller ile bunlazin kitelesi, proteinlerde bulunma oranlag: ve
dzellikleri Tablo 24.1°de verilmigtir.

Proteinlerin ¢ boyutlu sekilleri fonksiyonlart ile dogrudan iligkilidir. Destek ve
koruma fonksiyonuna sahip olan proteinler genellikle lif seklinde, enzim ve diger
fonksiyonlara sahip proteinler ise kiirese! sekildedir. Kiiresel proteinler reaksiyona
giren maddeleri uygun bir sekilde bir arada tutan kisimlar icermektedir. Bu kistmlar
polipeptid sincitlerin  cesithi  sekillerde kivedma, sarlma ve katlanmalars e
konformasyon adt verilen belli bir ii¢ boyutlu sekil meydana getirmeleriyle olugur.

Amino asitlerin suya olan ilgileri proteinlerin seklini belirleyen en énemli unsurdur.
Hidrofobik amino asitlerin proteinin gevre sartlazina (gogu zaman suya) agik dis
yiizeylerinde degil, suyla temas etmeyen i¢ kisimlarinda bulunmasi gerekir. Glisin,
alanin, valin, 18sin, izoldsin, metionin, fenilalanin, prolin ve triptofan bu tip amino
asitlerdir. Proteinin ic kisminda bulunan bu amino asitier eger biiyukliklerine gore
uyguen bir sekilde bir araya gelizlerse daha iyi bir sekilde yumulurlar ve daha stabil
olular. Tki bityik veya iki kiigiik amino asidin kargt karstya gelmesi heterojenlifie
sebep olacak ve proteinin stabilitesi azalacakur.

Elektrik yikii tagmmasalar da polar ozellikteki yan zincitlere sahip olan serin,
treonin, tirozin, asparagin, glutamin ve sistein proteinin suya acik dig yuzeylerinde
bulunabilidler. Bunlardan sistein dzellikle dnemlidiz. Polipeptid zincitier, hideofobik
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amino asitler ig yizeye gelecek sekilde yumulduktan sonra dis kistmda yer alan iki
sistein amino asidi farkli polipeptidleri veya ayn1 polipeptidin iki kismuins distilfic
bas ie birbirine baglarlar. Disiilfit baglan proteinin stabilitesinde cok énemli bir
rol oynamaktadir. ‘

Elektrik yikil tagiyan amino asitler de yaygin olarak proteinin dig kisminda yer
alitlar. Bunlar ayrica enzim islevi gdren proteinlerde reaksiyon bolgesini
olugtururlar. Ug amino asit (histidin, lisin ve arginin} bazik ozellikte, ki amino asit
ise (aspartik asit ve glutamik asit) asit ézelliktedir. Ayrica yitksek pH ortamlarinda
asidik Gzelik kazanan sistein ve trozin de yik tastyan amino asitler grubunda
degerlendirilebilirler. :

Proteinlerin birincil yapilarindaki, yani amino asit dizilisindeki bir amino asidin
defismesi daht biitiin proteinin yapisior degistirebilir ve proteinin fonksiyonutiu
etkileyebilir. Kanda oksijen tagiyan hemoglobin proteininin dis yiizeyinde ver alan
yukla Szellikteki glutaminin hidrofobik valine gevrilmesini saglayan mutasyon
proteinin fonksiyonunu etkilemekte ve “Sickle Cell” Anemia hastaliina yol
acmaletadsr. '

O halde proteinlerin amino asit diziliglerini bilmek proteinin tic boyutlu yapist ve
nasd calistgt hakkmnda ipuclar verecektir. Ayrica, bu tir bir bilgi  farkh
organizmalardaki bitbirine benzer proteinlerin' taninmas: ve karstlasturilmasina
imkan verecektir. Amino asit diziligleri proteini kodlayan gen bakkinda da bilgi
verecek ve bu bilgi ilgili genin klonlanmasi ile sonuclanabilecektir.

Besin olarak kullandan ve depo edilen proteinlerde biitiin amino asitlerin dengeli
olarak bulunmas: énemlidir. Bazi amino asitler yalnizea bitkiler ve mikroorganiz-
malar tarafindan sentezlenmektedir. Bu amino asideri sentezleyemeyen memeliler
ve benzerl canlilarin, bu amino asitlerce zengin proteinler tagtyan gidalar almas
gerekir. Bu tip amino asitlere aramgye/ amino asitler denir. Insan wiicudunda
sentezlenemeyen ve besin yoluyla ahnmast gerekli olan esansivel amino asitler 16sin,
1zoldsin, lisin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan ve valindir. Insanlar aldiklart
proteinlerin cogunu bitkisel kaynaklardan karstamakradirlar. Tahd taneleri lisin,
baklagil taneleri ise metionin bakimindan fakir oldugu icin tahil ve baklagil kaynakls
gidalart tek bagina yemek yeterli miktarda alindiklarinda dahi dengesiz beslenmeye
sebep olmaktadir. Dolayssiyla diyetlerde baklagil ve bugdaygil kaynakli gidalan
birlikte almak, dzha da iyisi bunlara hayvansal kaynalkh gidalars da dahii etmektir.
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Polar olmayan amino asitler
e e,

\ Triptofan Prolin
)
5 He o H
= AR |
@0 HN* -~ —C HN'—C—C
« AN osbroms )
o 2 o
o
8 {
10
=
[~]
~
Setin Treonin Sistein Asparagin  Glutamin
\
Asidik amino asitler Bazik amino asitler

H o}

Aspartik asit  Glatamik asit Lasin Histidin

yewil 24.8. Yaygn 20 amino asidn formiillen. Amino asitler yan zincirdennmin (R)
Szelliklerine gére gruplanmustir. Elekiriki yigkler pH=7 icin verilmistir. Sistein ve tirozin
baz sartlarda asidik &zeliik kazanabiimektedir (Campbell, 1990°dan).
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Tablo 24.1. Yaygin amino asitler ve baz: dzellikleri (Voet ve Voet, 1995'den).

Kittle  Proteinlesde
Amino asit Sembolii (D)  bulunma (%) Proteinlerdeks yapisal dzelligi

Alanin Al {(A) 710 9.0 Apolar, kiigik

Arginin Arg R 1572 4.7 Bazik, biiyiik

Aspatagin Asn (N) 1141 4.4 Polar

Aspartik asit  Asp (D) 114.0 5.5 Asidik

Fenilalanin Phe (F) 1475 3.5 Apolar, biyik

Ghatamik asit Gl (E)  128.1 6.2 Asidik

Glutarmin Gln  (Q) 1281 39 - Polar

Glisin Gly (G 570 57 Apolar, kiigiik

Histidin His (H) 1371 21 ' Bazik, biyik !
Tzolésin Ie (D) 113.1 4.6 . Apolar

Lisin o lys (K 1291 7.0 - Bazik, biiyik

Lésin Lew (1) 1131 7.5 Apolar

Metionin Met (M) 1311 1.7 Apolar, kitkirtli

Prolin Pro (® 971 4.6 Apolat, esnek degil

Serin Ser (8 87.0 71 - Polar

Sistein Cys (€ 1031 2.8 Polar, kitkrti, bazen asidik
Treonin The (T) 1011 6.0 Polar

Triptofan T (W) 1862 1.1 Apolar, biyik

Tirczin Tyr (Y} 1631 3.5 Polar, biyik, bazen asidik
Valin Val (V) 991 6.9 Apolar

24.4.2. Proteinlerin ikincil yapis:

Proteinlerin  ¢opunda polipeptid zincir, tekrarlanan kwvellmug veya katlanmis
bolimler tagtr. Polipeptid ana ckseni boyunca kargt karstya gelen amino asitlerin
NH ve CO gruplart arasinda meydana gelen hidrojen baglar: nedeniyle ottaya ¢ikan
bu tup olusumlar proteinlerin ikincil yapisiai meydana getirir. Hidrojen baglars
aslinda zayif baflar olmalarma ragmen cok sayida bulunmalari nedeniyle proteinin
uc boyutla sekline énemli katkida bulunutlar. Proteinlerin tkincil yapilars alfa
sarmaly, beta pilesi ve diger gekiller halinde clzbilir.

a} Alfa sarmaly

Polipeptid zincir alfa karbon etrafinda siirekli olarak saga dofru kwriliyorsa alfa
sarmmalt olarak adlandsrtlan ikineil yaps meydana gelir. Alfa sarmalinda her 3.6 amino
asit bir doniisli tamatnlar ve her déntis dikey eksende 5.4 angstrdm (A) mesafede
tamamianir. Peptid zincirl tzerindeki n numatals amino asidin NH grubu ile n+4
numarall amino asidin (yani 1 ile 5, 2 ile 6, 3 ile 7 vb gibi) CO grubu arasinda
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hidrojen bagt olusur (Sekil 24.9). Alfa sarmallart proteinin i¢ kismunda veya disinda
ver alabilirler, Proteinin i¢ kisminda yer aldiklarnda sarmal Gzerinideki amino asitler
hidrofobik ézellikler tagtyacaktir. Eger sarmal proteinin dis kusmunda yer aliyorsa o
taktirde bir kisminda bulunan amino asitler hidrofobik, diger kismindakiler ise
hidrofilik olacakur.

4.._Hldr0jen
bad

Sekil 24.9. Alfa sarmalt. Amino asitlerin R yan zincirler gdsteritmemigtr.

b) Beta pilesi

Beta pilesi diger bir yaygmn ikincil yap: seklidie. Beta pilesinde polipeptid zincit
kendi tizerine katlanir ve karsiikh zincirler {izerindeki amino asitler arasinda
hidrojen baglart meydana gelie. Amid dazlemlerinin levha geklinde alfa karbon
etmfmda yer almast nedeniyle bu yapilar bir pﬂe gorintisit verir (Sekil 24.10). Beta
pilesi karsilikli olarak gelen katlarda zincirin ilerleme yoniine gore iki sekilde
olabilir. Eger fist Uste olan iki zincir ayni yonde ilerliyorsa (6rnefin her ikisi de N-
u¢ C-ug dogrultusunda) simetrik beta pilesi, katlardaki zincir farklt yonde iletliyorsa
asimetrik beta pilest olarak adlandinlir. Hidrojen baglarinm daha dizenl olmast -
nedeniyle asimetrik beta pilesi daha stabildir. -
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(2) Astnetrk beta pilesi

C s I

Tt Hidrojen
bag:

{b) Simetrik beta pilesi c N

Hidrojen

C o N

ekl 24.10. 8 pilelerinde hidrojen ba iliskileri. Amino asit yan zincitleri gosterilmemistir.
N ve C harfleri arasindaki oklar peptid uglarinim flerleme dogrultusuau belirtmektedir (Voet
ve Voet, 1995'den).

¢) Tekrarlanmayan yapilar

Proteinler ofu zaman alfa sarmalt ve beta pilesi gibi diizenli yapilar yaninda
tekratlanmayan yaptlarin da bulundugu bir karisim halindeditler (Sekil 24.11). Alfa
sarmali ve beta pilesi yapilart kiiresel proteinlerin yarsindan biraz daha az bir
ktsmant olugtururlar. Proteinlerin cofunda amino asiderin yaridan fazlast at nalin
andiran ilmek veya kivrum olarak uzanan peptid zinciri halindedir. Ashinda bunlar
rasgele yapilar defildir, ancak gekilleri sarmal veya pile gibi basit formlarda tarif
edilemezler. Kivrimlar sarmal ve pile gibi diizenli yapilart birbirine baglatlar ve bu
nedenle cofunlukla kitresel proteinlerin dis kismunda bulunurlar. At nali seklindeki
imek yapilass ise daima proteinin dig kismunda bulundullart igin reaksiyona giren
molekiillerin taninmast islevinde rol oynayabilitler. Ilmek veya kivrimlar disinda
bazt proteinlerde tamamen rasgele konumda polipeptid zincirler bulunabilir. Bazs
protemnler ana protein kitlesinin disinda ctkintt olarak duran yiiklii amino asitler
tastyan  peptid zincirlere sahiptit. Bu ctkintilarin baz molekiller ile temas
kurulmasinda rol oynadiklart disiinilmektedic.

379



N. Kandemir, LH. Kavakh

Sekil 24.11. Ribonilkleaz S$'nin kurdela modeli gbsterimi.
Sarmallar pembe, pileler yesil, difer yapilar gri ve distilfzt
bagiaz sart tle gdsterilmistiz (Stryer, 1988'den).

L.J

Proteinlerin ikincil yapilarinin kesin olarak belirlenmesi, x-ray kristaliografisi veya
nitkleer magnetik rezonans (NMR) teknikleri ile gergeklestirilebilir. Ancak bu
teknikler ile ildncil yapmin ¢bziilmesi oldukca pahab ekipman ve yilksek dizeyde
teknik bilgi gerektirir. Oysa protein caligmalarinda ¢ogu zaman aragtiricmin istedigi
proteinin ikincil yapis: hakkmda gabuk ve genel bir bilgi sahibi olmaktir. Ikincil
yapilatt x-ray kristallografisi ile ¢ozllmis proteinler incelendiginde her bir amino
asidin sarmal ve pile formlarinda bulunma oranlart bir katsayr haline getirilmigtir.
Bu katsaytlara goére amino asitler sarmal ve pile yapilart meydana getirme
baksmindan sinflanmiglazdir. Benzer Szellikeeki belhi sayida amino asidin yan yana
gelmesiyle sarmal veya pile meydana gelecedi tahminine dayanan bu metot Chou-
Fasman teknigi olarak anlmakeadir. Amino asit dizilisinden hareketle ikincil
yapilatin pozisyonunu oldukea kolay bir gekilde tespit eden bu metot ortalama
%50, bazt durumlarda %80 dogruluk derecesine sahiptir.

24.4.3. Proteinlerin iigiinciil yapsi

Proteinlerin Ugtinell yapian ikincil yapt elementlerinin (alfa sarmallaninin, beta
pilelerinin ve diger yapilarn) bir araya gelme geklidir. Ugiinciil yapiun olusmasinda
daha 6nce gérdiiiimiiz tizete hidrofobik amino asitlerin i¢ yiizeylerde olacak
sekilde proteinin kiveilmasiau takiben amino asiderin R gruplar arasinda meydana
gelen hidrojen baglast ve iyonik baglar énemli rol oynamaktadir. Proteinin nihai
sekli distlfit bag olarak adlandirilan kuvveth kovalent baglar ile daha da pekistrilic.
Distilfit baglari, proteinin katlanmasiyla birlikte birbirine yaklasan iki sisteindeks
kiikiire atomlart arasinda olur. Distilfit baglars hiicre digina salgilanan proteinlerde
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yaygndir ve proteine gok defisken olabilecek dis sartlar icin ilave bir stabilite
kazandirirlar.

Yaldagik olarak 200%iin (zerinde amino asit tagiyan pelipeptid zincitleri cogu zaman
iki veya daha fazla kiiresel bélgeden olusmalstadir. Domain adt verilen bu bélgeler
arastnda polipeptid zinclr nispeten esnek bir veya bazen iki baglany kordonu
halinde bulunur (Sekil 24.12). Her ne kadar ayn polipeptid zincirden yapilsalar da
domainler yapisal olarak birbirletinden farkh karakterde olup genellikle farkls
islevlere sahiptitler. Ornegin, her biri farkli bir molekil igin baglanma noktast
tastyabilir.

Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisiun olugmasinda stabiliteyi artiracak sekilde baglarin
olugmast asd faktérdir. Proteinlerin yapilarnm bozulmast da ayn: prensi
dograltusunda isler, yani baglar stabiliteyi azaltacak sekilde bozulur. Issya maruz
kalan proteinlerde zayif olan baglar bozulur. Bir kez proteinin belli bir kisminda
baglarin bozulmast domino etkisi meydana getiterek bitiin proteinin ¢ok kisa bir
zamanda dofal halini kaybetmesine sebep olur. Isidan bagka ekstrem pH dereceleri,
deterjanlar ve yitksek konsantrasyondaki suda eriyebilic organik maddeler proteinin
kimyasal baglarint etkileyerek denatiirasyona sebep olurlar.

Denatiire olan proteinlerin bazilar tekrar eski seklini kazanip fonksiyonel olabilir.
Ancak, pek cok protein bir kez denatiire oldigunda tekrar eski dogal halini
kazanamaz. Uretildikten sonta modifikasyona ugrayan (Stnefin bazt kisimlan
kesilen) proteinler denatiire oldukiarinda dogal hallerini yeniden kazanamazlar.

24.4.4. Proteinlerin ddrdiinciil yapist

Kiidleleri yaklagik olarak 100 kilodaltonun (kD) iizerinde olan hemen hemen tiim
proteinler birden fazla polipeptid zincir iceritler. Bu polipeptidlerin her bir
proteinin bir 2lt dnitesi olarak adlandirdir. Protein alt tniteletinin proteini meydana
getirmek Gzere bir araya gelmeler durumu proteinin dérdiincil yapistt clugturur.
Proteinin biiylik bir tek pargadan olusmas yerine kiigiik parcalardan olusmast
sentezlenmesinden katlanmasina kadar olan iglemlerin daha kolay gerceklesmesini
saglar. Alt f{initelerin olmast pek cok enzimatik proteinde enzim aktivitesinin'
konuoliine imkan saglar. Son olarak da ayni alt Uniteyl birden fazla tastmakla
protein aktivitesinin artrmast saglante.

Proteinler, birbirinin. aynt alt tniteler tagiyabildikleri gibi farkl alt Gniteler de
tagtyabilirler veya hemoglobin proteininde oldugu gibi farkl alt énitelerden birden
fazlasins tagtyabilicler. Hemoglobin iki alfa ve iki de beta alt tinitesi tagtmaktadsr
(Sekil 24.12).
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-Lys-Ala-His-Gly-Lys-Lys- _ . Dﬁnni’
Val-Leu-Gly-Ala & 3

Amino asit diziligi

Alfa
sarmall

5
Domain Protein alt Gnitesi

Sekil 24.12. Protemntern defisik duzeylerde yapilari. a) Birncil yap (bir polipepud
zincirinin amino asit dizilisi), b) Ikincit yaps, ¢) Ustincill yapr (bir polipeptid zincirin
belli bir kismiun meydana getirdigi domain ve farkll domainietin meydana getirdif
tek bir polipeptid zincirden olugan bir alt Gnite ve d) iki ait finiteli bir proteinde alt
{initelerin bir araya gelmesiyle olusan dérdiinciil yaps (Alberts e ark., 1994°den).

24.5. Polipeptid Zincirden Fonksiyonel Proteine: Protein Katlanmasi

Proteinlerin yapusal ézellikleri kisminda tartigagimiz Uzere, polipeptid zincirlerinin
fonksiyonel protein haline gelebilmegi iin sentezlenmelerinden hemen sonra art
arda safhalardan gegerels nihai sekillerine ulagmalars gerekmektedir. Bu streg ilk
anda amino asit dizilislerinin bir sonucu olarak hidrofobik interaksiyonlar etkisiyle
polipeptid zincirde katlanmalar meydana gelmesiyle baslar. Bu katlanmalar ile
sekillenen ikincil yapilar yine hidrofobik interaksiyonlar ve R gruplart arasinda
meydana gelen hidrojen ve iyonik baglann etkisiyle bir araya gelirler. Bu anda
sistein amino asitleri arasinda giclii kovalent baglar olan disiilfit baBlari ortaya
cikar. Birden fazla domain tagsyan proteinlerde domainler olugur. Alt Gniteler: olan
proteinlesde alt iiniteler bir araya gelerek dérdiineiil yapt tamamlanie. Son asamada
da kiiciik degisikliklerle proteinin son gekline ulagtiie. Bu iglemlerin cogu bir defada
olugmaz, gok kisa araliklarla meydana gelen deneme-yantima olaylars seklinde en
stabil yapinsn bulunmast olarak gerceklesir.
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Dogal sartlarda pek cok polipeptid dogru katlanmak icin shaperon adi verilen
proteinlere ihtiyagc duymaktadir. Chaperonlar protein sentezlenirken veya veni
sentezlendifinde onlara baglaniclar. Boylece sentezlenen proteinlerin  nihai
hedeflerine gidip dogru bir sekilde katlanana kadar baska proteinlerle interaksiyona
girmeleri Snlenir. Hsp60 ve Hsp70 yaygmn ofarak bilinen iki chaperon proteindir.

24.6. Proteinlerin Diger Molekiilleri Baglama Ozelligi

Proteinler ¢ok farkh ozellikteki molekilleri tanir ve onlarla etkilesime gicerler.
Enzim tabiatindaki proteinlerin fonksiyon meydana getitmelerinde ilk agama, diger
molekillerin spesifik bir gekilde baglanmasidir. Proteinlerin etkilesime pirdigi
molekiiller arasinda diger proteinler, karbonhidratlar, DNA, metaller ve iyonlar da
bulunmaktadir. Proteinlerin bu kadar farkli Szellikteki molekilletle interaksiyona
girebilmesi proteinlerin 6zel yizeyler ve girintiler meydana getirebilme yetenedi
nedeniyledir. Yapi taglart olan amino asitlerin ¢esitliligi nedeniyle, proteinler diger
molekiillerle hidrojen baglari, elektrostatik baglar, Van der Waals baglart ve hatta
kovalent baglar olusturabilmektedir. Daha da Stesi, bu interaksiyon-lann giicliliigi
ve sitesi de kontrol edilebilmektedir. Enzim proteinler katalize ettikleri
reaksiyondaki molekilleti uygun pozisyonda tutarak kimyasal bag olusumunu veya
var olan baglann kinlmasint kolaylastinrlar. Ornek olarak, COy'in suyla birlegmesini
bir milyon kat hizlandiran karbonik anhidraz enzim proteinini inceleyelim. Protein
yuzeyinin 13 angstrém altindaki bir oyukea G histidin amino asidine entegre halde
bulunan bir ¢inko iyonu katalitik etkiyi saglamaktadir (Sekil 24.13). Bu oyugun
etrafinda COR’M tantyan ve baglayan amino asitler bulunur. Cinko iyonuna baglanan
su molekiild ¢abucak hidroksit fyonuna dénistiiriiliic ve bu hidroksit iyonu derhal
hemen yant baginda tutulan COa molekiliine saldsrir. Burada karbonik anhidraz
enzim proteini reaksiyonu iki yolia hizlandirmaktadir: a) hidroksit iyonunun
olugumunu saglar ve b) hidroksil iyonunun hemen yant basinda uygun pozisyonda
yiksek CO; konsantrasyonu saglar. Yani, reaksiyon icin her sevi bir araya getirir.

Bazi proteinler birden fazla baglanma yeri tagilar ve bu baglanma yerer
birbirleriyle haberlesme icindedir. Baglanma yerinin birine bir molekiliin
baglanmast diger yerde deisiklife yol acar. Allosterik kontrol adi verilen bu
mekanizma ile proteinler, molekiler agma-kapama diigmeleri olarak caligirlar ve
reaksiyonun hizint kontrol edetler. Ornegin, kanda O tastyan hemoglobin
proteinindeki heme grubuna Oz baglanmasi proteinin uzaktaki diger bolgelerine
H* ve CO; baglanmiast ile ilgilidiv. Calsgan bir adale gibi fazlaca CO; liretmis ve
asitligi yikselmig bir ortamda hemoglobine H* ve CO; baglanir. Bu durumda
hemoglobin tasidift O2’yt ¢abucak birakir. Benzer sekilde, Oz oraninin ¢ok yiksek
oldugu akciferde O baglanmasiyla H* ve CO; kolayca birakilir ve hemoglobin
daha fazla Oy yiikler. Bu sekilde ilgili adeleye daha fazla oksijen gitmesi saglanmig
olur.
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Sekil 24.13. Insan karbonik anhidraz proteini. Alfa sarmaller silindir, beta pileler ok
seklinde cizilmustir. Ortadaki gr top Znt+ iyonunu géstermektedir. Zn-++ iyonu
etrafindaki tic histidin yan zincir mavi renkle gostedlmiftiz (Voet ve Voet, 1995'den).

24.7. Proteinlerdeki Kritik Amino Asitler

Farkls titlerde bulunan ve benzer sslevler meydana getiren proteinletin amino asit
dizileri kargtlastrildigimda bazi noktalardaki amino asitlerin hic degismedig, bazt
bélgelerdekilerin ise ancak benzer amino asitlere defigebildifi gozlenmektedir (Sekil
24.14). Buna gore amlan depisiklikler chigindaki defisikdiklerin cofu fonksiyonel
olmayan veya fonksiyon agsindan dezavantajlt proteinler meydana' getirmekredsr.
Bu proteinler mubtemelen negatif seleksiyonla yok olup gitmektedir. Farkli
proteinterde korunan yani defisiklik gdstermeyen amino asitler c¢ofunlukla
proteinlerin fonksiyonu ie igilidir. Ornek olarak, farkll tislerdeki myoglobin
proteinierinde korunmus olan amino asitler ve bunlarnn fonksiyonlart Tablo 24.2°de
verilmistr. Kritik boélgelerdeki amino asit defigikliklerd proteinlert ic sekilde
etkileyebilir: a) proteinin  ikincd yapist ve bunun sonucu olarak da difer
seviyelerdek! yapdar bozulabilir, b} enzim proteinlerde diger molekillerin baglanma
yerlerinde veya enzimatik aktvite bélgelerinde ($ekil 24.15) degisiklik meydana
gelebilir veya ¢) sistein-sistein disitlfit baglari engellenir veya yeni baglar meydana
gelebilir, Boylece proteinin stabilitesinde farkliliklar meydana getiglic. Bu duruma
vetilebilecek iyi bir érnek, Wetzel ve Perry (1988)nin yeni bir disalfit bag meydana
getirerek T4 lhisozim enziminin wstya dayantkbliFing artiemasidie. Bazi amino asitier
ikincil  veya Uctincd]l yapmin  olusumunda  hayatt role sahip olduklarmdan
degismeleri proteinlerde ciddi sonuclar meydana getirebilir. Ornegin, hemoglobin
proteinindeki C2 pozisyonundaki prolin amino asidi C sarmalinin sona ermesi igin
zorunludug, B6 pozisyonunda B ve I sarmallarinin birbiriyle yakin temasta olmast
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(@)

¥
(b)
1 TCAVNFEGLEGCYVELSVIMGORAAGAA-~-RELGV
2 KETYVGEVGAVEMACAKAISILMEDLAD-EVALY
3 KEGIDGFGRIGRLVLERAALSCGAQ --VVAVH
4 DYLVIGG6GSGGELASARRAAELGA - --RAAVYVES
5 QVALIGAGPSGLLLGQKLHKAGE ~---DNVEILER
6 VIFVAGLGEGEIGLDTSKQLLKRDELEK-~NLVELZR
7T TEAV.QGFGNVELESHMRYLHRFGAK ~~CVAVGES
8 KVCIVGSGEGDWGESAIAKIVGGRAR---QLAQYFEP
9 TVGVLESGHAGTALAMAWEASRHVPTALWATERIBE[H
WHYTYVIGGEGLMGAGIAQVAAATGH - -~-TV VLY O
BRYVVEIGAGVIGLSTALCIHERYHS - - VL QERLEYV

Sekil 24.14. (a} Diniikleotid baglayan bir proteinde (laktat dehidrojenaz) B1-wA-p2
motifinin gematik gosterimi. {(b) Farkls diniikleotid baglama proteinlerinde korunan amino
asitler. Belli pozisyonlarda yesil renkle géstetilen hidrofobik amino asitler beta tabakalarum
alfa sarmallarna sikica paketlemek igin gereklidiz. Bu pozisyoniardaki amino asitler
hidrofobik olmak kaydiyla deisiklikx gbsterebilirler. Defiismeksizin her zaman bulunmass
gereken. ve san renkle gdsterilen glisin ammo asitleri sda bir ikmek olusturmak ve ko-enzim
NADnin ADP kismini bu dmefin ana zincidine sikiea yaklastirmak icin gereklidiz. Eflatun
renkle gdsterilen pozisyon 52'deki aspartik asit veya glutamik asit adenozin ribozun 2’
pozisyonundaki OH ie hidrojen bag olusturmaktadir. Amino asit dizilisi kargdastunlan
proteinler; 1. At karacifer alkol dehidrogenaz (194-2243, 2. Képekbahg: kas lzktat
dehidrogenaz (22-53), 3. Istakoz giiseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (2-32), 4. Insan alyuvar
ghutation reditktaz (22-51), 5. Preudomonas fluorsscens p-hidroksibenzoat hidroksilaz (4-32), 6.
Meyve sinegi alkol dehidrogenaz (9-38), 7. Biyikbas hayvanlar glutamat dehidrogenaz
(246-275), 8. Tavsan kast gliserol-3-fosfat-dehidrogenaz {(4-33), 9. Agrobacterinm tumefacions
nopalin sentaz (34-66), 10. Domusz L-3-hidroksiasil-CoA-dehidrogenaz (17-45), 11. Domuz
Dramin oksidaz {2-31) (Branden ve Tooze, 1991°den).

nedeniyle kiicik bir yan zincire sahip olan glisin bulunmak zorundadw, FC2
pozisyonundaki tirozin H ve F sarmallaring birbirine baglamaktadir. (Sekil 24.16).
Bu gekildeki krittk pozisyonlar haricinde bir sarmal veya pilenin orta yerinde
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bulunan bir amino asidin o yapiyi en ciddi sekilde bozacak bir amino aside
donigmesi (Ornegin bir sarmaldaki bir amino asidin prolin veya glisine donlismesi
veya bir pilede bulunan bir amino asidin aspartik asit, glutamik asit veya proline
dontgmesi) ile ikincil yap: ve difer seviyelerdeki vyapdar bozulur, protemn
fonksiyonunu kaybedebilir, Bu gibi amino asitler igin Awmi korunmusiuk soz
konusudur, yani bu amino asitler befli amino asitlere dénlisernez.

Tablo 24.2. Farklt canllardaki hemoglobinlerde defismeyen amino asit
pozisyonlari {Steyer, 1988).

Pozisyon Amino asit Fonksiyon

F8 Histidin Heme grubuna bafl: fonksiyonla ilgili yaken histidia
E7 Histidin Heme grubunun yanindaki uzak histidine

CD>1 Fenialanin Heme grubu ile temas

F4 Losin Heme grubu ile temas

B6 Glisin B ve E sarmalianinin yakin temasy

C2 Prolin Sarmalin sonlandirtimas:

HCz2 Tirozin H ve F sarmallaring bir $ada sutulmas:

C4 Treonin Bilinmiyor

H10 Lisin Bilinmiyor

Proteinlerde degisiklikleri kritik olabilecek bir baska grup amino asitler de iyonik
baglatla ilgili olan amino asitlerdir. Bu tiir baglarda rol alan ve elektrik yiiki tagiyan
amino asitler benzer amino asitlere déniigmedikee (Grnegin negatif ylik tagiyan Asp,
Glu, Cys ve Tyr veya pozitif yik tagzyan His, Lys ve Arg birbiterine
déntgmedikge) iyonik baglar ortadan kalkar ve protein stabilitesini, yapisint ve
hatta fonksiyonunu kaybedebilir. Bu tip baglar, genellikle proteinlerin birbirleriyle
ve diger molekillerle baglanma noktalazini, enzim proteinlerde ise aktif reaksiyon
_bolgesini clusturduklart icin degisiklige karst son derecede hassasutlar.

Daha 2z etkili olmakla birlikte hidrofobik interaksiyonlar ve hidrojen baBlarmt
degistirebilecek amino asit degisiklikleri de protein katlanmast esnasindaki
énemlerinden dolayt ikincil ve diger yaptan degistirebiimektedir.

Proteinlerde degisiklige hassas olan son grup amino asitler protein stabilitesinde
dnemli rol oynayan disilfic baglarint olusturan sistein amino asididir. Bir sistein
amino asidinin bir bagka amino aside dénlsmesi boyle bir bag ortadan kaldirir.
Herhangi bir amino asidin sisteine dondigmesi de proteinde yeni bir distilfit bag
meydana getieebilir veya var clan distlfit baglarinin yerint defistirebilir. FHer iki
durum da protein yapt ve fonksiyonunu ciddi olarsk etkileyebilir,
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’ .'.".89”89'.' RAHaN SRR Asp'1'9 RIS
Kimotripsin Tripsin ' Elastaz

$ekil 24.15. Baz: protein kesen enzimlerin (proteazlary enzimatik aktivite yerleri olan kesme
ceplerinin sematik gdstertmi, Bu {i¢ enzim’ de ok benzer ii¢ boyutlu yapiya sahiptir fakat
farkls sekillerde fonksiyon meydana getirirler. Kitmezt renkle gésterilen molekilller cebe
giren amino asit yan zincirlerini g8stermekte olup, proteaz enzimleri bu amino asitin hemen
ardindan  peptidi kesmektedit. Fonksiyon farkliliklarmi cebin icindeki 216 wve 226
pozisyonundaki amino asitler, yan zincirderinin biylikligi ve cep fiziksel dzellifi ile 189
aurnarall pozisyondaki amino asit de kimyasal bad olugturma ozelligl ile belilemektedis. Bu
pozisyorlardaki amino asitlerde degisiklik meydana gelmesi protein forksiyonunda cidds
degrsiklikler meydana getireced gin pek miimkin degildir (Branden ve Tooze, 1991'den).

E20

E3 ve B6
yakin temasta —..—» G5

Sekil 24,16, Myoglobin protemninde B ve E sarmallazinin temast Bo
pozisyonundaki amino asit yer darlsfn nedeniyle neredeyse her zaman
kiigitk yan zincite szhip olan glisin olmak zorundadir (Stryer, 1988 den).
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Bitiin bu gercekler dikkatle incelendifinde baglangicta, yani proteinin amino asit
dizilisinde meydana gelebilecek tek bir amino asit degisikiiginin bile sonraki
asamalarda gittikce katlanan bir etki meydana getirecefi ve sonugta protein
fonkstyonunu cok &nemli derecede defistirecegi anlaglacaktr, Amino asit
diziisinden itibaren proteinin dogal formunu kazanana kadar gecen olaylar ve
zincirinin iyi anlagilmasi, proteinleri yeniden bicimlendirebilecegimiz fikeinin
dogmasina sebep olmugtur. Bu bélimin bundan sonraki kismunda protein
mithendislifinin nasil yapildigs incelenecektir.

24.8. Protein Mihendisligi

Protein mithendisligi, daha uygun ¢alisma sartlarina sahip olacak sekilde var olan
proteinletin gelistitilmesi veya tamamen yeni proteinferin dizayn edilmesidir.
Proteinlerin cogunlukia hicredeki kimyasal olaylars katalize eden enzimler olarak
cahstiklart gdz énitine almirsa defisik kimyasal reaksiyoalann kullanddigy endistri
ortamlarinda da proteinlerin ¢ok genis kullamim potansiyelleri oldugu anlagilacaker.
Buglin i¢in sanayide kullanlan sentetik orijinli maddelerle karstlagtirddiginda daha
kolay bicimde parcalanmalart cevre bilincinineartmaya basladign bugiinlerde
proteinlerin endiistride kullanunlarinin énemini daha da artiwmaktadie. Bu yolla
doga tarafindan parcalanmasi uzun siireler alan veya bazen miimkin olmayan
sentetik bilesiklerin doga tizerindeki yiikii azalacaktr,

Proteinlerin bugiine kadar endistride yaygin olarak kullandamamasinn baglica
nedenleri sbyle Szetlenebilix:

1) Proteinierin molekill agihkiar diger bilesiklere oranla ¢ok daha yilksektr.
Molekiiler aguliklarmnin ortalama olarak 5,5-220 kg arasinda olmast onlarn
birim reaksiyon bagma cok yiksek miktarda kullanilmalarint gerektirir ki bu
maliyeti yiikselten bir durumdur.

2} Proteinlerin ¢ofu hiicre icerisinde cok spesifik sartdarda iglev yaptfmdan
hiicre digs sartlarda Szellikle fabrika caligma ortamlannda dayanksizdicdar.

3) Proteinler yaptiklart islerde ¢ok spesifik olduklarindan benzer islerde
kullandamazlar.

Bu problemler, molekiiler biyolojinin 1980't yillarm baginda hizli bir sekilde
gelismeye baslamastyla  ¢ozilme asamasina  girmigtir.  Okaryot  genlerinin
klonlanmast ve mikrootganizmalar icinde calistrilmast ile endistriyel énemi olan
proteinlerin  yeniden bicimlenip filketicinin  kullanmmuna  sunulmast  miimkiin
olmustur.

Protein mithendislifi ile bitkilerde bulunan eszim 6zelligindeki protemler
fonksiyonlart acisindan  geligtirilebilitler. Besin nitelifindeki proteinlerin besin
kalitesi dijzeltilebilir. Biyokimyasal olaylarda sinulaytct konumda olan proteinierin
iiretim miktatlart artielabilie. Yine, Gretim miktarlart azaltdmass istenen proteinlerin
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Gretimi azaltlr veya biyokimyasal sentez kademelerinde bazs yollar engellenerek
veya tesvik edilerck sentezin istenen maddelere kaymast saglanir.  Ayrica,
kendilerinde daha dnce hi¢c bulunmayan proteinlerin aktarlmast ile bitkier biyoloiik
fabrikalar olarak kullandabdirler.

Protein milhendisligi déet temel yaklasimla gerceklestirilebilir:
a) Proteinlerin Gretim miktarlarmun defistirilmesi,
b) Protein yapisinda makro degisildikler yapiimasi,
¢) Protein yapisinda rasgele kilglik degisiklikler yapilmasi ve
d) Protemn yapisida bilingh kiictik degisiklikler yapilmast.

Protein degisikliginin dogrudan caligilan organizmada rasgele mutasyon de yapidigs
yaklagtim disindaki yaklagimlarin timi proteini kodlayan genin izole edilmesini ve
bir vektdr mikroorganizmaya (coguniukla bakteri) akmrtlmqslm gerelctirir. Vektor
mikroorganizmada bu genin ifade edilebilmesi ve hatta fonksivon meydana
getirmest gok énemli bir avantajdir. Bu sekilde; mithendislifin bagarisy, calistimas:
daha kolay olan mikroorganizma sistemlerinde incelenebilir.

24.8.1. Proteinlerin {iretim miktarlarinin degistirilmesi

Dogrudan bir proteinin yapssiun  degistiribmesi seklinde oimasa da bitkilerde
proteinlerin tretibme miktarla e igili degisiklikler de protein mithendislif
kaveami iginde incelenebiiir. Bu yolla bitkilerde var olan proteinlerin iretim
miktatlart artulabiir, azaltlabilic veya bitkilerde normalde hic bulunmayan baz:
proteinlerin tiretilmesi saglanabilir. Tarimsal acidan istenmeyen proteinlerin sentezi
antisens  teknigi ile azaltdabilit. Ornegin, domateste olgunlugu hizlandiran
poligalakturonaz enzimint kodlayan gen antisens yéninde klonlanp bitkive ger
kazandinldiginda normal genin Urettifi mRNA ters olarak yerlegtirilen genin
drectifi mRNA tarafindan bloke edilis ve sonucta enzimin Gretiminin azalulmast
yoluyla olgunlagma yavaslaulir (Sheehy wve ark, 1988; Smith ve ark., 1988) (bkz.
Béliim 25). Domatesler tarlada daha uvzun stre kalabilir ve satig bolgesine daha
kolay tasinir. Domateste olgunlagsmayt hizlandiran bir bagka unsur olan edilen
hormenunun biyosentezinde rol alan ki anahtar enzim tiretdminin assivens RN~
tekmfi ile engellenmest yoluyla domatesin raf émril uzaulmistie (Flamilton 2z arg,
1991; Oeller e ark., 1991). Yine, domatesin olgunlagmasinin geciktirilmesi amacin
tagtyan bir bagka yaklasimda etilen hormonu sentezinde bir ara kademe trtintng
pargalayan bir enzim kodlayan bir bakteriyel gen domatese aktartmsstr {Ilee se
ark., 1991,

Biyosentez kademelerinde islev géren enzimlerin tretim miktarlan degistirilerek
daha degerli {riinlerin dretimi tegvik edilebilir. Antisens teknigi ile sentezleri

birbirtyle digkili olan bitkisel maddelerin tretim miktarlart da degistirilebilir.
Ornegin, stearil-ACPyi oleoil-ACPyve déntistiren A9 stearil ACP desatiraz
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enzimini kodlayan gen antisens orijinli olarak kolza bitkisine kazandirldifinda
iiretilen enzim miktart azalr (Knutzon we ek, 1992). Sonugta kolza tohumlarinda
oleil asit yerine daha deferli bir Uriin olan stearik asit icerigi artinlir. Baska bir
yaklagtmda bu kez bir biyosentez yolunu tegvik seklinde yine kolza bitkisinde
deterjan yapuninda ¢ok kullamslt olan 12 karboslu yag asicleri Gretimi tegvik
edilmigtir. Yag asidi sentezi iglemi esnasmnda yag asidint tagiyicr proteinden ayiran
thioesteraz enzimi her yad asidi igin farklidir, Normalde ¢ok akuf C18 thioesteraz
enzimi bulunan kolzaya Kaliforniya defne agact bitkisinin C12 thioesteraz geni
kazandsidiginda kolza yag asidinin %25°1 C12 yag asidi olarak gerceklegmigtir,

Son olarak, dahz dnce hic bulunmayan genler aktarddifinda bitkilere cok kuallanssh
veni agronomik &zellikier kazandirdabilir. Son zamanlarda Snem kazanan bir
yaklagimda normalde bitkinin kendisiyle veya performanst ile hig ilgist olmayan bir
talum proteinlerin bitkide iiretiminin saglanmasiyla bitkiler bir biyolojik fabrilkaya
dénistiirilmektedis. Bu sekilde bitkilerde agtlar yaninda ubbi veya endiistriyel
kullantrmt olan diger maddeler de tretilebilecektir. Hayvansal kaynakli olan
interferon, insan serum albiimini ve bazs antikorlarin bitkilerde iretimi soz

konusudut.
-

24.8.2, Protein yapisinda makro degigikliklerin yapilmasi

Protein mithendisligi caligmalarinda ¢ogu kez bir veya birkag amino asit
degistirlmektedir. Ancak, bazen bir genin bir lkismunm kesilip uzaklastieldigy,
bliyiikce bir gen par¢asinin eklendigi veya baska bir organizmadan sdz konusu gene
cok benzeyen bir genin organizmaya entegre edildii durumlar da olabilir, Ornegin,
iki farkli domainden olugan DNA polimeraz I enzimini iireten genin iki domaini
kesilerek ayuldiginda birinci domainin meydana getirdifi enzim sadece DNA
kesme yetenefinde tken Ienow pargast adt verilen ikinel kisim hem DNA kesme
ve hem de uzatma yetenegindedir ($ekil 24.17). Klenow pargast molekiiler IDNA
caliymalarinda yaygin olarak kullantdan bir enzimdir. Proteinlerin fonksiyon
agsindan gerekli olmayan kisimlart bu gekilde tespit edilip yok edildifinde, sz
konusu proteinin molekiler agirhiginda biyik digésler olacagindan bu teknik
proteinterin endistride kullanum sansint artiracaktir.

5 —» 3
ekzoniikleaz

Kiiciik parca Biiyik parca

Sekil 24.17. DNA polimeraz enziminin kesilmesiyle yalnizea 35 ekzoniikleaz ve
polimeraz dzelliklerini tagiyan Klenow patrcas elde edilir (Stryer, 1988'den),
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Bazt proteinlerin  saflagnrimasmi  kolaylagtirmak veya mikroorganizmalardaki
Gretimini stabil hale getirmek igin belli uzunlukta peptidler kodlayan DNA dizileri
eklenerek de degisiklikler yapilmaktadir, Otnegin, His-X-X-X-His seklinde bir
amino asit dizisinin  bulunmas: (burada X hethangi bir amino asidi ifade
etmektedit) proteinlerin  metallere afinitesini artiir ve proteinler bu yolla
saflagtrilabilirler. Benzer sekilde goklu arginin amino asit dizisi eklenmis proteinler
iyon alig-veris kromatografisi ile difer proteinlerden kolayca ayrilular. En ilgine
biyiik degisiklik tipi, bir genin kismen veya tamamen bir bagka gene veya gen
parcasina eklenmesidiz. Farkh proteinlerin istenen kistmlart bir araya getirilerek
fonksiyonlart geligtirilmis olan fazyon proteinleri olusturulur. Suni antikor .
tretimlerinde bu teknik fazlaca kullantlmalctacir,

Proteinlerin - hiicrede  bulunacakiart yerler onlarin tagidigs belli uzunlultaki
polipeptidlerce belitlenir. Bu amagla proteinleti hiicrede belli kisimlara gdndermek
icin ilgili proteini kodlayan gene istenen polipeptidi ekleyecek sekilde DNA entegre
edilir. Bu polipeptidler ilgili proteinin belli hiicre kistmlarina ulastirslmasins saglar.
Ornegin, hiicre zannda bulunmast gereken proteinler 7-13 hidrofobik amine asitlik
bir merkez tagiyan 13-36 amino asitlik bir sinyal peptid tagimalidir. Endosplazmik
retikulumda bulunan memeli proteinleri C ucglaninda Lys-Asp-Glu-Leu seklindeki
doetli bir polipeptid tagimalidie. Belli hiicresel kistmlara génderilmeleri planlanan
proteinlerin mihendislifinde ilgili organele yonlendirmeyi saglayan peptidlesi
kodlayan bir DNA pargas: ilgili gene bir bistiin olarak entegre edilmelidir.

Bir organizmada bulunan bir proteine bagka bir otganizmadan aynt proteinin daha
iyi Ozellikte oldugu diisiiniilen bit bagka formunun kazandirtimast da protein makro
degisikligi adi altinda incelenebilir. Patateste nigasta sentezinin ilk asamast ADP
glukoz pirofosforilaz (AGPaz) enzimince gerceklestirilmektediz. Nisasta sentezinin
hizt bu enzimin miktartyla degil fakat allosterik kontroliyle (proteinin bir kismuina
bir madde baglanmasiyla diger kismunin aktivitesinin degisimi) belirlenmeksedir.
Ayng enzimin E. Cof/de bulunan ve allosterik kontrol 6zelligini kaybetmis bir
mutant formu nigastanin depolandigt yer olan plastidlerde bulunacak sekilde
patatese aktarddifinda enzimin katalize ettifi reaksiyon huzt smiudanmamalkta ve
sonugta patates yumrularinda normalden %35 daha fazla nisasta birtkmektedir
(Stark ve ark., 1992). Bu islernin iki faydast vardur:

1) Daha fazla nisasta; cips veya kizartmalarda patatesin daha az yag emmesine
neden olmaktadie, :

2) AGPaz enzimi risastanin sekerlere pargalanmas: seklinde ters yonde de islev
gorduftinden allosterik kontrol ozelligini kaybetmis AGPaz uzun siireli
depolamalarda nisastanin  sekere donlgmesini  sinilayacak ve béylece
depolarda  patatesin  sirmesini  bastran  kimyasallann  kullanima
gerekmeyecektir,
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24.8.3. Protein yapsinda rasgele kiigiik degigikliklerin yapilmasi

Aslinda vzun siiredir mutasyon caltsmalart ilé protein mihendisligi yapilmakeayds.
Cok sayrda mutant birey arasinda istenen bir karakter bakumundan gelismis dzellige
sahip fertler secildiginde aslinda ilgili proteinin defistirilmesi yani mihendisligi sdz
konusuydu. Rasgele mutasyon teknigi giiniimuzde klonlanan genlerin nitkletk asit
dizilisinde gelisigiizel defisiklikler yapmak seklinde kullanilmaktadir. Gen izerinde
yapilan seri rasgele degisiklikler ile yapi-fonksiyon iligkisinin  galistlmast
miimkiindiir. Ayrica, esithi nedenlerden dolayi protein yapist hakkinda bilgi edinme
imkant olmayan veya protein fonksiyonunun modelleme ie calistlamadig
durumlarda rasgele dizayn yontemi ile mithendislik yapilabilie, Bu teknik mutantlar
igin iyl bir seleksiyon sisterni bulundugunda bagart sansma sahiptir. Teknifin en
biiyiik dezavantajs degisiklikler sansa bagh oldugu icin cok fazla sayida mutant ie
caligilmast geregidir. Copu kere kontrolstiz olarak birden fazla noktada mutasyon
meydana getirilebilmekte olup, basart da kesin degildir.

Rasgele dizayn yénteminde mutasyonlar in wive veya in witro olarak yapdabilir. In vivo
mutasyoslar klasik mutasyon caligmalarinda oldugu gibi dogrudan bitki tzerinde
gerceklestirilebilir. [r w0 mutasyonlarda doggudan bitki degil ilgili genin
klonlandigt vektor organizma olan bakteri mutasyona tabl tutulur. Bu islem
mutasyonun bagart oranunt oldukea yitkseltir. Green ze ark. (1998) bitkilerde nigasta
sentezinde Snemli bir rol oynayan ADP-glukoz pirofosforilaz enzimini bu yolla
incelemislerdir. Ilgili genin Gizetinde bulundugu plazmidi tagtyan bakteti bir mutajen
olan hidroksilamin HCl icinde buytitilmus ve daha sonra mutantlar izole edilmistir.
Arastiriettar farkd mutantlan inceleyerek enzim fonksiyonunda énemli olan amino
asitleri belirlemislerdir. Bu uygulama igin 6n sart séz konusu proteinin vekttr
sistemde bir islev meydana getirmesidir.

In vitro mutasyon daha kolay bir sekilde klonlanan gen tizerinde PCR teknigi ie
gerceklestivilic. Bu teknifin esas: ideal (spesifik) olmayan PCR sartlarinda DNA
dretiminin  yapilmast  durumunda  kahp olarak  kullantlan  DNA'nin - aynen
kopyalanmamasidie. Bu amagla iretilen DNA’yt okuyup dizeltme Szelligi
bulunmayan polimeraz enzimi kullanlir. Polimeraz reaksiyonu esnasmda normal
olmayan iyon sartlart ve niikleotdlerin oransiz kullantmt (A, T, C veya G’den
birinin dierlerine nazaran ¢ok dusik konsantrasyonda olmass) vanls kopyalamaya
yol actiklarindan mutasyon meydana getirirlet. .

PCR teknigi kollanmmimin mutajen kullanimuna nazaran bazi Ustinlikleri vardur.
Oncelikle etkinligi daha yiiksektir ve bu nedenle daha az sayida mutant ile caligmak
yeterli olabilir. Ayrica, klasik mutajenlerin biiyik cogunlugu nikleik asit dizilisinde
ancak belli degisiklikleri yapabilmektedir. Oysa, PCR tekniginin kullandmas: ile
bazlar arasinda her tiirli degisiklikler yapmak miimkiindir.

PCR teknigginin diger bir avantaji da kismen bilinghi bir protein mihendisliginin
yapabilmesidir. Iigili proteinin yapisal ve fonksiyonel modellemest tam olarak
yapilamamis olsa da proteinin farklt organizmalardaki formlarina ait amino asit
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dizileri bilindifinde (Sekil 24.14 ve Tablo 24.2°de pésterildigi gibi) farklt formlarda
benzerltk gosteren amino asitler muhtemelen fonksiyonla ilgili oldugundan bu
amino asitlere kargiik gelen nilleik asit parcasinda PCR ile mutasyonlar meydana
getirilir ve basart sansi artodir.

Aranan  Ozellikte proteini tagtyan mutantlarin bulunmast rasgele gelistirme
tekniginin en krittk safhasidir. Eger proteinin etkisi gézle gérinebiliyorsa bu isiern
cok kolaydir. Enzim 6zellifindeki proteinterde muhendisligin basarist yaygin olarak
degigtirilen proteinin reaksiyondaki basarisinm normal proteinle karstlastirlmass ile
bulunur. Hormon niteligindeki proteinlerde ise bu daha da giictiic ve dedistirilmis
proteinle normal proteinin hormonsal etkilerinin karsdlastirilmas: uzun zaman

alabilit.

24.8.4. Protein yapisinda bilingli kiigiik degi§ii<1iklctin yapilmasi

Rasgele defisiklik tekniginde istenen defisikliklerin elde edilme olasiify oldukca
digiik ve sansa bagldi. Proteinde istenen ‘gelismeyi saflayacak amino asit
degisikliklerini elde etmenin en kolay yollarindan biri yapi-islev iligkisinin kurulmas:
sonrastnda  defigiklikleri yapmak anlamna gelen bilingli dizayn teknigi ile
gerceklegtirilir (Sekil 24.18). Proteinlerin ii¢ boyutlu yapist ya dogrudan x-ray
kristallografisi veya NMR teknikleri ile ya da proteinin amino asit dizilisinden iic
boyutlu yapilarinin bilgisayarla molekiler modellemesi yoluyla belitlenir. Yapy
fonksiyon iliskisinin belirlenmesinden sonra gen iizerinde istenen degisiklikler
yapilir. Elde edilen mutantlarin segimi ve karakterizasyonu ile gelistirilmis protein
elde edilir ve kullanima sunulur. Geligtirilmis protein, flave degisiklikler icin yeniden
bu déngiiye sokulabilir.

Bilincli defisiklkler yapma teknigi dért safhadan olugmaktadie. Bunlar, agagida
strastyla agtklansugstir,

24.8.4.1. Proteini kodlayan genin izolasyonu, klonlanmas1 ve ifadesi

Gen izolasyonu ve klonlanmast bu kitabin 14. béliminde anlatlmstr, Cahsilan
proteini kodlayan genin klonlanmas: rasgele mithendisligin ¢ogu uygulamalarinda
da gereklidir. Genin bir tagtyict organizmada ifade edilebilmesi her zaman miimkin
olmayabilir ve iglem zorlagabilir. Gerekli mutant proteinin ifade edilernemesindeki
onemli nedenlerden birl mutant proteinin vektér organizmada uygun bir bicimde
katlanamamasidie. Diger bir neden ise ilgilenilen proteinin vektdr organizma icin
yabana bir protein nitelifinde olmast nedeniyle vektdr organizmadaki proteaz
enzimleri tarafindan pargalanmasidir. Son bir neden de iigili proteinin ifadesi cok
ylksek seviyede oldugunda akedvite kaybidir,
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Sekil 24.18. Bilingli protein mithendishfi semast.

24.8.4.2. Yapi-iglev iligkisinin kurulmasi

Bu amacla ilk yapdmast gereken sey sdz konusu proteinin Gic boyutlu yapisinin
belirlenmesidir. Yapwislev iligkisi, daha Once tartigldify Uzere, ya x-ray
keistallografisi veya NMR teknikleriyle dogrudan, ya da amino asit dizilisini
kullanarak ikincil yaps tizerinden ¢ boyutlu yapimn bilgisayar modellemest yoluyla
dolaylt olarak yapilr. Ug boyutla yapinin belirlenmesinden sonra yine bilgisayar
kullanimiyla ve daha once benzer proteinlerden elde edilen veriler yardimiyla
proteinin fonksiyonunda kritk olan amino asitler bulunur. Ayrea, yapidacak
depisildigin teortk olarak ne dp bir etki meydana getirecefi de bilgisayar
modellemesi ile test edildikten sonta mithendisligin difer asamalanina gecilir.

24.8.4.3. Istenen degigikliklerin gergeklegtirilmesi

Vektdtler icine klonlanan genin niikleik asit dizilisi lizerinde istenen amino asitlere
karstlik gelen bazlar belitlenmis nokta mutasyonu adt verilen teknikle defisdrilir. Bu
teknik 1970'erin sonunda M. Smith tarafindan bulunmus ve kendisine 1993 yilinda
Nobel Odiilii kazandirmistir. Bu tekniffe gore istenen depisiklikler sentetik bir
DNA dizerinde yapilw ve daha sonra bu sentetik DNA genin iizerinde istenen
kistmla  degistirilir.  Daha sonra  degistirilmis olan bu DNA'dan protein
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dretiimektedir. Tarthsel gelisim icinde istenen degisikligi daba kolay elde etmek icin
belitlenmis nokta mutasyonunun fatkls versiyonlatt gelistirilmistir. Bunlar:

a) Kaset mutagenesis

Gen tizerinde degsiklik yapilmast istenen bélge DNA kesim enzimleriyle kesilerek
ctkarilir. Kesilen yere istenen mutant baz sirasins tasiyan sentetik DNA yerlegtirilic
wekdl 24.19). Bu metot ilk defa subdilisin enziminin miihendisliginde Wells ve ark.
(1985) rarafindan kullanilmustir, Bir proteaz olan bu enzim ¢amager deterjanlarinda
kirleri pargalayict olarak kullanilmaktadir. Ne var ki, bu enzim ¢amasir suyu ile yan
yana geldifinde aktivitesinin biyik kismini kaybetmektedir. Biyokimyasal analizler
enzimin aktivitesini 222 numaral pozisyondaki metionin amino asidinin
oksitlenmesi nedeniyle kaybettifini ortaya koymustur. Bilim adamlan  bu
pozisyondaki amino asidi  defistirerek camastt suyuna  dayankli  enzfm
yapabileceklerini anlamuslardir. Subtilisin enzimini kodlayan gende 222 numaral
pozisyonu iki tarafindan kesim enzimleri ile kesip cikarlmss, verine 222 numaralt
amino asitte mutasyon tagtyan, uclar ayni enzimlerin tanidsgy dizilesine sahip olan
sentetik oligontikleotidler konulmustar. Bu islemi 222 nolu pozisyonda dogal
olarak bulunan metionin amino asidi haricindeki 19 amino asit icin de yapnuslarde.
Sonucta, 222 nolu pozisyona sistein konuldufunda enzimin normalden daha da
akeif oldugu ancak ¢amagir suyuna hala hassas oldugu anlagtimistir. Bu pozisyona
alanin amino asii kondufu durumda ise enzim dogal formunun ancak %53
akiavitesine sahip olmus, fukar ¢amagtr suyundan etkilenmemistir. Bu degistirilonis
enzim bugiin igin deterjanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir,

Kaset mutagenesis metodunun en biyik dezavantajlanndan biri mutasyon
yapilmasi istenen bolgeyi keserck gikaracak, ancak genin diger kisunlarinda kesim
yapmayacak enzimlere ait Lesim bélgeleri olmast zormmlulugudur.

b} Primer uzatiimas: (tek primer metodu)

En kolay belilenmis nolia rqutasyonu elde etme yoludur. Istenen béigede
defigiktigi tagtyan 7-20 niikleotid uzunhugundali sentetik oligoniikleotid dizisi cift
sarmal halinde degil fakat M13 vektori igine tek ip halinde klonlanmss geni tagiyan
plazmid DNA ile bir araya getirilir (Traboni 2 ark., 1983). DNA polimeraz, dINTP
ve ligaz enziminin bulundugu gartlarda biitin pazmid DNA kopyalanur ve cift
sarmalls heterodupleks bir DNA elde edilir (Sekil 24.20). Bu DNA’nin bir ipligi
mutant geni, diferi dogal geni tagimaktadsr. Bu haldeki nlazmid, E. coli've transfer
adddifinde teorikte her iki ipin de ¢ofalulip hem dofal ve hem de mutar:t geni
“agtyan farkl plazmidler ha'lnde «lim gdsteimesi gereldrdl. Ancak, pratikte E. cof
hiicresinde DNA dizeltme mekanizmass sayesinde DNA ¢ogalumt esnasinda iki
upten biri dizeltilie. Muatant geni tasivan  kcloniler P ile izareidenmis
oligonikleotid kullanilarak vecilir.
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Sekil 24.19. Kaset mutagenesis ile belirlenmis nokta mutasyonu yapilmass (Watson 2 aré.,
1992°den degistirilezek).

¢) PCR teknigi ile belirlenmis nokta mutasyonu yapilmas

Mutasyona ugratimak istenen amino asitlere karsilik gelen baz sirasindan iki yonde
DNA iiretimi yapacak sekilde ayni mutasyon oOzellifini tagtyan ve birbirine
tamamlayict olan iki primer (A ve A’) geligtirilir (Hliguchi v ark., 1988). Bu
primetler ve ayrt iki primer (B ve C) daha kullanilarak her ki yénde DNA iiretimi
vapilr (Sekil 24.21). Dzha sonra ¢ogalulan bu iki DNA bir araya getirildiginde
birbirine tamamlayict dzellikte olan ve mutasyonu tagiyan primer dizileri birbirine
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yapisitlar, Dupleks yapiun eksik olan kisimlart PCR ile tamamlanie. B ve C
primerleri kullantarak fretim tamamlanir. Bu metot dért primerin kullanildigs g
PCR iglemi gerektirmektedir.

o R
Mutasyonu tagiyan
primer

-

PCR'da %, s
tak geritli ¥=T
kalip BNA

DNA polimeraz
Yy dNTP'ler
14 Ligaz

Vekidr igine
ktonlanmis gen

&
7.
DR Plazmid tzerinde !

Primerdeki mutasyon % ' DNA sentezi
nedeniyle uyusmayan “ " baslar
dizi :

PCR ile DNA liretimi
sonunda iki farkl tip
plazmid ofugur

Normal plazmid

Mutant p!azmid/

E. cali bu plazmidlerie
transforme edildiginde
iki tip koloni olugur

Orifinat
koloni

v koloni

Sekil 24.20. Prmer uzattlmast (tek primer) metodu e belitlenmis nokta mutasyonu
(Wartson »e ark., 1992'den degistirilerek)

Glintimiizde yaygin olarak kullandan bu teknik kaset mutagenesis ve primer
uzatmast ile karglagtinldiginda oldukea kisa siirede gerceklestirilir, ucuzdur ve
%100 bagars ile mutasyonlar meydana getirebilmektedir. En dnemli dezavantajlari
arasinda tretilen parcanin daha sonra bir vektdre ligasyon ile entegre edilmesi ve
DNA tretiminde kullandan Tag polimeraz’in belli iglideki hata orant nedeniyle
genin mutasyona ugratdacafs kisrm disindaki verlerinde de mutasyon meydana
getirebilecefs icin mutantlarim dikkatli bir seklide analiz edilmesinin gerekmesidir.
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$ekil 24.21. PCR ydntemi ile belidentmiy nokta mutasyonu yapimast (Old ve Primrose,
1994°ten degistirilerck)

k 3
3 3

24.8.4.4. Mutantlarin incelenmesi, saflagtirilmasi ve karakterizasyonu

Elde edilen mutantlarin oncelikle dogru dizilisleri tasiyip tastmadiklart mutant
genlerin dikkatli bir sekilde nitkleik asit dizi analizlerinin yapimast ile belirlenir.
Uygun diziyi tagtyanlarin fonksiyonlarinda beklenen gelisme oldugunun gozlenmesi
icin diger testlete gecilir. Gerekirse yeniden (i boyutiu protein analizleri yapilir.

Son asamada mutant protein vektdr organizmada ekspres edilir ve saflagtau.
Mutant ve normal proteinler ilgilenilen reaksiyonlar bakimindan karsdagtinlir. Eger
ilgili protein ancak orfjinal organizinada ekspres oluyorsa mutant gen oxijinal
organizmaya transformasyon yoluyla aktardir ve fonksiyon testlerine devam edilir.

24.9. Sonug

Daha 1940°larda, sekilsiz ve kolloidal madde olarak tanimlanan proteinles: bugiin
bigimlendirip sekillendirebiliyoruz. Hatta buglnkii teknoloji, teotk proteinler
yapma kapasitesine de ulasmustir. Ne var ki, su andaki kapasitemiz ve ufkumuz
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bugtine kadar cozebilmis oldugumuz proteinlerin davranslari ile stnirhidie. Pek ¢ok
proteinin yapisini ve davratgmnt ise hela anlayabilmis degiliz. Ornefin, proteinlere
dayaniklilk dzelligini kazandiran mekanizmays hala tam olarak bilmiyoruz. Her ne
kadlar ge}j§rjrilmi§ bilgisayar modelleme programlar: ile amino asit dizilisinden ve
hatta nikleik asit dizilisinden proteinlerin ¢ boyutlu yapisun ve fonksiyonel
niteliklerini tanimlayabilsek de bu teknik heniiz her fitld protein igin ayns sonucu
vermemektedir,

Rekombinant DNA teknolojisi ve protein analiz metotlar: yan yana gelismektedir.
Cogu kez protein analiz metotlan sonucunda elde edilen veriler rekombinant DNA
teknotojisine uygulanarak protein mithendislifi gerceklestiriimektedir. Ancak, bazen |
énce DNA dizeyinde defisiklik yapilip sonra bunun protein iizerine etkisini
incelemek yoluyla protein analizine katkida bulunulmaktadir. Yine de, metot ne
olursa olsun, sonucta ihtiyacimuz olan proteinleri dogqc:h var olduklan duramdah
cikartp, kendi menfaatimize daha wuygun hale getirip hayaumizi kolaylagtirma
yolunda adimlar attyoruz. Bu gergek, biyoteknoloji bilimini yeai bin yilin en énemli
bilim alanlarindan biri yapmaya ve diinyz gda probleminin ¢oziimi igin en biyik
umnut yaprnaya yetmektedie.
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Kenan Turgut!, Serkan Uranbey?, Sebahattin Ozcan?

! Akdeniz Universites, Zivaat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, 07058 Antalya
?Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, 06110 Diskap:, Ankara
e-posta: kenan@agric.akdeniz.edu.tr’

25.1. Girig

Giintdmiizde, bitki doku killnirleri ve gen aktarim tekniklerindeki hizh gelismeler
neticesinde  kiiltiir  bitkilerinin  énemli bir kismuina gen aktarmak mimkin
olmaktadir. Ayrnica, ileri bitki genetik mithendislii tekniklerinin kullanilmasiyla da
tartmsal Oneme szhip bircok gen defisik organizmalardan izole edilerek kildir
gesitlerine aktarlabilmektedir. Genetik muhendislifindeki baglangic ¢abgmalan
daha ¢ok béceklere, viriislere ve herbisitiere karst dayaniklt cesitlerin Uretilmesi
yoniinde olmugtur. Son yillarda bitki gelisgme agamalatinin degistirilmesi yoniinde
de 6nemli galigmalar yapimaktadir. Giiniimlzde aruk bitki genetik mihendishigi
cabsmalarinin sonuglart uygulama asamasina gegmeye baslamss, ozeliikie son 15
yildan bext bitki 1slahinda uygulanmakta olan biyoteknolojik yontemler hem zaman
hemde kesinlik agisindan ¢ok iyi sonuglar vermeye baglamstr. Bitkilere gen
aktarimunin bagarimast ile tatimsal biyoteknoloji acisindan biyiik ufuklar aglmistur.
Halen sinirle sayida bitkide uygulamaya yonelik sonuclarin alindigt bu ¢aligmalarm,
rekombinant DNA teknolojisinia hizla ilerleme gostermesi nedeniyle, kisa stirede
yaygin olarak tiim bitkilerde kullandabilic duruma gelecei konusunda bilim
adamlar gorizs birligindedir.

Son yilarda tzerinde durulan onemli tekniklerden biri olarak “antisens RINA
teknolojisi” ise bitki genetik miihendisliinin en yeni ve ileri tekniklerinden birisidir.
Bu teknoloji sayesinde, belitli protein veya enzimlerin tretiminden sorumlu
genlerin etkileri kolayca ortadan kaldinlabilmektedir.

Ozcan 5, Giirel E, Babaoglz M (2001) Bitki Biyoteknolojisi I -
Genetik Miihendisligi ve Uygulamalan, Selguk Universitesi Basimevi
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Genetik mithendisligi caligmalaninda, bir genin fonksiyonunun belirlenmesi iki
farkh yéntem ile saglanabilmektedir. Bunlardan klasik olan “forward genetics™ (ilexi
genetik)’de dnce bitkide mutasyon meydana getirilic ve daha sonra mutant gen
kionlanmaya calisthr. Bu teknik oldukea uzun zaman alarak yogun bir cahsmayt
gerektirmektedir. Bu sekilde ¢alsmanm en dnemli avantajs ise, gen klonlamasina
baglamadan 6nce ilgili mutantin belitlenebilmesidir. Difer tarafran “reverse
genetics”™ (ters genetik) klasik genetigin tersine, énce klonlanmiy gen ile baglar ve
daha sonra bu genin bitkideki gercek rolinii arastnr. Bu teknikee, genetik
transformasyon yoluyla bitkide meveut olan genetik fonksiyonlar engellenir. Ters
genetik yaklasiminin en énemli avantajt, yararl bir mutasyon elde edildifi zaman bu
mutasyona neden olan genin elde mevcut olmasidie. Yani, ayrica gen klonlama
islemlerine gerek yoktur,

Antisens teknoljosi mutasyon olugturmada énemli bir alternatif haline gelmistir. T-
DNA yerlesimi ve homolog rekombinasyon ile bazt hedef genlerin bozulmastyla
mutant bitkiler elde edilebilmeltedir. Antisens teknolojisi ve mutasyon slahu ile
mutasyon elde edilmesi Tablo 25.1°de kargdagturdmugtr.

Tablo 25. 1. Antisens yaklasim ile dier mutasyon eldesetme yontemlerinin karpilagtzilmast
{(Anja ve ark., 1997).

Antisens yaklagim . Mutasyon

- Gen spesifik bir yonterndir. - Indirekt bir yéntemdir.

- Hedef gen ifadest izerinde deffisken etki - Gen ifadesi tam clarak bloke
sézkonusudur, ' edilir.

- Ploidi seviyesinden bagimsizdir. - Ploidi seviyesi etkilidir.

- Gen ailelerinin inaktivasyonu - Gen aileleri icin uygulanabilir
sozkonusudur. degildir.

- DNA dizinine ihtiyac duyulur. - DNA dizinine ihtiyag duyulmaz.

- Rejenerasyon ve transformasyon - Doku kiltiri yéntemleri gerekli
sistemlerine ihtiyac vardur. degildir.

- Toplum tarafindan kabulu hentiz - Toplum tarafindan kabul
bilinmemektedir. gormistiir.

Antisens genlerinin  kararli olarak bitki genomuna aktarilmasi, gen aktarsm
sistemine baglidir. Genel olarak antisens genlerin bitki genomuna aktardmasinda,
Agrobacterinm tupsefaciens bakterisi kullanimaktadir, Ik olarak elektroprasyon yoluyla
antisens kloramfenikol asetiltransferaz (CAT) geni ve grantl baglayict nisasta sentez
(GBSS) genleri geltik protoplastiarma aktarlmisur (Ecker ve Davis, 1986).
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25.2. Antisens RINA Teknolejisinin Tanmmni ve Temeli

Antisens RNA teknolojisinin uygulamasinda, gen-protein-enzim ihskilerinin ¢ok 1yi
bilinmesi ve gen aktarim tekaiklerinin kollantlmast gerellidie. Bilindigi gibi, hiicre
yonetimi, hicrede meydana gelen kimyasal olaylara yon vermekle olur. Birgok
kimyasal olayin yoén ve hizi proteinlerin, dzellikle enzimlerin etkisi altindadie. Buna
gore, protein sentezini yoneten ve yapdacak enzimlerin gerek tipini ve gerekse
miktannt kontrol alinda tutan bir mekanizmanin hiicre igerisindeki tim yapilara ve
fonksiyonlara hikmetmest gerekir. Hicre igl temel direktiflerin cekirdekteks
DNA’da sifrelendigi, her canhda kendine 6zgl olan DNAnin hiicre organellerinin
nasil daveanacaklarin bildirdigt ve bir canliya ait tim bilgilerm DNA molekiilertnin
helezonlar Gzerinde kayitlt oldugu cok iyi bilinmektedir. Cekirdekte yer alan DNA
hicresel olaylara degrudan katlmamakta, biyokimyasal olaylar sitoplazmada
meydana gelmektedir. Bu nedenle, DNA’dalt emirleri sitoplazmaya aktaracak aract
molekillere ihtiyac vardir. Bu aract molekiiller mRNA molekiilleri olup, hiicre
mRNA ile sitoplazmaya tasinan emirlere uygun olarak istenilen cins ve miktarda
proteinteri sentezler. Sentezlenen proteinler hilcrede yaps maddesi, enzim, hormon
ve antikor olarak hiictenin titm fonksiyonlaria bir hiyerarsi (dizen) icinde yiiritis.

Protein sentezi DNA’min kontrolil alunda sitoplazmada  hicreler icerisinde
gerceklesir. DNA’min birinci  gorevi, yeni DNA  sentezlenmesi, yani
replikasyonudur. Ikinci gérevi ise protein sentezini gerceklestiren mRNA’larin
sentezidir (transkripsiyondur). DNA hiicrede yapilmast gerekenleri kendisi yapmaz,
mRNAva devreder. mRNA ise DNA molekilinden aldify sifreyi sitoplazmaya
iletir. Daha sonra alinan gifreye gére tRNA’lar gerekli aminoasitleri sitoplazmadan
toplayarak, ribozomlar aracihigiyla birbirine baglayarak proteinlen dretitler (bkez.
Bélim 13).

Antisens RNA yaptlarinin kullandmast da bir “ters genetik” yontemidir. Antisens
RNA teknolojisi, hedef mRNA dizinine tamamlayict olan bir RNA kolunun bitki
genomuna girisi ile DNA’dan RNA yoluyla proteine kadar olan bilgt akismin bloke
edilmesi terneline dayanmaktadr (Mol e ark., 1990). Antisens RNA yoluyla gen
ifadesinin dizenlenmesi Uk defa dogal olarak bakterilerde kesfedilmistir (Simons,
1988). Bakterilerde, kisa antisens RNA bolgelerinin degistk asamalarda gen
ifadesinin kontrolinde rol oynadif belirlenmistir. Fakat dkaryotk canlidarda boyle
bir gen dizenlenmesine rastlanmamugtir.

Antisens RNA  yaklasimindan  giinimiizde temel olarak ki gekilde
yaratlandmaktadir:

1. Biutkilerde ifadesi istenmeyen genlerin engellenmesi ve boylece yarath
fenotiplerin ortaya ¢ikarthmas,

2. Dszha 6nce fonksiyonu bilinmeyen bir genin bitkideki roliniin veya geni
tanimlanimis olan bir proteinin bitkideki fonksiyonunun atastuilmasidir.
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Itk kez, antisens RNA yapilarnm okaryouk hiicrelerde kullandmast Izant ve
Weintraub  (1984) tarafindan  bildirmistit.  Okaryotlarda  antisens  yaklagimy,
siintimizde molekiller ve uygulamal genetik alanina iyice entegre olmugtur.
Okaryotlarda antisens yaklaginin hayvan ve bitki sistemlerinde kullandabilieligi
Tablo 25.2°de verilmistir.,

Tablo 252, Okaryotlards antisens yaklagmlan ve bitki ile hayvan sistemlesinde
uygulanabililigi (Anja 2 ark., 1997).

Hayvan Sistemlerind Bitki Sistemlerinde

Yaklagim Uygulanabilirligi Uygulanabilicligi
Sentetik oligonitkleondlerin genoma + -

girigl

Kopyalanan /x witro antisens “ -

RNA’latin genoma girigh
Transgentk organizmalarda antisens + +
genlerin ifadest

Bitkilerde antisens teknigi uygulamasinin tercih edilen yénii, bitki genomuna kararlt
bir sekilde entegre olmus genletin igsel (endogenus) ifadesidiz. Bu genlerin igsel
ifadeleri, i vire’da kopyalanan hedef mRNAlar ile etkilesimi oldugu disiintilen
antisens RNAMarin olusumu ile sonuglanir. Bu  oligoniikieotidler, kimyasal
degisiklige ugraularak veya oldugu gibi hiicre yizeyinde aliilar yardsmuiyla akuf
otarak alnmis (Shuttleworth ve Colman, 1988) ve kiltir hicrelerine enjekte
edilmigierdic  (Hatland ve Weintraub, 1985). Hiicre iginde antisens
ofigontikleotidlerin spesifik bir mRNAnin amamlayict bolgesi ile etkilegimi
amaclanmisetr.  Antisens oligonikleotidler bitki hiicresine etkii bitr bigimde
sokulamadify icin bitkilerdeki gen ifadesinin inaktivasyonu simurhdie. Drosophila
hiicrelerinde, mikronjeksiyon ile aktardmug antisens RNA’lar bir ka¢ hedef geni
gecici olarak inaktive ederken, oligoniikleotidler bakumindan in sitrd’da kopyalanan
RNA’larm  bitkilere enjeksivonunun ise c¢ok uygun olmadifn gdrilmistiir
(Rosenberg ve ark., 1985).

Transgenik bitkilerdeki antsens genlerin ifadesi; gogunlukla mRINA sabit durum
seviyesi, protein sabit durum seviyesi ve enzim aktivitesinin azalmast ile fenotipik
degisikliklerin bir kombinasyonu seklinde sonuglanir. Antisens genleri ifade eden
klonlatda, mRINA sabit durum seviyesi her bir organdan mRNA izole edilerek
cesitli bitki dokularinda incelenebilir. Northern hibridizasyon yéntemi kullansdarak
hedef mRNA ve antiserss RINA'run variy ya da yoklugu ispatlanabilie. Tek sarmal
spesifik problar kullanarak antisens RNA ve hedef mRNA'yr aymt etmek

mimkindr.
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25.3. Antisens RNA Regiilasyonunun Mekanizmasi

Antisens RNA  yontemi, bitkilerde gen ifadesinin istenildigi sekilde idere
edilebilmesi bakimwndan énemli bir yaklagimdir. Bu teknik, bitki genomunda
bulunan hedef genin iirettifi mRNA dizinine tamamlayict {komplementer) olan bir
mRNA molekiliniin bitkt hiicresinde tretilmesi temeline dayanmaktadir. Bilindigi
gibi, hiicrelerin protein yapuninda kallandiklar bilgiyi cift sarmal DNA’dan sadece
bir tanesi tagimakta, bilgiyi tagtyan bu sarmala “sens”; tekine “antisens” iplikeik
adi verilmektedir. Bitkilerin yaprak, cigek, meyve ve wohum gibi organlannda gegici
ethi gosteren birgok gen belitlenerek izole edilmistir. Izole edilen bu genler,
mRNA’nin olusumunda antisens iplikcik sablon olacak sekilde bitkilere tekrar
aktararak antisens mRNA’lar dretilebilmektedir. (Ozcan ve Ozgen, 1996).
Antisens RNA dilzenlemesinin mekanizmast tath anlamiyla bilinmemekle birlilste,
bitki hicresine sonradan kazandizlan’ antisens RNA ile bitkide meveut mRINA
arasinda gerceklesen dubleks olusumun neden oldugy tabmin ediliektedir (Sekil
25.1). Sckilde goruldigi gibi, bitki genomuna aktarlan antisens RNA ile bitki
hiicresinde meveut olan mRNA birbitine tamarnlayict oldugundan bitki hdcresinde
RNA  dubleks: olugmaktadir. Bu durom ise mRNAdan protein olusumuny
engellemektedir. Bu engellenmenin nasil gerceklestigi konusunda bazi hipotezler
ortaya aulosur (Turgut, 1993). Bunlar:

1. Dubleks RNA, RNaz enzimi tarafindan indirgenir,

2. Anusens RNA, mRNA’da meveut Poly(A) sinyalini bloke eder ve bu durum
dubleks RNAnm hiicre ¢ekirdeginden sitoplazmaya gecisini engelleyebilir,

3. Andsens RNA, transkripsiyon bagtangic bélgesini bloke ederek
transkeipsiyonu engeller,

4. Antisens RNA, mRINA’da AUG balgesini bloke ederek protein sentezini
engeller,

It

Antisens RNA, ekzon-intron ¢akigma bélgesini drterek baglanma
reaksiyonlarint engeller.

GorGldagh gibi bitén hipotezler inaktivasyonun, antisens RNA ile mRNA’nin
dubleks olugturmasi sonucu meydana geldigini bildirmektedir.

Anttsens RNA’nin bagari bir sekilde uygulanarak gen ifadesinin indirgendigi biitin
aragtitmalarda, hedef gen mRNA’sinin seviyesinde bir azalma gdzlenmistir. Sekil
25.2°de de goriildiigii gibi transgenik olmayan kolza birkilerinde A9 mRNA
seviyeleri normal iken, antisens A9 geninin akrariddit transgenik bickilerde énemli
oleude azalmisur. Yine, Smith w ark (1988) domates bitkisinde vapuklan
caligmalarda, antisens PG (poligalakturonaz) geninin  aktardd  transgenik
bitkilerden elde edilen olgun meyvelerde, PG mRNA sevivesinde ve enzim
aktvitesinde %90 ditsis  gozlemiglerdir. Olgunlasmis  domates meyvesinde,
gozlenebilir antisens sevivesi yesil meyvede bulunanin vaklagik %30 kadar
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bulunabilmistir. Bu sonug, RNA’nin lOretiminin veya nikleusdan tagtnmasinn
translasyonur  engellenmesine  gbre deha  biyik  rol  oynayabilecegini
gdstermektedit. Bununla birlikte, sens ve antisens RNA seviyelerinin diigiik olmast,
dubleks yapidaki RNA'nin indirgenmeye kars: daha duyarlt oldugunu isaret edebilir
(Bird ve Ray, 1991).

Bitki genomundaki mevcut Bitkiye texs yonde aktarilan
DNA zinciri DNA zinciri
5'“_ ¥ 5 )
AATCGG CCGATT
rraccc G GCTAA
3’ Sens iplikgik 5 3 Antisens iplikeik 5
(Sablon) {Sablon)}
5 AAUCGG 3 5 CCGAUU %
mRNA % * Antisens RNA
5 ¥
AAUCGG
S vuUAGLCC
3 5

Tamamlayic1 iki RNA’nin ¢ift
sarmal olugturmasi ve sonugta
protein firetiminin engellenmesi

Sekil 25.1. Antisens RNA diizenlemesinin mekanizmast.

Van der Krol v ark. (1988), yaprak dokularmda aynt seviyelerde antisens CHS
(Chalcone sentez) RNA bulunan bagimsiz transgenik petunya bitkilerinin
ciceklerinde farkli pigmentasyon Ornegi elde etmislerdie. Aymca, cok digik
seviyelerde antisens CHS RNA iceren bitkilerde de ¢igek pigmentasyonu
degismistir. Yine, Sheehy e ark. (1988), domates bitkisinde sens ve antisens PG
RNA’stnin  transkripsivons  miktadann:  aragteensslarder. PG mRNA’sinim
transktipsiyon  seviyesinin  antisens RNA’dan ¢ok daha disik oldugunu
gdstermelerine rafmen, PG geninin transkripsiyon miktarinmn transgenik ve kontrol
meyvelerinde ayni oldufu sonucuna varmuglardir. Bu sonuglar da, antisens
diizenlemesinin transkripsiyon sonrasi olabilecegini ortaya koymaktadr (Bird ve
Ray, 1991). Glintimiize kadar yapilan galigmalar, antisens RNA dizenlemesint tam
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olarak agiklayamamaktadir. Bununia beraber, inaktivasyonun transkripsiyon sonrast
oldugu ve RNAMin sitoplazmaya gecisinin  engellenmesinin  etkili  oldugu
santlmaktadir.

12 3 458678 9 10

‘ ]
@, - |

Sekil 25.2. Anusens A9 {tapetum-spesifik) geninin aktauldigs transgenik Braswea napus
bitkilerinde Northern hibridizasyen analizi. AY ¢DNA prob olarak kullandmugstir. 1. ve 9.
kulvatlar kontrol bitkiler, diferler ise transgenik bitkilerdir (Turgut, 1993).

25.4. Antisens Teknigi ile Gen Inaktivasyonunu Etkileyen Faktétler
25.4.1. Antisens DNA dizininin biiyiikliigii ve yapis:

Antisens dizenlemesinin olabilmesi icin gerek duyulan en onemli faktdr, bitki
hiicresinde meveut mRNA ile bitkiye sonradan kazandirilan antisens RNA arasinda
belirli oranda bir tamamlayiclgin olmasidir. Fakat bu iki RNA arasmnda gerekli olan
niikieotid benzerliinin miktarint arastirmal cok zordur. Yapilan bir galismada,
CHS mRNA’stnin 3" bolémiinin yarist veya Vs kismunm tamamlayict antisens RINA
ile bloke edilmesi transgenik bitkilerde cigek pigmentasyonunu degistirmistic (Van
der Krol ze ark., 1990). Ancak, yine ayont calismada mRNA’nin 57 bélimiine
tamamlayict antisens RNA kullamidifinda bitkilesin fenotiplerinde bir farkldik
gozlenmemistir. Bu sonuglar, antisens cdizenlemesi icin DNA dizininin  tam
biiyiikdiikte olmasinn zoruntu olmadsgint ortaya koymustur (Anja ve ark., 1997).

467



K. Turgut, S. Uranbey, §. Ozcan

25.4.2, Promotor segimi

Antisens ¢abgmalannda, kullanilacak olan promotor biyik énem tagumaktadu.
Ciacki, antisens genin hitldde hedef genle ayn1 yerde (hitcre, doku, organ) ve ayn:
zamanda ifade gostermesi gereklidir. Aksi durumda, antisens regiilisyonu
gerceklesemez. Simdiye kadar yapilan calismalarda genellikle CaMV 355 promotoru
kullantbmuste (Anja ve ark., 1997), Bu promotorun bitkilerin biitiin organlarinda ve
her zaman ifade gosterdifs sanilmaktaydr Fakat yapdan cahigmalarda, CaMV 358
promotorunun  antexde bulunan  tapetum ve mikrosporlarda akuf olmadsgs
anlastlmugtr (Van der Meer we ark., 1992; Plegt ve Bino, 1989). Bu nedenle, Van der
Meer ze ark. (1992) CaMV 358 promotor boélgesine “anter kutusu” adi verilen
dizint ekleyerek degistirmiglerdir. Bu “anter kutusu” CaMV 358 promotorunun
petunya bitkisinin anter bolgesinde ifade gdstermesini salamusur, Yiemisekiz
niikleotidden olugan bu “anter kutusu”, farkls CHS promotorlannda bulunan
homoiog bélgedir.

25.4.3. T-DNA kopya sayist -

Antisens genin kopya sayist da andsens inzktivasyonun derecesin etkileyebilmekee-
dir (Anja ze ark, 1997}, Genler bithl genomuna T-DINA’nn bir parcass olarak
aktarildiklarindan, antisens genlerin kopya sayist T-DNA kopya sayis: kadardir.
Rodermel ve ark. (1988), 5 transgenik titiin kionunda Rubisco enziminmn antisens
inaktivasyonunu analiz etmis, en disiik Rubisco RNA ve protem iceriginin en
azindan dort T-DNA kopyasimt tagtyan bir klonda bulundufunu gdstermisterdir.
Dzha diigik antisens ethili klonlarin, sadece birkac T-DNA kopyast icerdigi
gorilmigtir. Transgentk patateslerde yaptan bagka bir caligmada ise, degisen
derecelerde (BSS inaktivasyonu gdsteren GBSS genine ait T-DNA kopya sayist
Southern hibridizasyon yontemi fle belirlenmis, GBSS gent ¢DNAsiun 1.1 kb’lik
5" pargast prob olarak kulllaruldiginda, degisik band buayikliklerinde hibridize
bandlar olarak bireysel T-DNA yerlesimleri gorilmustir. Bir ya da ki T-DNA
kopyast ieren klonlarda antisens maktivasyonu meydana gelmezken, ii¢ ya da daha
fazla. T-DNA iceren klonlarda defisen derecelerde antisens inaktivasyonu
saptanmistir (Kuipers, 1993). Bu ¢aligmalar antisens genin kopya sayisinmn, o genin
maktivasyonuan  etkileven Snemli faktorlerden bitf oldufunu acgtkca ortaya
koymaktadzr,

25.4.4. Heterozigotik dizinler

Son yilarda yapilan ¢alismalarda, antisens engellemenin saflanabilmesi icin hedef
gen ile antisens gen arasinda %100 homolojiye ihtiyac olmadigs belitlenmistir {Anja
ve ark., 1997). Van der Krol ze ark (1990), petunya antisens CHS-A geninin
petunya ve tiitinde CHS geninin ifadesini  engelledigini, ancak antisens
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inaktivasyon etkinlifinin farkl oldugunu ortata koymuslardir. Petanya icin %52k
antisens inaktivasyon gozlenirken, transgenik titiin igin bu deferin %10 oldugu
gorilmustir. Yoncadan izole edilen glutamin sentaz geni ile titlindeki glutamin
sentaz geni arasinda %81lik homoloji ile inaktivasyon baganlmuistr (Temple v ark.,
1993). Bu konudaki diger bitkilerle yaptian caligmalar Tablo 25.3°de dzetlenmigtir.
Tabloda  gdriildiigi  gibi  heterozigotik  genlerle antisens  inaktivasyonu
basarilabilmekte, ancak antisens dizenleme etkinlifinin homozigotik genlere gére
daha disik egilimde oldugu distnilmektedir.

Tablo 25.3. Heterozigotik dizinlerle antisens inaktivasyon gabismalazt (Anja ve ark., 1997).

Kaynak Hedef Homoloji Engelleme

Antisens Gen Bitki © Bitki (%) )
Chalcone sentaz (CHS) Petunya Tiitiin 80 Tamb
Glutamin sentaz Yonca - Titlin 81 40
Graniid-baglayict nisasta sentaz IKasava . Patates 74 97
NADH-hidroksipirivat rediktaz Hiyar  Tiirin 79 50

Kafeik asit O-metil-transferaz Yonca - Titin 77 a0

*Enzim aktivitesinin azalmast
bCigek pigmentasyonunun tam olarak engellenmesi

25.4.5. Diger faktorler

Yapilan bazt caligmalarda, fiziksel kogullar ve bam dig faktoérlerin antisens
diizenlemesini etkiledifi ortaya konmugtur (Anja ze ark., 1997}, Petunya bitkisinde
Chalcone sentaz geni (CHS) inaktive edilerek gicek pigmentasyonu degistirilmis,
fakat ayne klondan c¢ogalulan transgenik bitkilerin bazilasmnda defisik  cicek
fenotipleri gorihmistir. Gicek pigmentasyonun GAs ve ekstra 13tk uygulamalariyla
etkilendigi ortaya konmugtar (Van der Krol ve ark., 1990). Aabidopsis thaliand da
hastaliklara dayanikliik galigmasinda, hastaltk etmeni olan Bosrysis cinerea fungusu ile
inckulasyondan dnce transgenils bitkilerde kitinaz seviyesinin azaltlmasiyla antisens
ctkinlifinin azaldg goriimistir (Samah ve Shah, 1994). Bu caligmalar, sik,
sicaklk, hastalik etmeni ve GA: gibi dis  fakedrlerin, antisens naktivasyon
derecesini etkiledigini actkea ortaya koymakeadir.

25.5. Bitkilere Akranlan Bakteri Genletinin Antisens Diizenlenmesi

Bilindigi gibi gen aktanlmis hiicre ya da dokularm seciminde kolay gozlenebilir
bakteriyel kokenli genlere thtiyag duyulmaktadir. Bu tip calismalarda da, transgenik
bitkilerde gozlenmesi kolay olan baz bakteri genleri basaryla kullanilmsstir.
Oncelikle, bakteri genleri normal ydnde (sens) bitkilere aktardmis ve daha sonra bu
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genler aynt (transgenik) bitkilere ters yonde (antisens) ikinci defa aktanlomstr. Bu
genlerin trettifi enzimlerin bitki hilcrelerindeki aktivitelest gbzlenerek antisens
RNA’nin etkisi aragtartimistir,

Bitkiterde gen ifadesinin antisens diizenlenmesini ilk olarak Ecker ve Davis (1986)
basarmiglardir,. Bu arastirmactlar, havuc protoplastlaninda kloramfenikol asetil
transferaz (CAT) enziminin gecici engellenmesini gozlemislerdir. Bu ¢ahsmada
inaktivasyon seviyesi antisens genin ifade seviyesine bagli bulunmugtur. Sens ve
antisens genleri arasindaki oran 1:100 oldugunda CAT aktivitesinde %95’ten fazla
azalma olmugtur. Bu calisma bitkilerde genlerin dizenlenmesinde antisens
RNA’nin basartyla kullanslabilecegini gosteymis ve boylece daha sontaki galigmalar
igin de 6rnek olmustur,

Tiitin bitkisinde nopalin sentaz (#es) aktivitesi engellenmistir (Rothstein 2¢ ark.,
1987; Sandler v ark., 1988). Rothstein ve ark. (1987), daha 6nce yaban:i tip #os
geninin aktarddi@ ticin bitkisine, CaMV 35S promotorunun kontrolu alunda olan
bir #or antisens genini aktarmuslardir. Transgenik titiin bitkilerinin zos aktivitest 8
ile 50 kat azalmistir, Buna paralel olarak #or mRNA seviyesinde de 8-10 kat digils
gézlenmistir. Antisens genin ve fenotipinin kalttyg, transgenik tiitiin bitkilerinin
yabani-tip (transgenik olmayan) titiin  bitkileri ile geri melezlenmesiyle
incelenmistir. Dollerde #or aktivitesindeki azalma antisens gen ile birlikte a¢ilima
ugramistir. Antisens RNA etkisinin bu sekilde kalsttrounin gésteriimest, bu teknigin
kiltiir bitkilerine uygulanma potansiyeli agisindan ¢ok énemibidir.

Transgenik tiitiin bitkilerinde, bakteriyel CAT geninin ekspresyonu %99 oraninda
azaltimistir  (Delauney ve ark, 1988). GUS (B-glukuronidaz) geni kolayldkla
izlenebilen bir enzimi kodladiffindan, transgenik bitkilerde gen ifadesi
calismalatinda vaygie olarak kullandmakeadsr. Aymi sekilde, titin bitkisinde
antisens etkisini aragtirmak icin GUS geninden de yatarlandmuy olup, GUS
aktivitesi %90 m Gzerinde azalulmusur (Robert vearé., 1989).

Biitiin calismalarda, bajimsiz transgenik bitkiler arasinda gen ifadesinin engellenme
sevivesi bakimmdan énemli farkbilddar bulunmugtur. Maksimum engellerne seviyest
sadece birkac badimsiz transgenik bitkide gozlenebilmigtir. Bazm transgenik
bitkilerde enzim aktvitesinde hichir azalma olmamsur. Antisens transgenik
bitkilerde bu sekilde varyasyonun olmast belki de antisens genin ifade seviyesindeki
varyasyondan kaynaklandi: disGniilmektedir, Antisens RNA teknoloiisi ile isaret
genlerinin ifadesinin bagart ile engellendigi caligmalar Tablo 25.4’de zetlenmmistir,

Antisens RNA genlerinin, ifadesi degismis hedef genle birlikre agthma ugramast
fenotipteki degismeden bitkiye aktartlan genin sorumnlu oldugunu gdstermektedir.
Bu durum CAT ve antisens-CAT genlerinin acilima ugradit gesi melez déllerinin
analizi ile gosterilmistir. CAT genini igeren fakat antisens geni tagimayan dollerde
CAT aktivitesi tamamen yeniden kazandirlmigtr. Antisens gen ifadesinin iki
generasyon boyunca kararidik gostermesi ve bu &zellifin melezleme yoluyla difer
bitkilere aktarilmast ticari sslah programiart agisindan énemli olmaktadir.
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Tablo 25.4. Antisens RNA reknolojisi ile isaret gen ifadesinin basan e engellendigi
galismalar {Anja ze ark., 1997).

Hedef Gen  Antisens Gen Antisens Gen Bitki Tiirii
Hedef Gen Promotoru Promotoru Uzunlugu
Klomamfenikol 358 CaMV, 355 CaMV, Tam Havue
asetiltransferaz (CAT) pal, nos pal, nos protoplasts
Nopalin sentaz (nos) nOS 358 CaMV 5 sonu (%65) Titiin
Kloramfenikol 358 CaMV 358 CaMV Tam, Titin
asetiltransferaz (CAT)) 5 sonu (172 bp)
Nopalin sentaz (nos) nos Cab22R Tam, pargalt Tiitin
(petunyz) -
Fosfinotrisin TR'Z 358 CaMV . Tam Tiitlin
asetdltransferaz (PAT)
B-Glekuronidaz (uidA) 358 CaMV 358 CaMV Tam Tiitiin
B-Glukuronidaz (uidA) 358 CaMV  ca/b : Tam, N, plumbagni
(A .thalina) _ 5 sonu (41 bp) Jfolia
Chalcone sentaz (CHS) 353 CaMV 355 CaMV . Tam, kismi Yonca
| protoplasts
Kloramfentkol 355 CaMV 355 CaMV ¢+ Tam Havug
asetiltransferaz (CAT) Y sonu (154 bp), protoplasu
5 sonu (432 bp),
: 3 sonu (341 bp)
B- Glukuropidaz (uidA) 355 CaMV 355 CaMV Tam Titin
- Glukuronidaz (widAy 3585 CaMV 358 CaMV Tam, Petunya
S'sonu (647 bpy  Protoplasu
5'sonu (583 bp)
5'sonu {68 bp)
Fsonu {1239 bp)

Fsonu (723 bp)

25.6. Bitki Genletinin Antisens Diizenienmesi

Bitki hitcrelerinde bulunan ve DNA dizinleri meveut olan genlerin ifadelerinin, bu
genlerin antisens RNA’lar aracilifs dle engellenmesi tarimsal agidan cok énemlidir.
Béylece, kiiltir bitkilerinde istenmeyen fenotipleri ortaya ¢ikaran  genlerin
sfadelerinin  engellenmesi miimkiin  olabilmektedir. Oncelikle, hedef genlerin
Klonlanabilmesi igin cDNA kiitiiphanelerinin kurulmast gereklidir. Daha sonra bu
kiiriiphanelerden cDNA klonlar gekilerek hedeflenen genler belitlenir (bkz Bolim
14). Bu cDINA klonlart ters yénde uygun promotor ve poly (A) sinyali arasina ve
daha sonra da bitki gen aktarnm vektoriine klonlanslar. Burada &zellikle hangi
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promotorun  kullanilacagt konusu &nem  kazanmaktadie. Cinkd, kullantan
promotorun dofru zamanda ve yerde (hiicre, doku veya organ) aktf olmas:
antisens dizenlemesi bakunindan ¢ok dnemlicix (Turgut ve ark., 1994).

Bu konuda son 10 vildiw énemli caligmalar vapimusur. Ik defa antisens RNA
yoluyla engellenmesi bagartlan bitki geni, Chalcone sentaz (CHS} enzimin: kodlayan
gendir (Van der Krol w2 ark, 1988). CHS enzimi bitkilerde flavonoid
biyosentezinde anahtar bir role sahipti. Antisens CHS RNA (CaMV 355
promotorunun kontrolu alunda) genininin aktaridif petunya ve tiitiin bitkilerinde
enzim aktivitesinin engellenmesi sonucu ¢icek pigmentasyonlan defistiritmistir.
Burada CHS mRNA ve enzim seviyelerindeki defigme sabit olarak
gerceklesmemustir. Transgenik bitkilerde tig farkls pigmentasyon tipi gézlenmistin:

z) Birinel tp bitkilerin  ¢igekleri yabani-tip (kontrol) ¢ielderden farksiz
bulunmustur.

b) Ikinci tip bitkilerde, tag yapraklars pigmentasyonunda azalma ile birlkte
renkli ve beyaz parcalar gozlenmistir.

¢) Uctineil tip bitkiler biiyik oranda beyaz tag ygpraklara sahip olmugtur

Ayrica, beyaz bolgelerde flavonoid pigmentlerinin olmadifit gosteritmistir. a ve b
tpi ¢iceklerde CHS mRNA ve protein seviyeleri ile pigmentasyon seviyeleri
arasinda digki bulunmustar. Transgentk bitkilerde antisens etkisinin kaliimi geri
melezleme caligmalart ile izlenmis ve tam bir aciim oldufu bildirilmistir. Yine,
petunya CHS antisens geni aynt zamanda titin bitkisinde de c¢igek rengini
engellemistir, Bu ki tiiriin CHS genlerindeld dedisim %20 olarak tahmin edidmigtir.
Bu da antisens RNA’nmn aym cins igerisindeki tiizler arasmnda etkili olabildigini
ghstermigtir,

Homolog CHS promotorunun kontrolu altundaki CHS antisens geni petunya
bitkisine aktamidiginda cigeklerde antisens CaMV 355-CHS geninin drettigi
renklere benzer renklenme Ornekleri gdzlenmistic (Van der Krol »e ark., 1990).
Ancak, iki promotorun (CaMV 358 ve CHS) ifade seviyelerinin farkls olmasindan
dolayt transgenik bitkilerde ciceklenme lzerine olan etki, CHS promotoru
kallanddiginda daha disik gergeklesmistir. Baslangicta, CHS antisens bitkilerinde
farkls pigmentasyon durumlarnin olugmas: acikdanamanugstie. Fakat daha sonralan
bu durumun antisens genin farklt ifade Grneginden kaynakladigs dert siiriilmistir.
Transgenik bitkderde CHS mRNA seviyest ile ¢icek rengl arasinda poritif bir
dligkinin gbzlenmesi bunu desteklemektedis.

Domates hiicre duvarmda yer alan poligalakturonaz (PG) enziminin meyve
yumusamasiida Snemli rolil bulunmaktadir. Bu enzim olgunlagma sirasinda hilcre
duvarindaki pektini parcalayarak meyvenin yumusamasina neden olmaktadir, Tki
farkll arastirma grubu tarafindan PG antisens genlerd, yaklagtk tam buytklikteki bir
cDNA’dan alinan 730 bp’lik bir parca (Smith ze ark, 1988) dle PG acik okuma
gergevesinin (ORF) tamarnint igeren 1.0 kb biiytikliglindeki bir cDNA parcasindan
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{Sheehy #e 4k, 1988) clugturulmustur. Bu pargalar, CaMV 35S promotoranun
kontrot alunda, antisens yéniinde vektdrlere Klonlannus ve Agobacierium aracihj
de domates bitkisine aktardmustr. Her iki calismada da transgenik bitkilerin
olgunlasan meyvelerinde, PG mRNA seviyelesinde azalma gozlenmistir. Smith we
ark. (1988), PG mRNA seviyesi sadece %6 olan bir transgenik  bitld
tanumlamiglardir. Bu bitkinin meyvelerindeki PG aktivitesi normalin %10° olarak
bulunmustur. Sheehy ve ark. (1988), PG mRNA seviyesi %10 ve PG enzim
aktivitesi %20 ofan bir bitki elde etmislerdir. Her iki calismada da, bagimsiz
transgenik bitkiler arasinda PG aktivitesinin azaltdma seviyeleri bak:imindan énemli
vatyasyonlar bulunmugtur. Izole edilmis cekirdeklerdeki transkripsiyon miktariart
analiz edildifinde antisens genin domates PG geninden daha yiksek oranda
transkripsiyona ugradigi belirlenmistir (Sheehy e ark., 1988).

i
Transgenik bitki (%10 PG akrivitesi gosteren) kendilendiginde, PG antisens geniyle
PG aktivitesindeki azalma acilima ugrarustr (Smith ve gré., 1988). Bu bitkinin daha
Once ek bir lokusta antisens gen tagsdift gosterilmistir. Antisens gen bakunindan
homozigot olan bitkilerde PG aktivitesi normal aktiviteye gére %1’den daha diisiik
ve heterozigot bitkilerde ise yaklagtk %20 olarak bulunmugtur. Béylece PG antisens
genin fenotipi iki generasyon boyunca déllere gecmigtit,

Olgunlagma stresince PG aktivitesindeki azalma, olguniagma ile iligkili diger
olaylar: (etilen tiretimi, invertaz aktivitesi, pektin esteraz aktivitesi) etkilemernistir
(Smith s ark., 1988). Antisens bitkilerde olgun meyvelerde ¢oziinebilir pektin
seviyesi defismemis, ancak ¢éziinebilir pektinin ortalama agiclfr Snemli Slctide
yiksek bulonmustur. Bu da, PGnin coziinebilir pektinin depolimetizasyonunda
etkili oldugunu gostermistir. PG aktivitesinin normalin %1%ne dismesi olguniagan
meyvenin fenotipinde gozlenebilir bir farkliliga neden olmarugtr. Ayrica, ¢ok
saytda meyve lzerinde yapilan analizler, taze ve depolanmis meyvelerin sertlifinde
dnemli farkliliklar olmadiging géstermisdr. Bunun yaninda PG antisens meyveleri,
depolama sirasindaki ¢atlama ve enfeksiyonlara, tagima strasindaki zaratlara karst
énemii élgiide daha dayantkls bulunmusgtur (Gray ve ark., 1992) (Sekil 25.3). Bu
nedenlerden  dolayt, antisens bitkilerin  hasat  sonrasi kayiplarin - azaltlmas:
bakimmdan énewmli bir potansiyele sahip olduga gozlenmistir.

Antisens RNA teknigi ayrica, diger bir domates hiicre duvart enzimi olan pektin
esteraz (PE) geninin ifadesini engellemek amaciyla da kullandmigtir (Hall ve aré.,
1993). PE, pektinin demetilasyonunu katalize etmektedir, fakat bu aktivitenin
bitkideki roli anlaglamamigtr.

Domateste meyve olgunlagmasint anlamak in yapilan baska bir ¢alismada ise
olgunlasma ile iliskili olarak bilinen pTOMI13 <DNA klonu kullanilmistir
(Hamifron ve ark, 1990). Bitkide pTOMI13 RNA seviyesinin artmast, etilen
biyosentezi ile yakimndan iliskilidie. Antisens pTOMI3 RNA ifadesi ghsteren
transgenik domates bitkilerinde, olgunlagsmakta olan meyvede ve yaralanmis olan
dokularda etilen biyosentezi énemli 8lciide azalmtr (Hamilton ze ark., 1990).
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Etilen biyosentezinin kimyasal ve biyokimyasal analizi sonunda, ACC oksidaz
aktivitesinin biyik oranda azaldigt gdzlenmistie. Antisens pTOMI13 meyveleri,
normal olgunlasan meyveler kadar hizli kizarmanustir. Benzer bir caligmada da
domateste olgunlasma ile iliskili diger bir cDNA klonu olan pTOMS kullanslmustie
(Bird »e ark, 1991). Bu bitkilerde, olguniagma swasinda meyveler sart renge
déniismils ve karetinoyit seviyesinde dnemli azalmalar gézlenmistir, Bu son ki
calismanin sonuglary, antisens RNA teknolojisinin bitki gelismesinde fonksiyonu
bilinmeyen genlerin ve dolayssiyla proteinlerin  tantmlanmasinda  biyik  bir
potansiyele sahip oldugunu géstermektedir.

Antisens teknigi ile, kloroplastta lokalize olan rubilaz bifosfat karboksilaz (rbe)
mRNA miktar azaltilarak, bitki hiicrelerindeki #5¢ buyik ve kiiciik alt Gnitelerinin
islevieri arastutmistr (Rodermel we ank, 1988). Rée kigik alt iinitesi, hiicre
cekirdegindeki coklu bir gen ailesi tarafindan, bilyiik alt &nitest ise Koroplasttaki tek
bir gen tarafindan idare edilmektedir. Tétin bitkisinde, rb¢ kiigiik alt Unitesinio
mRNA sevivesindeki azalma, kloroplastlarda kodlasan rbe biyilk alt {initesinin
mRNA seviyesine kiigitk bir etki yapmistir. Ancak, her iki alt iinite polipeptit
seviyeleri esit olarak %60’a kadar azaltulmistir. Bu holoenzimin toplanmasinin
biiyitk alt iinite mRINA seviyesinden ok kiicik #lt Gnite mRNA seviyesi tle ilighili
oldugu anlastimaktadir. Antisens RNA ile 7h proteinindeki azalma bitkilerin
biiyiime hizina etkili olmustur. Bitkilerde biiyime hizt ile rbe kiiglik alt Gnitesi
arasinda actk bir iligkinin oldugu belirlenmigtir.

{a) L _ b)

Sekil 25.3. Hasattan sonra 21 gin sizreyle 12 °C depo sicakliginda depolanan normal (a)
ve antisens PG geninin aktarldyn transgenik (b) domates bitkisinin meyvesi (Gray v ark,
1992den izin alinarak).

Antisens RNA teknikleri, normal anter fonksiyonunun deistriimesinde de
basartyla uygulanmistir. Ornegin, flavonoid biyosentezinin engellenmesi petunya
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anterlerinde erkek kisuliga neden olmustur (Van der Meer s ank, 1992).
Petunyada, CHS enziminin ¢oklu gen ailesi tarafindan kontol edildigi
bilinmektedir (Ioes ve ark, 1987). Buna gére yukandaki calismada antisens
RINAlarin, gen ailelerinin ifade edilmelerini de engelleyebildiklerini gostermektedir.

Steargylacyl tastyict desaturaz enzimini kodlayan genin antisens ifadesi ife kolza
{(Brassica napus) yaginin yag asitleri kompozisyonu degistivilmistic (IKnutzon ve ark.,
1992). Bu enzim tohum ya§ biyosentezinin ilk desaturasyon basamagmu katalize
ederek stearoyl-ACP'yi oleoyl-ACP’ye donigtirir, Flde edilen transgenik bitkilerin
tohumlarinda stearate seviyeleri énemli Sleiide ditsik bulunmustur. Bu arastirma,
antisens teknolojisinin yagls tohumlatin genetik mithendisliginde basarii bir sekilde
kullandabilecefini gostermektedir. '

Ayni gekilde, antisens  tane baglayic ni§as£ai sentaz geninin aktardmasi He
nisastasinda amiloz orant disik patates elde edilmistir (Visser 22 ark, 1991).
Amiloplastlarda amiloz sentezi, tane bajlayici ‘nisasta sentaz tarafindan katalize
edilmektedir.  Transgenik yumrularda nisasta Uretimi ve nisasta tane
kompozisyonunun analizi, enzim aktivitesindeki azalma ile amiloz iretiminde
diisme oldugunu gostermisti. Domates bitkisine, antisens asit invertaz geninin
aktardmastyla olgunlasan meyvelerde ¢oziinebilir ve hiicre duvan fraksiyonlarndaki
invertaz aktivitesi biylik Olclide engellenmis ve boylece meyvelerin sakkaroz
igeriklesi artedmustir (Ohyama w aré., 1995).

Bazi qaliymalarda ise hedef mRNA’lar bagarsyla indirgenmelerine ragmen bitkilerin
fenotiplerinde acik bir degisim gozlenememistir (Newhaus se ark,, 1992; Turgut 2
ark., 1994). Turgut e ark. (1994), kolzada anter-spesifik bir genin ifadesini
engellemelerine ragmen bunu fenotipik olarak gézleyememislerdir. Bu duram adt
gecen genin belki de bitkinin savunma mekanizmasinda aktf oldugu ve bu 6zel
durumlar ortaya gthkmadan iigili genin de aktif olmayacagt seklinde aciklanmaktadir.

25.7. Viral Genlerin Antisens Diizenlemesi ve Viriislerin Engellenmesi

Bitkilerde viral kékenli hastaliklar, tarsmi yapdan bitkilerde buyik ekonomik
kayiplara neden olmakta, bu yizden viral hastaliklara dayanikh bitkilerin elde
edilmesi hem tarumsal ve hem de ticari agidan gok énemli olmaktadir. Ciink,
kimyasal ilaclar viriislere kargt cok etkili olmamakta, bu da blyik ekonomik
kayiplara yol agmaktadir. Viral genlerin antisens diizenlemesi ile bazi bitkilerde
degisik seviyelerde bazi virlislere dayanikliik kazanduitmustr (blz. Bokim 19).

Virdslere kargt dayanikldik mekanizmasuun bitkilere kazandmilmase icin birkac
yéntem kullaniouste. Bitkilerde viriis enfeksiyonlarindan korunmak amaciyla
genetik mithendislifi uygulamalars baglatlmadan 6nce, klasik bir korunma yéntemi
olan “capraz koruma” ile ilgili virlisiin daha az zarar yapan bir wkit (koruyucu viriis)
bitkiye inokile edilmig, ileriki dénemlerde daba gok zarar yapan ieklara karst bitkide
bit korunma saglanmusur.
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Virstere dayaniklt bitkiler elde etne caligmalarinm yogunlasug: tekniklerden birisi
de; viriislerin kilif protein geni dizilerine yonelik antisens RNA’lar olugtarurak
transgenik bitkilerde dayanmikllgiin saglamasidir. Bunlardan ilk bagarilt yontem viriis
kitif proteinin ifadesidic (Powell »e ark., 19806). Transgenik tiitin bitkilerinde, hiyar
mozayik (Cuozzo ve ark., 1988) ve patates X virlisii kilif proteinine kargs antisens
RNAarsmn  ifadesi  (Hemenway »e ark, 1988) ile dusik inokulum
konsantrasyonlarmda  dayarukbilk  gozlenmistie.  Yapuan diger c¢alismalarda
transgenik titin bitkilerinde, titiin mozayik virlisii kiif proteinine karst antisens
RNAMin ifadesi ile digtik inokolum konsantrasyonlarida dayaniklilik gézlenirken
(Powell ve ark., 1989), domates altin mozayik vitlisii proteinine kargt antisens RINA
ifadesi ile hi¢c bir semptoma rastlanmarmig, sadece azalmis DNA replikasyonu
saptanmustr (Day oz ark., 1991).

S-adenozilhomosistein hidrolaz (SAHH), transmetilasyon reaksivonlarnda anahtar
bir enzim olup, S-adenozilmethionini metif verici olarak kullansr. SAHH enziminin
hayvan viriislerine karg1 antiviral bir potansiyele sahip oldufu disstinilmektedir. Bu
enzimin bitki virtislerine karst etkisini aragtirmak icin, antisens SAHH geni titin
bitkisine aktarlmigtir (Masuta ze ark, 1995). Transgenik bitkiler ¢esith viris
enfeksivonlarma kargt dayanikhll gdstermistic. #ncak, bu transgenik bitkilerin bir
kismt morfolojik farkliliklar sergilemistir. Transgenik bitkiler lzerinde yapilan
fizyolojik analizler, bu bitkilerde sitokinin seviyesinin normalin iizerinde oldugunu
ortaya koymugtur. Bu Dbitkilerde gdzlenen viriislere dayarukliigin biyik bur
olasilikla sitokinin ile tegvik edildifi bildiriimistir (Masuta e ark., 1995).

Antisens RNA  tekmgi ile virislere dayamkli bitki iretilmesinin en biyik
dezavantajy; cok sayida hastalipa neden ofan pek ¢ok virlistin replikasyonu ve
bunlara ait genlerin ifadesi ile 1lgili bilgiler yeterince meveut olmadif igin antisens
yapilarinin olugturacag dizileri saptamalkta baz giicliklerle kargfasilmasidur.

25.8. Sonug

Antisens RINA teknoloiisi, genetik mithendisliginin son yillarda tizerinde durulan en
Snemli konulagindan bird haline gelmistir. Bilindigi gibi klasik 1slah yontemlesi ile
gerceklestirilmesi mimkin olmayan veya ¢ok uzun siire alan ¢aligmalar, antisens
RNA  teknolojisi  gibt  genettk mithendisligs  teknilderiyle kisa  siirede
gerceklestirilebilmektedir.

Belici genlere veya gen dizinlerine yonelik olarak antisens oligonikleotidierin
hazirlanmasi, hiicreiere aktarsmt ve ifadelerinin  saflanmast ileri molekiiler
tekniklerin baginda gelmektedir. Antisens teknolojosindeki bu gelismenin baglamast
klinik farmokoljide de bir devtim olarak gérilmektedir. Cok yeni bir teknik
oldugundan genetik kokenli her hastalik igin kullamlmamakeadie. Viriisler ve
istenmeyen gen ifadeleri nedeniyle olusan hastaliklagn tedavisi icin arzu edilen bir
tekniktir. Ozellikle kanser i¢in onkogenlerin ifadelerinin inaktivasyonunda antisens
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oligonikleotidlerin  kullaniima  olanaklart lizerinde yofun calismalar devam
etmektedir,

Antisens RNA ile bitkilerdeki hedef genlerin indirgenmeleri de ok yarach
fenotipler ortaya ¢ikarmustir. Gergekten de bu teknoloji kiltir bitkilerin 1slahs
baksmindan biyiik bir potansiyele sahiptir. Bunun igin éncelikle hedef genin
klonlanmast ve dizin analizlerinin yapilmass gereklidir. Bundan sonra da gen
aktarim teknikleri kullantlarak hedef genin antisens olarak bitki transformasyon
vektdriine klonlanmast ve daha sonra bitkilere aktarilmast islemleri yerine getirilir,
Bitkilere gen aktarimindan sonra transgenik bitkiler Gzerinde fenotipik gozlemler
yapilarak antisens etkileri aragtirilir.

Giinlimiize kader yapian calismalarda, yukanda da anlauld@ gibi petunya
bitkisinin ¢igek rengi degistirilmis ve erkek kusir bitkiler elde edilmistir. Sert kabullu
ve dolayistyla raf 6mrdi daha uzun olan meyve Ureten domates cesitleri
geligtirilmistir. Yine, kolzanmn tohumunun yag kompozisyonu degistirildigi gibi,
amilozsuz patates yumrulart lireten patates bitkileri de elde edilmistir. Ayrica, bazi
viral hastaliklara kargt dayanikls bitkiler elde etme ¢alismalat yogunlagarak viriislerin
kilif protein geni dizilerine yonelik antisens RNA’lant olusturmak  suretiyle
transgenik bitkilerde viriislere dayanikllik saglanmugter. Bu transgenik bitkilerin
deha sonraki generasyonlarda Mendel kurallarina gére acilim  gésterdikleri
bilditilmistir. Ancak, baz 6zel durumlarda, bu agimlardan  sapmalar
olabimektedir. Bitki genomunun farklt bélgelerine bir defada birden fazla DNA
entegrasyonu  oldugunda, bunlatin  gelecek  generasyonlardaki  frekanslars
beklenenden fazla olmugtur.

Kiilgir bitkilerinin 1slahs agisindan, éntmiizde daha birgok hedef bulunmaktadir.
Antisens  teknolojisi; yagh tohumlarda yag kalitesinin iyilestirilmesi, hibrid
caligmalart igin erkek kisir bitkilerin elde edilmesi, yumrulu bitkilerin nigasta
kalitesinin artindmasi, hassas olan meyvelerin sertiklerinin artiilmast ve daha
bircok kalite unsuslarinm iyilegtirilmesinde kullanidabilecek bit potansiyele sahiptir.
Son yilarda protein kalitesi ile miktartnt, steakliga, kuraga ve tuza dayaniklig
belirleyen birgok gen izole edilmis olup, Gzerlerinde yogun calismalar yapslmalktadie.
Ayrica, antisens teknolojisi ile, cok sayida genden olugan gen ailelerinin ifadeleri de
engellenebilmektedir. Antisens teknolojisinin dier bir avantajt ise, bir bitki tiirii
igin uygun olan antisens RNA’nn homoloji olmasi kosuluyla bagka bitki tiirleri icin
de uygulanabilir olmasidr.
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26.1. Girig

Bu calisma, Fikri Miilkiyet Haklar’nin sik¢a konuguldogu son yilarda dinya
tartrmims Onemli élgiide etkileyecek bir gelisme olan, “Teknoloji Koruma Sistemi’
(TKS) veya diger adiyla “Terminatdr Teknolojisi’ni kapsamaktadit, Hem geligmis,
hem gelismekte olan tlkelerde genis yankt uyandiran ve oldukea tartiglan bu konu
farkl yonleriyle incelenecektir. Teknolojinin teknik olarak isleyis prensiplerinin yant
sira ekonomik ve hukuksal yonleri de caligmamizda ele alinacaktir. Fikei Miilkiyet
Haklatnin én planda oldugu son dénemlerde ézellikle bilgisayar (yazilim), eflence
(miizik sektdriindeki Napster Srnedi gibi) endistrilerinde geligmelere tantk
olmaktaytz. Literatirdeki yayiniar afulikls olarak bilgisayar sektoriindeki Fikri
Miilkiyet Haklar {zerinde yogunlagmugtir. (Genetik muithendislifi uygulamalart ile
son villarda geligtirilen o6zellikle tohumlar gibi gesitli ticari tarmsal Urinlerin
kopyalanmast; kaset, CD ya da yazili yayinlarin kopyalanmasindan cesitli yonleri ile
ayrilmaktadis. Bu nedenle “Biyo-korsanlik” ve ‘Teknoloji Koruma Sistemni
(Terminator Teknoloj jisi)’nin sonuclar diger sektorlerden agagida agiklanacagt gibi
farkliliklar gostermektedir.

Ozcan S, Giirel E, Babaoglu M (2001} Bitki Biyoteknolojisi {1 -
Genetik Mihendisligi ve Uygulamalar, Selguk Universitesi Basimevi
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26.2. Diinya Transgenik Tohum Sektérii ve Teknoloji Koruma Sisteminin
Gelistirilmesi

Dinya transgenik tohum sektoéri satis hacmi 1998°de 1.4 milyar dolara (§)
ulagmustir. Yaptlan projeksiyonlar bu sektériin 2005 yiinda 6 milyar dolar
seviyesine, 2010°da 1se 20 mulyar dolara varacagini gostermektedir. Su anki ticari
tohum piyasass ise 23 milyar dolar olarak hesaplanmaktadir (RAFI, 1999). James
{(2000Ye gore 1995°deki 75 milyon dolatlik transgenik tohum piyasast 1999 yilinda
tahmini olarak 2.1 milyar dolar seviyesine gelmistir. Ayrica, diinya genelinde, 1996
yilinda 1.7 milyon hektarlk alanda transgenik tohumlarla ekim yapilrmugken, bu alan
1999°da 39.9 milyon hektara yikselmigtir. 2000 yilinda ise tahmini olarak diinya
tzerinde altt kitada 44.2 milyon hektar alanda transgenik tohum kullangmustie. Bu
alanmn %59"unda herbiside dayaniklt soya, %15 inde ise boceklere dayanikls Be-musir
ekilmistir (James, 2000).

1995 yiinda Amerikan Tazim Bakanligi (USDA) ve Mississippi mengeli diinyanin
en biiytk pamuk tohumu treticisi Delta & Pine Land sirketi yeni bir patent icin
bagvuruda bulenmustur. 3 Mart 1998 tarihinde 3.723.765 sayilt ve “Plant Gene
Expression” simli patent kendilerine tahsis ediymistir. Bu patentin kendine has
ozelligt genetik olarak defisime uframss bitkilerde filizlenmeyi énleyici bir
mekanizmaya sahip olmasidir. Deita & Pine Land’in yonetim kurulu baskani
Murray Robinson’a gore bu teknolojiyi diinya tizerinde 400 milyon hektarlik bir
alanda kullanmak mimkin olacaktr.! Patent alindi@t sirada Monsanto? sicketi Delta
& Pine Land’in % 8 azinlk hissesine sahipken, aymt senenin Mays ayinda
Monsanto, Delta & Pine Land’ satin almak icin bagvuruda bulunmugtur? (Guidett,
1998}, Anczk, bu birlesme gergeklesememistr® Delta & Pine Land, Ekim 1998°de
Tetminator patenti almak icin 87 ilkede bagvuruda bulunacagmi agiklamistir
(Sparks Companies, 1998).

Monsanto ve USDA tarafindan ‘Gen Koruyucu (Gene Protector)’ ya da “Teknoloji
Koruma Sistemi (Technology Protection System) olarak adiandsrimasina karsin,
bu teknoloji énctligini RAFPnin® yapug sivil toplum orgiitleri tarafindan
‘Bitirtci, Yok edici veya Terminatér (Terminator)’ ismiyle kullanilmaktadir.

26.3. TKS’nin Cahgma Sistemi¢

Bitkt biyoteknolojisi kisaca yeni bir genetik bilginin (genlerin) bitkilere aktarilmas:
icin kollendan teknik ve ybntemler olarak tarif edilebilir. Transformasvon ise
yabanct DNA’nin, bir genoma aktarilmasi ve entegrasyonudur.

Genlerin bitkiye transfer edilmesinde ¢esitli yéntemlere bagvurulabilir. Bunlardan
en ok kullandanlan séyle siralanabilir:

1. Mikroenjeksiyon yéntemiyle hiicrelere dogrudan gen transferi (Gad ve ark,
1990; Potrykus e ark, 1985; Neuhaus ve Spangenberg, 1990).
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2. Mikroprojektil bombardiman yontemiyle gen transferi {(Maeenpacae v ark,
1999; Ingram ve ark, 1999).

3. Cesitli bakteri (dtnek: Agrobacterinm ) ve virlislerde 6zel clarak dizayn edilmig
yvapdatin kullanlmast yoluyla gen transferi (Hooykaas ve Schilperoost, 1992;
Zupan ve Zambryski, 1995).

Biitiin gen transferi tekniklerinde amag, 6zel olarak dizayn edilen DNA’nm hiicre
cekirdegine girerek, bitkinin kromozomlarina katilmast ve orada istenilen fenotipi
kodlayabilmesi, vani kendini ifade ederek dgili Ozellgi bitkide ortaya
cskarabilmesidir. Tabs ki, transformasyon igleminin bagarili olup olmadigt (mesela
DNA’nin ka¢ kopyastnin aktarddsgs, bitkinin hangi kisumlarina aktanldsgs, dizayn
edilen genin uygun calisip cahigmadify) bilinemediginden dolay bir ¢ok arastirma ve
incelemelerin yaptimass zorunludut. Transgenik bitki Gretimi igin, dncelikle cegitli
doku kiltiirli yontemleriyle (Giirel ve Tiirker, 2001; Ozcan e ark., 2001; Babaoglu
ve Ozcan, 2001) hedef dokulari tespit edilmesi, hiicrelerin ¢ogaltiimas: ve uygun
bir rejenerasyon sisterninin  geligtirilmesi gerekmektedir. Hilcrelere DNA’y1
aktaracak &zel yontemler (bkz. Bélim 15, 16) belirlendikten sonra, yine doku
killrird yoluyla amaca uygun DNA’y iceren hiticrelerin segilmesi, seleksiyon ve
bitkilerin cogaltilmast icin degisik stratejilerin belirlenmesi gerekir. Ayrt ayri hatlara
aktarilan genlerin, bitkilerde istenilen fonksiyonlarn yerine getirdigi tespit edildikten
sonra, defisik kombinasyonlarla meleziemeler yapilarak, istenilen karakterleri
tagtyan ve hedeflenen amaca uygun karakterler bir hatta toplanabilir.

Transgenik bitki teknolojisinin kurulabilmesi, calisabilmesi ve bagarilt olabilmest
icin, defisik branslarda uzmanlagmis bilim adamiarinin bir araya gelmesi ve ortak
bir caliyma yapmasi gerekir. Ornegin, bitkilerin gelismesini ve agronomik
ézelliklerini deferlendirmek ve seleksiyon yaptnak igin bitki islahetsinin, bitkinin
fizyolojik olarak ele alinp, transformasyon ve doku kiltirG caligmalarint yapacak
bir bitki fizyologunun, ve genetk testler icin bir molekiler biyologun bir araya
gelmesi gereklidic. Ayrica, ilizerinde galigilan karakterin  Ozellifine gore bir
entomolog veya fitopatolofun da ¢aligmaya katilmas: gerekebilir. Bitin bu unsurlar
ticari sirketlerde bir araya getirilerek ve f{zerinde daha bircok ilave yatmimlar
yaptlarak ‘transgenik bitki’ tretimi etkin bir sekilde gerceklestirilmektedic. Fakat
bitkinin gelitirilmesi i¢in biyoteknolojinin kullaniom bazi problemlerden dolay:
gerileme gostermektedir. Bu problemlierden bazitars sunlardir (Horsch, 1993):

Gen klonlanmast ve ekspresyonu.

Uriiniin gelistirilmesi.

Tatla denemeleri.

[Elit cesitlerin elde edilmest igin yapilacak sslah programlars.
Eide edilen Griaiin karakterize edilmesi ve dizenlemeler.

Halkin kabuli.
Pazarlama.

e ol S
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Bunlara flave olarak iki énemii hususa daha depinebilisiz. Birincisi, izole edilen ve
istenilen gesitlere aktardan tansgenlerin gesith teknikler kullantlarak yabani tirlere
gecmesinin {gene escape) engellenmesidir. Bu sayede yabani tiirlerin sahip olduklar
defiigik fenotipik karakterleri kodlayan ve bitki wslahglannin bircok amaglarla
bagvurabilecekleri genlerin  orijinal  yapist  korusmug  olur.  Tkincd  olarak,
biyoteknoloji ile ugrasan ticari sirketlerin veya devlet kurumlarinun uzun ugrastdar ve
birgok masraflar yaparak elde ettikleri transgenik tohumlarin uygun bir gekilde
kullanlmasing saglamak ve bu bitidlerin gelistirilmes: icin yapilan hatcamalarin
tekrar geriye alinabilmesidir. Ticari sirketlerin bu teknolojileri gelistirmeleri ve
devam eturebiimelert icin yapmis olduklart yatmmlamm  karsliging  almalase
gerelemektedir. Aksi taktirde, gelecekte ulastlabilecek cesitli teknolojik gelismelerin
bnline gecilmis olunacakur. Mesela Gstiin verimli, biyotik ve abiyotik sartlara
dayanikli ve 1stenilen agronomik karaktetlere sahip cesitlerin biyoteknolojik
metotlar kullantdarak daha lsa zamanda gelistirilmesi gecikecekdr. Bu, dzellikle
sitketlerden bir defa tohumluk alip sonraki yillarda tekrar bix édeme yapraksizm
ayni tohumlugun ciftgiler tarafindan kullanilmasindan kaynaklanmaktadie, Ozellikle
bu gibi problemler yabanci tozlanan bitkilerde bir Slclide ¢cdziime kavustusulmus,
kendine tozlanan bitkilerde ise heniiz ¢ézilemegpistir. Melez tohumlarda ikinci
yildan itibaren fenotipik bir acilma olacagt icin, bitkilerin tiniform olmayacaklari ve
tarimsal mekanizasyon agsindan problem yaratacaklar agiktir. Ayrica, bu durumda
bitkilerin tekrar ekilip ekilmedii de tespit edilebilir. Fakat kendine tozlanan
bitkilerde bunu séylemek c¢ok zordur. Bundan dolay, yukarida bahsedilen
problemleri ¢ozebilecek bir teknolojik  sistem {zerinde calismalar  devam
etmektedir. Teknolojiyt Koruma Sistemi adt verilen bu sistem iic unsurdan
meydana gelmektedit:

1. Zehidi bir proteinin sentezlenmesini kodlayan, tohum gelismesinin son
agamasinda etkili olup bitkinin diger kisimlazina etki etmeyecek bir gen,

o

Bu teknolojiyi  gelistiren bitki 1slahglarinm  ellerindeki  hatlart  bircok
generasyon tretmelerine imkan verecek ve aynt zamanda da icerisinde zehixli
molekili olugturacak geni tagimaya elverisli bir metot (bu ézellikle 1slaheilarin,
giftgiye dagstdmak izere, yeterli miktarda tohumluk tretmesi icin gereklidiz),
ve;

3. Tohumlarin ekilmesinden sonra, séz konusu geni aktif hale gegirecek bir
metot (bu sekilde, cift¢inin aym1 tohumlugu iki kez kullanmast énlenmis
olacags icin, sirketlerin ayrica bir denetlerne yapmalazina gerek kalmayacak ve
projeden zarar etmernis olacaklar).

Bahsedilen bu amaclan gerceklestirebilmek icin yapilan arastirmalarda kuflanslan
genetik yapt ve yontemleri séyle siralayabiliriz:

1. Kimyasal bir etkilesme sonucu aktif hale gelebilen, biitiin hiicrelerde ve her
zaman akif bir promotor {Gatz ve Lenk, 1988).
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2. Ozel bir DNA dizisini, belirli bir bdlgeden kesebilen bir enzim (Site-specific
recombinase, CRE). CRE’nin bitki hiicrelerinde de calisug deneysel olarak
gasterilmigtie (Dale ve Ow, 1990; Odell ze ark., 1990).

3. Embrmyolojik gelismenin  sonlazinda  etkili olan  bir  promotor {late
embryogenesis-specific promotor). Bu promotor pamuk bitkisinden elde
edilmis olup bitkide en son aktif hale gelen genlerden biri olan LEA (Jate
embryogenesis abundant) genini  aktif hale getirmektedir. Bu genin
olugturdugu protein, tohum tam bilyikiigine ulagana, yag ve protein
depolamasint  tamamlaytp  dormant  hale gececegi safhaya  kadar
sentezlenmemekte, ancak tohumun olgunlagma devresinin  sonunda
sentezlenebilmektedir. Eger genetik mihendislifi kullandarak elde edilen
transgenler buna benzer bir fenotip olugturursa, yani aym genetik etkiyi
yapatlarsa, bu halde LEA promotor (LEAP)an bu zehirli proteinleri, sadece
tohumdz ve tohum olgunlasmasinin sonlamna dofru yiksek mikeatlarda
sentezlemesi gerekir. Ozellikle pamuk gibi tohum, lif ve diger kisimlarmdan
ayrt ayet faydalanidan bitkiler icin bunun énemi daha da fazladir. Ciinki, liflerin
olugmast ve olgunlagmast tohumun canlt olmasina baghidic. Ayrica, pamuk
tohumlari  hem insanlar tarafindan  hem de hayvan yemi olarak
tilketilmesinden dolayt tohumun tam olgunluga ulagmast ve zehirli proteinin
zararll etkisinin olmamasi cok Snemlidir.

Arasgtirmada, zehitli protein olarak sadece bitkilerde etkili olan, Saponaria officinalis
bitkisinden elde edilen, ‘sapotin’ ads verilen ve ribozomlarin calismasint engelieyen
bir protein (ribosome inhibitory protein, RIP) kullandoustr (Barthelemy 22 ark.,
1993). Bu proteinin ¢ok az bir miktart sentezlemeyi durdurmaya yeterli oldugu igin,
hiicteler hayati fonksiyonlarini  devam  ettitebilecek protein sentezlemesin
yapamayacaklar ve ¢ok cabuk bir sekilde oleceklerdir. Ayrica, bu proteine dave
olatak Bacillur amyloliquefaciens bakterisinden elde edilen bir ribonuclease Barnase’
de ayni zamanda test ediimektedir. Projenin birinci safhast genel genetik
mithendishf metotlart kullanslarak, secilen hatlara transformasyonu  yapilacak
genetik yapinin (promotor + zehirli proteini olusturacak bir gen) laboratuvarda
dizayn edilmesi ve yapist defistirilen genin bakteri kullaniarak bitkilere aktarlmas
seklinde gergeklestirilmigtir. Her ne kadar bu ig projenin sonu gibi gériinse de, bu
metotla Grencilerin elinde giftgilere satacak tohumlar: kalmayaca@: icin, projenin
esas énemli kismins olugturan ikinci sathasina gecilmigtir.

Burada amacg, zehitli proteini olusturacak genin, tohumun ekimine kadar aktf hale
gelmemesidir. Bunu bagarabilmek icin bir DNA parcast (engelleyicn DNA -
blocking DNA), LEAP ie zehirli protein geni arasmna yerlestirilmis ve zehirli
proteinin  olugmast engelienmistir, Bdylece, olusacak tchum olguniagmasin
tamarnlayacak ve embriyo tam olarak geligece§l icin ckildifinde yeni bir bitki
olusturabilecektir. Burada kullandan engelleyici DNA’min her iki ucuna ise
rekombinaz  enzimi tarafindan  taninabilecek  Gzel DNA  dizileri (LOX)
verlestitilerek, DNA’nin daha sonra bu noktalardan kesilmesi planlanmustr (Bayley
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ve ark., 1992; Medbersy we ank., 1995; Odell e ark, 1994). Kenatdatndan kesilen
engelleyici DNA, kesim noktalarindan bir araya gelerek yapisacak ve sonucta
dizayn edilen genetik yapidan uzaklastidmis olacakur. Dolayistyla LEAP ve zehitli
protein geni bir araya gelerek, zehirh protemnin sentezlenmesini baglatacaktir, Fakat
bu, tohum gelismesinin sonlarina dogru LEAP nin aktif hale gecmesinden sonm
olacaktr. Rekombinaz enzimi cabsttktan sonra, bitki cimlenmesinden tohumun
olgunlagmasma kadar (kok, govde, yaprak, ¢igek ve tohumlarin olugmass) olan
biitlin hayati fooksivonlarint yaptiktan sonta, tohumlar &lecektir. Biitin bunlar
bagarildiktan sonra geriye bir problem daha kalmaktadir; o da tohumlar dliince bir
sonraki yil icin dretilecek tohum nastt elde edilecekr Ureticiler bu durumda,
tohumiarn gifteiye satmak iin nasid bir yonteme bagvuracaklardir? Bu problem de
su sekilde ¢oziime kavusturulmakrads: Tobumun ekimine kadar rekombinaz
enziminin aktf hale ge¢mesi engellenecektir. Kullanglan metot ise rekombinaz
enzimini kodlayan DNA parcasiu her hilcrede ve her zaman akuf halde bulunan
bir promotorun yanina yetlestirmek ve de bu promotoru ayni zamanda kontrol
altinda (repressed) tutabilmektir. Aktif (de-repressed) hale gegebilmesi icin kimyasal
bir maddeyle muamele edilmesi yeterdidir. Béylece, tohumculuk yapan firmalar,
tohumu satarken kimyasal bir madde putskirstereksrekombinaz enzimini aktif hale
gegirebilisier. Bu amagla, aragtirmada kullanilan promotor sistemi bir antibiyotik
olan fetrasikiin tarafindan kontrol altina alinabilmektedir (Gatz ve Qualil, 1988; Gatz
ve ark., 1992; Gatz, 1995; Roder z¢ ark., 1994). Bu sistemin calisabilmesi icin, her
zaman represér proteini dretecek bir gen, iiretilecek bu represdr proteinle inaktif
hale gelecek ve rekombinaz genine baglt bir promotorun bitkiye yerlestizrilmesi
gerekir. Boylece, LEAP normal olarak aktif olmasma ragmen, represér, rekombinaz
geniyle interaksiyona gegecek, rekombinaz enzimi tretilemeyecek, zehirh gen
calismayacak ve zehirli protein olusamayacaktir. Zehitli geni aktf hale getirebilmel
icin, tohumlara az bir miktarda rtetrasiklin ile muamele edilmesi yetedlidit. Bu
sekilde represér proteinin rekombinaz liretimini engellemesi onlenmis olacaktir.
Engelleyici DNA kesilerek promotor ile zehitli genin arastndan ckanlacak ve
zehith protein olusumu  gerceklesecektir (Sekil 26.1). Béylece, bir sonraki
generasyon Olmils olacak. Cinki olusan protein, bitkide yeni gelisen embriyo
lizerinde ve tohum gelismesinin son safhalarinda etkili olmaktadir. Yani tohum
ticari agidan olgunluga ulastiktan sonra icindeki embrivo élmektedir. Sonug olarak,
“terminatér” sistemiyle ticari olarak kullanilabilecek tohumluk tretilebilir. Fakat
tohumlarin ¢imlenme glicll yoktur. Pratik yonden meseleyi ele alacak olursak,
kimyasal maddeyle muamele edilmis tohumlar ¢imlenebilir ve gelisebilir, ancak
thanct sene kullanuldiklarnda bitki Gretemezler. Buna ilave olarak, cimlenme gliciinG
yitiemis  tohumniuk retimi y®ntemiyle, bitkilerde meydana getirilen genetik
degisikliklerin, tohumlarnn bagka yerlere taginmast sonucu bagka bitkifere sicramass
da énlenmis olacaktr, Ozellikle, bitki rotasyonunun uygulandigt bolgelerde, bu
tohumlatin kullanimu fireticilere biylik avantaj saplayacaktir. Ayrica, bu sistemle
aktif hale getirilmis polenler de ¢itmlenmeyi nleyici dominant karaktert ve buna
baglt clarak defigik genetik karakterlerl tastyacafy icin, bu genetik karakterlerin
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kiiltir bitkilerinden filologenetik  olarak yakin bitki tiirlerine taginmast ve
hibridizasyonu dnlenmis olacaktir. Efer herhangi bir sekilde hibridize olmus ise, o
da cimlenmeyecektir.

Tet < AMV < P358

CRE geni akfif

Tetrasiklin

Tet Represotr Protein
Lo

Sekil 26.1. Terminator (TKS) sisteminin genetik mekanizmast {Oliver ve Velten, 2000}
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Sistemin en Snemli kullanim alant olan kendine déllenen bitkilerde deneme
¢aligmalani devam etmektedir. Ozellikle pamuk konusunda yapian ¢alismalat
detayh bir sekilde agklanmustir (Oliver 2 ark., 1998).

Kimyasal madde uygulamastyla birlikte, tohumlar fazla tetrasiklin’den temizlenip
kurutulduktan sonra satiga haziedie. Tohumlar cimlenir ve normal bitkiler iiretir.
Gimlenme ve normal gelisme déneminden olgunlagma déneminin sonlarina dogru,
tohumlar ¢imlenme glclerini yitirmelerine rafmen normal gérlindtler ve ticari
olarak satista herhangi bir problem olusturmazlar. Buna ilave olarak sistemin
aktivasyonu, tohumun su zlarak sismesi sirasinda oldugu ve embriyonun meristem
hiicrelerini etkiledigi igin, bu bitkiden olugan polenler aktif hale gelmis ‘LEAP-
zehirli protein’ genetik yapisina sahip olacaklardir. Daha éncede degindigimiz gibi,
bu bitkilerin polenleri bagka bir bitkiye tasmnacak olursa iretitecek tohum
fonksiyonel olmayacakur. Bu husus, sistemin bir ok faydalarindan birisidir. Ayrica,
defisik cimlenmeyi onleyici genlerin denenmesi, farklt indiksiyon metotlarinin
bulunmasi gibi daha bir¢ok yarash konularda calismalar devam etmektedir.

Bu giine kadar tiitlin bitkisinde hayhi fazla caligmalar yapimus ve TKS tam olarak
gelistirilebilmistir. Bu bitkilerden elde edilen tofumlar, tetrasiklin ile muamele
edilerek sistemin degisik varyasyonlart test edilmigtir. Tohumlara tetrasiklin
uygulanarak elde edilen ve sistemin aktif hale geldigi bitkilerde, yaptan deneyler
sonucu normal bitkilerden goriiniis olarak farkh olmadidt gésterilmistir. Bitkilerin
hepsi normaldiz ve de hepsi normal tohum tretmektedirler. Bu bitkilerden elde
edilen DNA analizieri (PCR yontemiyle) sonucu DNA’nin kesim noktalarindan
ayrildifs ve bu sekilde LEAP ve cimlenmeyi dnleyici genin bitlestigi gosterilmistir.
Degisen miktarlarda tetrasiklin uygulamast sonucu elde edilen fidelerde yapilan
Northern analizi sonucu 50-100 ug/ml tet represdr genetik yapisi (tetrasiklin
kesmest sonucu) birgok fide hicrelerinde elde edilmistir. Bu séyle ifade edilebilit;
butin bir fideden elde edilen RNA &rnegi dnemli bir miktarda tet represér birikimi
gostermemistir. Bu datadan 36yle bir sonug ¢ikarabiliriz; tet represér/tet promotor
sistemi ve CRE/LOX rekombinasyonu fonksivonel ve etkindir. Halen tohumlarin
bu sekilde elde edilmesi ve ¢imlenme giicleri analiz edilmekeedir.

Pamuk bitkisinde, yukarida bahsedilen her iki genetik yapmin da meveut oldugu
bitkidler bulunmakta, ancak hentiz teknolojiyi koruma sisteminin tam kombinasyonu
elde edilememigtir. $u anda homozigot hatlarn iitetilmesi asamasinda olup,
melezlemeler yaparak tiim sistemin elde edilmesine calisiimakeadir.

Sistemin genetik mekanizmasi kompleks olup (Sekil 26.1), zorunlu olarak iki ayr
bitkiye akearlmus farklt genedk yapilarmn ayrs ayn test edilmesinden sonra, segilen
bitkiler melezlenerek istenilen zelliklere sahip (ki ayrt genetik yapinin bir bitkide
toplanmasi} bitki elde edilmigtir.
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Ayrr ayn hatlarda dizayn edilen genetik yapilar:

1. LEAP-LOX-tet represor geni-LOX-protein sentezini 6nleyen enzimi kodlayan
' IDNA dizisi {protein synthesis inhibitor protein coding sequence)/PolyA

2. Tet represdr kismunt iceren 355 promotor - CRE (site specific recombinase)
LOX: CRE rekombinaz bolgesing tanir. CRE: bakteriyofajdan elde edilmis bir
enzim olup LOX dizisini betirli yerlerden keser (Tet: tetrasiklin).

Bu ki genetik yap icertsinde ayrica iki deBisik LEAP (US patent #5,723,765) ve
protein sentezini énleyen protein kullandmaktadir, :

26.4. Teknolojinin Etkileri . a

Genel olarak TKS ne yoneltilen elegtirieri 1ki kisma aytrmak mimkindur. Birincisi
genetik olarak defiisiklige uframss organizmalarla ilgili olanlar, ikincisi ise ézellikle
TKSne yoneltilen elestiriler. Bu galigmada sadece TKS ne yéneltilen elestirifer ele
alinacaktir.

TIKSnin  gelistiriimes:  temel olarak biyoteknoloji sirketlerinin Fikei Miilkiyet
Haldar'nin korunmast prensibine dayanmaktadie. Ornegin; kimyasal bir pestisidin
gelistirilmesi ortalama olarak 11 yil siirmekte ve maliyeti 50-70 milyon dolars
bulmaktadie. Aynt sekilde, genetik mihendishigi ile Gretilmis bir bitkinin
gelistitiimesi 6 yi sirmekte ve 10 milyon dolara mal olmaktadir. (Fernandez-
Cornejo ve ark., 1999; Guidetti, 1998). Yeni bir iiriin cesidinin gelistirilmesi ise 10
yilitk bir streye ve yaklagtk 1 milyon dolarlik bir malivete thtiyac duymaktadir.”
Swanson ve Goschl (2000), bilgisayar yazdimi, bitki gelistirme ve eczacilik
endiistelerinde  sirketlerin - briit  gelirlerinin - %10’unun  aragtimaya  ayriddiin
belirtmekteditler. Bir bitkinin tobwm-korsanisg ile {iretilmesine karst geligtirilmis olan
TISE ozellikle gelismekte olan tlkelerdeki bivo-Aorsantyy hedeflemektedir (Rifkin,
1998). Kaldt ki geligmig iilkeler de bile ¢iftciler satin aldiklart tohumlar saklayip
tekrar kuilanmayt tercih etmektedirler. Ornek olarak, Kanada’da en fazla ekilen
tahil olan bugdayin lretiminin %751 saklanan ya da sertifikasiz tohumlarla
yapimaktadir. Ontario’da soya ekilen alanin yansinda ise saklanan tohumlar
kullanimaktadie (Country Guide, 1998). Dolayisiyla, biyoteknoloji sitketleri TKS
sayesinde gelistirdikleri tohumlara yaputklari vatinimlart karsilayabileceklerdir.
Lesser’in belirttiine gore 197(lerin tohum istatistiklerine gére soya, bugday ve
pamuk tohumlaring ciftgiler bir yil arayla satin almaktaydilar. Eger bu &opyaluma
onlenebilseydi, 1975 fiyadaryla cificilere 400 milyon dolarlik bir ek maliyet
gelecektr (Litm, 1992).

Biyoteknoloji sirketlerinin yaptiklan aciklamalara kargilk, teknolojiyi gelistiren Mel
Oliver, “Bilim adamunn dnceligi transgeniklerin yabani bitkilere, zaratli otlara veya
diger canlt topluluklarina gecisini dnleyecek bir sistem olugturmakur. Biz yerel
giftgilerin tohum saklamalars ile ilgilenmiyoruz. Bizim oncelifimiz transgeniklerin
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etrafa  yaydmasmi ve Amerikan teknolojisini korumaktir”  seklinde  gorils
bildirmektedis (Schuttrow, 1999). :

Colling’e? gére “Ciftcinin her sene tohum satn almast kaliteyi giivence altne alacak,
yeni ve gelismis Uriinlere yonelik aragnrmalara kaynak saglayacaktie. Hibrid
tohumlart Gretmedeki zorluklar, yiksek maliyetler ve zayif iriin performans: bu
teknolojilerdeki yatirirns diisiik seviyede ruttu. TIS, sadece gelistirilmis yiiksek
teknoloiiyi kullanan ¢iftciledin her sene satin almasina defecek dzellikteki tiriinlerde
kullanilacaktr. Sirketler sistemi eski iirtinlere uygulamayacaklardir, ¢inki bu ¢ok
pahalt ve fazlasiyla kanigik bir sistemdir” (Schuttrow, 1999},

Monsanto’ya gére bu teknolojinin en biiyik avantajlarindan biri, biyoteknoloji ile
gelistirilmis tohumlarla biyoteknoloji-dist tohumlarin ¢apraz tozlagmast sonrast
cogalmalarint 6nleme potansiyeline sahip olmasidir. Sistem sayesinde bir ¢apraz
tozlagmanin etkileri sadece ilk kusakta gorilecek ve ikinci kusaga tasinmayacaktiz.
Biyoteknoloji sirketleri benzer sistemlerin tarimsal biyoteknoloji iizetindeki en
biyik faydasinin ek makineye ihtiyag duyulmadan girdilerin azalmast, {riniin
artmast ve Uretitn maliyetlerinin azalmast oldugunu bildirmektedir.®

TKS’ni savunanlar, bu teknolojinin sapladifn  “@ema-kapama” mekanizmalan ile
ciftcilerin arza ettklerl ézelliklere sahip tohumlags siparis etmelerinin mimkiin
olacagint belittmekteditler. Bu teknoloji vasitasiyla ¢ifteiler, bedelini &demek
karsthginda, her sene “temiz” tohum kullanabileceklerdir. Oncelikle kendine
tozlanan bitkilerde kullandmast planlanan bu teknoloji de Collins’e gére cifteiler
gecimlik ciftgilikten daha fazla iiretime yoneleceklerdir (TIME, 1999).

Teknolojiye, ekonomik olarak yoneltilen en biiyiik elegtisi, dzeliikle geligmelkte olan
iilkelerdeki ciftcileri maddi yonden biiyik sikinulara sokacak olmasidir. Ornegin,
Hindistan’da 100 milyon ciftei ailesi bulunmakta ve bunlarin %8071 tohum
saklamayi tercih etmektedirler (RAFT, 1999). Gida ve Tanm 6rgliti FAO’ya gore,
yeryizande 1,4 milyar insan tarladan saklanan tohumlarla geginmekeedir (RAFI,
1999). Iler!t ise, TKS benzeri sistemler uygulamaya gegtifinde, biyoteknoloji-dist
tohum kullanmay: tercih eden ciftcilerin, tobum sitketlerinin arzi kontrol etmelert
nedeniyle zaman icinde ekecek tohum bulamayacaklarint bildirmektedir (Country
Guide, 1998). Hansen ve Knudson {1996), yapuklars bir arastrmada, tohum
sirketletinin uyguladiklart meveut fiyat politikalart ile zaten saklama ihtimaline kars:
kendilerini koruduklarin belistmektedirler.

Rifkin’e gore TICS, “Pazarlama acisindan bakildiginda mitkemmel bir teknoloji,
ancak sosyal acidan bakildiginda endige verici, Hayaun tohumiarini kimin kontrol
ettiginin sorusu bu” {TIME, 1999). Buna karsilik biyoteknolojinin etkilerine tiiketici
actsindan yaklagan Falck-Zepeda ise biyoteknoloji ile yaptlan tarimda rantm biylk
boltmunin firmalar ve ciftgiler arasinda paylagildiang, ancak tiiketicinin ok digiik
bir kazancinin oldugunu belirtmektedir {Falck-Zepeda v ark., 1998).
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Stanford Universitesinden Miller’e pore; “Bir patent kimseyt bir sey yapmaya
zotlamaz. Sadece geligtiren kimseye triin icin zamana ve kaynaklara yaptigt yatirums
karsilamass igin gegici monopollilk verir. Bu (yani TKS), ivi bir sosyal pazarlktu”
(Nixon, 1999). Ancak, RAFI tpik bir patentin gegerlilik siirest 20 sene olmasina
kargt, TS benzeri bir biyolojik patente zaman kisttlamast getiritmedigi seklinde
goriis bildirmektedir (RAFI, 2000).

Elestirilerin biiyiik ¢ogunlugu, TKS nin dinya tarsmini biyoteknoloji girketlerinin
monopoli aluna alacagin éne stirmektedir. Bir kargilastirma yapmak gerekirse,
hibrid tohumlar icin de benzer bir durum séz konusudur. TKSnin hibrid
tohumlardan farks $éyle aciklanabilir: Flibrid tohumlarda her ne kadar ézelliklerinin
kontrolit zor olsa da ikinci kugak tohurnlara sahip olmak mamkindir. TIS ile

dretilen tohumlarda ise ikinci kugak tohumlara sabiip olmak gok zorlagmaktadir.

ABD’nin giineyinde, ciftciler soyanmn %50%sini ‘saklamakta ama hibzid misitin
%100’unu saun almaktadislar (Schuttrow, 1999). Berlan’a gore hibrid nusiin
kullanima geemesi, tohumu bir ticari mala dénigtirmiistiic. Ozellikle 1934-1944
yllart arasmda hibrid musir 60-70 milyon dolarlik bir piyasa haline gelmistir.
1988de ise toplam satian tohumlarin %30 unu olusturarak, 1,6 milyar dolarlik bir
hibrid tohum piyasast olugmugtur  (Lim, 1992). Ancak, TKSne getirilen
elestirilerde, ciftci tizerindeki etkileri hakkinda hibrid tohumlaria olan benzerlikten
bahsedilmemelted:r.

26.5. TKS’nin Bugiinkii Konumu ve Amerikan Tammindaki Uygulamalar

1970 yiinda yirirlige giren ve Kasum 1994°de diizenlemeye tabi tutulan Bitki
Cesitlesini Koruma Kanunu (Plant Variety Protection Act)’na gore tohum saklayan
ciftciler, tohum Ureticilerinin gérdifi zararin ¢ katna kadar tazminat ddemek
zorunda kalabilirler.’? Ancak, Monsanto “Roundup Ready” triinlerinin patentini
almug durumdadir. Patent Kanunu’na gore ¢iftgilerin patenti alinmug trénlere i
tohumlart saklamast yasa digidir. Ne var ki, yasadist uygulamada bulunan gficilerin
takibi yiksek maliyetleri beraberinde getirmektedir. Ozellikle gelismekte olan
tlkelerdeki yasal uygulamalarda sorunlar ¢ikabilecegi digtintlirse, TICS nin giftgiyi
takip etm ve yasal uygulamalardan dofacak maliver e difer sorunlara karst
gelistirildigi ortaya cikmaktadir.

Monsanto’nen 1996 yilina ait “Roundup Ready” Soya Stzlegmesine gore yetistirici
torba basina 5 dolar “teknoloji iicreti” &deyecektir (hektar bagina 35 dolar).
Yetigtirici, 3 sene boyunca tatlasinda toham sakladiindan stiphelenilirse aragtirma
yapilmasina izin verecektir. Yetigtirici sozlesme hiikiimlerine aykur davranigta
bulunursa, teknoloji Geretinin 100 kating, yasadigs kuilantlan tohum tdicrederini ve
tim hukuki masraflart karstayacaktir. Yetstivicl satin aldigy tohumu saklama ya da
yeniden ekme hakkindan vazgegecektir. Ancak, gelen tepkiler neticesinde

431



G. Ozertan, Y. Bilek

Monsanto 1997 ve 1998 anlagmalarnda tarlada aragtiema yapﬂmasma yonelik
maddeyi kaldiemustie (Reimann, 1998; Guidetti, 1998).

Yine, Monsantonun 2000 yii Teknoloji Anlagmas’na’® gére yetigtirici tohum
saklarsa, anlagma hilkimleri diginda yetistirme amach tohum satar ya da elde
ederse, uygulanan teknoloji fcrenni 120 katin: 6demeyi kabul edecektir. Benzer
sekilde yetigtitici gelecekte de anlagma yapma hakkindan vazgececektir.
Monsantonun uygulamaya koydugu bir baska korunma yontemi de, “Roundup
Ready” tohum kullandarak ekilen driinlerin sadece “Roundup Ready”e dayanikh
herbisitlerle ilaclanabilmesidir. Anlasma bu konuda da Monsanto trtnletinden
bagka bir herbisit kullanldiginda drin ve performans gatantisi verilmeyecegini
vurgulamaktache, 1999 yilinda Monsanto’nun “teknoloji tcretleri®nden 200 milyon
dolar gelir elde etmesi beklenmektedir.!*

Monsanto’nun icretsiz telefon hattina yasadist tohum kullandigmdan giiphelenilen
kisilert “stkayet etmek” mimkiindir. Yasa dist tohum kullananlara savas acan
Monsanto, anlagma hikimlerine uymayan fireticiter hakkinda ABD ve Kanada'da
600%e yakin dava agmus bulunmaktadir (Financial Times, 1999).

Rockefeller Vakfi baskani Conway, Monsant#ya hitaben s&yle demektedir:
“Tapmsal tohum  endistrisi, tohum ksilastrmasin: hedefleyen Terminatér
Teknolojisinin kullanimni kabul etmemelidir... Fakirleri dirtist bir diyalogla esit
ortaklar olarak kabul etmek daha iyi olacakur.. Yatmmlannuzin getirisi, yeni
piyasalara giris, stirekli bilyiime ve ticari konularla ilgilendiginizi kabul edin.15

RAFI'nin bildirdigine gdre 1999 yilinda en az 7 yeni Terminatdr patenti alinmig
durumdadir. Panama, Hindistan, Gana ve Uganda hitkiimetleri Terminatér
Teknolojisine karst olduklarint acikladdar. Aynt sekilde FAO direktdni Diouf da
Terminatér genlerine kargt olduldarin bildirmektedir (RAFI, 2000).

26.6. Sonug

4 Ekim 1999’da Monsanto’nun yoénetim kurulu bagkant Shapiro, Rockefeller Vakfi
baskant Conway'e gonderdifi mektupta; Size Terminatér benzeri steril tohum
teknolojilerini  ticarilestirmeyecegimiz ~ konusunda  kamuoyuna  taahhiitte
bulendugumuzu séylemek igin yaztyorum™ demektedir. Daha sonra Shapito séyle
devam ediyor: “...Monsanto tohurmlarin sterilize edilmesini gerektirmeyen
teknolojik yaklagimlar Gizerinde patentlere sahiptir, bunlar sadece biyoteknoiojik
katma-deger 6zelligl saglayan genleri hareketsiz duruma gecirecektir. Su an icin bu
teknolojileri gelistirmeye yonelik kaynaklara yaussm yapmiyoruz, ancak bu
teknolojilerin gelecekteki geligmelerini ve gen korumast ya da muhtemel tarimsal
yatarlart icin kullanimlaring iptal etmedik” (Monsanto, 1999). Collins ise “TKS
Gzerinde galismaya devam ediyoruz. Ashnda hic yavaslamadik. TKS ni ticarilestirme
hedefi {izerindeyiz. Aslnda hig geri cekilmedik.” (Agra/Industrial Biotechnalogy
Legal Letter, 2000} seklinde goriigtini bildirmektedir. Bir diger gelisme ise, 26-27
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Temmuz 2000 tarihlerinde USDA’nin dansma karulu yaptiklan toplanuda Delta &
Pine Land ile olan anlagmalarims yasal olarak haklars oldugu halde, tek tarafli olarak
iptal etmemeye karar vermeleridir (RAFI, 2000).

Bu yorumlar ve gelismeler 151inda her ne kadar Monsanto kamuoyunda geri adim
atmis gibi gdzikse de, aslnda sadece “ortalifn yatgturmaya” yonelik bir politika
izlijor bir konumda gdzilkmektedir. Bugln ig¢in Terminatdr Teknolojisi
uygulamadan heniiz uzaktir, Bayle bir teknolojinin tohum sektdninde kullanidmaya
baslamasindan énce uzun bir deneme asamasinda gecmesi gerekmektedir. Yukarida
belirttigimiz gibi dzellikle Fikri Miilkiyet Haklars agsindan, biyoteknoloji sirketest
yaptiklart yvatitmlar ve harcamalart kargilamalan icin béyle bir teknoloji gerekli
gorinmektedir. Saklanan tohumlar iftgilere haksiz bir kezang saglamaktadir.
Gelismekte olan iilkelerdeki yasalarin Fikri Milkiyet Haklarim korumaktan uzak
olmast da, biyoteknoloji sirketlerinin tezlerini giiclendirmektedir. Her ne kadar
biyoteknoloji sitketlerinin mevcut fiyat politikalart ile zaten kar ettikleri Sne siiriilse
de, kesin karar vermeden dnce bu alanlarda detayh caligmalarin yapilmasma thtiyag
bulunmaktader.

Duruma TKSnin negatif yonleri acisindan bakufimzda, genel olarak genetik
degisime ugramts organizmalar icin de soylendigi gibi, teknolojinin uzun vadel
etkilerini kestirmek su an icin mimkin degildir. “Etiketlendirme” benzeri
titketiciye segme hakkimn tanindit uygulamalarda bulunmak gida maddeleri igin
miimkiindir. Ancak, yukanda belirdldigi gibi efer biyoteknoloji  sirketleri
biyoteknoloji-dist tohumlarin atzmni azaltrlarsa, boyle bir uygulama da fazla yarar
saglamayacak gibi goziikmektedir. Secim hakki mevcut oldugn miiddetge ciftciler
kendileri igin en uygun tohumu secebileceklerdir. Ne var ki biyoteknoloji sirketleri
de kar maksimizasyonu amaciyla sadece TKS benzeri sistemlere sahip tohumlar
tretmede 1srar edebilitler.

Yukaridaki bilgiler 113inda TKS ve benzeri sistemler Gzerinde yogun galigmalar
yapimasmin gerekli olduguna inantyoruz. Sistemin etkilerini; ekonomik, biyolojik
ve hukuksal acdardan incelemek gerekmektedir. Bugiin icin bir sonuca varmak
oldukca zor gdziikse de, yeni gelismeler ve aragturmalar TKS halkkinda daha belirgin
goriigler edinmemize yardimet olacaktir.

TKS ve Fikri Miilkiyet Haklars hakkanda ok biled igin by, Crouch (1998), Goss (1996),
Spillane (1999), Santaniello ve ark. (2000)
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27.1. Girig

Yirminei yizyidin sonlarina dogru biyoloji biliminin tim bulgulart bitlestirilerek
nsanoflunun  tanmsal iirin  gereksiniminin kargilanmasinda  biiyik  adunlar
atlmustie. Eldeki kosullara gbre ve amaca yénelilt tarimsal firetim icin gerekli olan
genetik materyalin olugturulmasinda, yakm zamana kadar agurlikls olarak klasik bitks
sslaht yontemleri kullandinsstr, Klasik bitki sslahs bundan sonta da dogal olarak
kullantlacak olmakls birlikte, kisi bagina dilgen tattmsal alanmn giderek azalmast
nedeniyle tarmsal Griini artracak verim artigiun saglanmasinda yeterince hezli
olamayacagt bir gercektir. Iste bu asamacda, 20. ylzyihn son yarisinda 6ne cikan ve
genetik mihendisligini kullanan bitki biyoteknolojisi, klasik bitki slahinin gorevini
dstlenmege  baslarmstir. Biyoteknoloji, bitki sslahinda  arze  edilen gen
kombinasyonlar igin yepyeni bir Gigir aginis; tilr, cins, takun ve siniflarin yaninda
baska alemlerden veya canldardan de gen transferini mémkiin kimistir,

1980k yidlarin sonuna dogru, gogu “aile sirketi” olan tohumculek firmalarnm
(6zellikle ila¢ firmalarinca) satn alinmalar veya bidesmeleri baglamugtr. Ayn
sirecte, aguhfin kamu ve dniversitelerde oldugu, bitkive ydnelik temel ve
uygulamalt agagtirmalar, 6zel sektére dogru yonlenmege baglamistie. Bu doga bilim

Ozcan S, Giirel E, Babaoglu M {2001) Bjtki Biyoteknolojisi 11 -
Genettk Mihendisligi ve Uygulamalari, Selcuk (niversites! Basimevl
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firmalars, 1981-82 yillarinda tarumsal aragtirmalara ayirdiklan 4 milyar dolachik (§)
meblagt, 1993 yiinda 7 milyara ¢ikarmuglardir. Ayn: stirecte kamu kesiminin
biyoteknolojik yatrumlara aywrdigt mikrarda ise bir degisiklik olmamugtir. Ornegin,
CGIAR (Consultative Group on International Agricultural Research: Uluslararast
Tarumsal Arastirmaler Dantgma Grubuym 340 milyon dolatlk yillik biitgesinin
ancak %7’si bivoteknolojiye yéneliktir.

Ayni donemde teknolojinin dier dallarnda da benzer venilikler ve firma
bitlesmeleri izlenmis, ticari bulgularin kopyalanmast séz konusu olmus ve yeni fikri
gelismelerin yasal olarak koruma zltina altnmass zorunlulugu ortaya gilamusne, Iste
bu asamada kamuoyunun pek bilmedigi fikri eserlerin korunmast ile dgili olarak
Dunya Ticaret Orgilitii (Wordd Trade Organization: WTO) ile bitlikte Uluslararast
Yeni Cesitleti Koruma Bidifi (International Union for the Protection of New
Varieties: UPOV), Dinya Fiked Milkiyet Haklart Organizasyonu (The World
Intellectual Propesty Organization: WIPO) ve Ticari Fikei Milkivet Haklar (Trade
Related Intellectual Property Right: TRIPS) gibi uluslararast Orgiitler
olusturulmustur. Filri eserlerle ilgili kopyalamalarin ortadan kaldiilmast veya
bundan dogan zatarlarm giderilmesine yonelik uluslararast yasalarin hazirlanmast ve
uygulanmast s6z konusu bu dzgilitlerin ana ugras alanin olugturmustur.

Tarmmsal biyoteknolojideki gelismelerin (6zellikle yasal bosluklardan yaradanarak)
ticari bakimdan teknoloji sahiplerinin aleyhine islemesi, olaym ahlaki yonine
dikkatleri cekmis; bu ahlaki olaya bu kez bagka bir ahlaki olayla (Terminatdr
Teknolojisi veya Teknoloji Koruma Sistemi, bkz. Bolim 26) yanit verilmesi
biyoteknolofide  ablok kavraminm ¢ok iyl irdelenmesinin  gerekliligini ortaya
koymustur,

WIO’ nun diinya pazarlarinda serbest ticaretle ilgili kararlarmun (Uruguay karadars-
transgenik cesitlerin pazarlanmasinda bilimsel gerekge olmadan hayir denemez ) ve
canlilara yénelik patentleme iglemlerinin her iilke veya toplumda farkll sekillerde
uygulanmasi, “biyoetik” adinda bir bilim dalinin ortaya gtkmasma neden olmustur.
Ashnda bu olay transgenik gesitlerin gelistirilmesinden gok énce baglamugur. Melez
misit geligtirmelerinde ana-baba hatlarla ilgili mahkemeler bundan 70 yil dnce
glinderme gelmis olup halen de glincelligini korumaktadir.

Biyoteknolojideki gelismelerin tarlaya aktardmast da bir setl sorunu berabetinde
getirmistir. Cevrede, organik (ekolojik) tarima yonelik bir uygulamanin olmast veya
bir tirin yabani formlarsun varhit durumlarinda, ézeilikle yabanc: dollenen
transgenik gesitlerde “gen kirliligi” diye tanimlanan kavram One cikmugtir, 2000
yilinda Kanada’dan degisik ilkelere (ingiltere, Fransa, Almanya ve Isveg) ihrag
edilen klasik kolza rohumlarinin ditssiik oranda da olsa, transgenik ¢esit tarlalarindan
kacan genlerle bulagik olmasy olayin ticari, hukuki, biyolojik ve ahlaki sorunlar
yumaginin ik Stneklerini olugturmakta ve “Biyo-giivenlik Anlagmast’nin énemini
bir kez daha vurgulamaktader.
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2000 yiinda Kanada’mn Montreal kentinde son sekli verilen ve Nairobi (Kenya)'de
Mayts 2000°de 64 iilke tarafindan imzalanan biyo-givenlik anlasmasinin
maddelerinden birint olusturan “etiketleme”, biyoteknolojide ablakin 6n plana
giktiginin bir gostergesidir. Ashnda etiketleme olayt, Avrupa’nin biyoteknoloji
driinterine haytr diyemeyecegi bir formdl olmasiun yans sira, “tiketicinin ne
yedigini bilmesinin en dogal hakki oldugunun” yansimasidir. Iste bu nedenlerle,
yillarca bilingsizee transgenik driin tiiketen ABD ve Kanada’da oldukgz yeni bir
hateketin baglamasi s6z konusu olmustur. Bu yénde uluslararast érgiitler, sorunlar
kizesel olarak ele almakta ve ¢ézim Uretmektedir. Nitekim FAQ ve WHO
drgiitlerinin ortak komisyonu (Codex Alimententasius) etiketleme ile ilgili teknik
islevi, biyo-givenlik s6zlegmesi cercevesinde ele almaktadir.

Uluslararas: ve cok-uluslu sitketlerin, tarimsal biyoteknolojiye yaptiklar: yatirsmiarin
béylesine dne ctkmast karsisinda bilinglenen “Greenpeace”, “Friends of the Earth”,
“RAF1” (Rural Advancement Foundation International), “GRAIN” (Genetic
Resources Action International) gibi sivil toplum Grgitleri, biyoteknolojinin ahlaki
ve hukuki yonletinin tartigma ortamina tagtnmassnda Sncilik yapmislardir. Diger
taraftan; konu, “Biyo-givenlik”, “Gida giivenlizi” ve ®Fikri Eserler Kanunu-Islahes
Haklar1” gibi tig baslikta toplanmaya calisilizken, bunlar farkl: bilimlere, mesleklere,
sorumlu bakanliklara odaklanmis ve soaucta 21. yizyila giverken ¢oziimlenmemis
bit seri sorunlar yamagt ile karst karstya kalinostr,

Biyoteknolojide zhlakin en carpict bicimde ne ¢ikacafn baska bir kavram da biyo-
korsankferir. Sahibi olan sahus, sitket veya llkenin bilgisi disinda yasal bogluklardan
yararlanarak biyolojik materyalin herhangi bir sekilde tescihi veya patenti yoluyla
ticari avantaj saglamak, ne yazmk ki ¢ok yeni bir uygulama olarak yetkilileri
digiindirmektediz.

27.2. Fikri Miilkiyetle I1gili Geligmelerin Tarihgesi

Fikri eserlerin korunmasina yonelik haklar; bulus sahipletinin veya yeni bir bilgt
Gretenlerin, haklaninin korunmast veya ddillendirilmesine yénelik olarak ctkaridan
kanunlar dizist olarak tanunlanabilir. Bilet; tiketilen maddelerden farkls olarak ¢ok
sayida kisi tarafindan her hangi bir kisitama olmaksizin rahatlikla paylagddigindan,
fikei eserlerin korunmast icin girisimler zaman icinde giderek artmug ve biyik gt
gdrmiistiir. Fikri miilkiyet, yaratict calymalagin ekonomik olarak korunmasing
saglayan genis kapsamb bir terimdir. Fikei milkiyet haklart genellikle her ilkede
ulusal yasalatla dizenlenmektedir. Bu yasalarin amact, bulusu yapan kiginia belirli
bir surede kigisel olarak istismar edilmesini dnlemek, yaratcligy tesvik etmektir.
Fikri miulkiyet kavrami, dinyada uzun bir stredir kullandmaktadir. Fikel eserlerin
korunmasma yonelik girisimler cok eskilere (MO 2000) kadar uzanmaktadsr. Bu
halkkin, patent olarak ik korumas: 14, vizylda Ingiltere’de ve 15, ylzyida
Venedik’te baglamustr. 18, yiizyildan itibaren endiistri devrimi ve ulusat pazarlardan
uluslararas: pazarlara gecilmessyle, fikri miilkivetin korunmast ulustararasi yasalarin
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konusunu olustutmugstur. Endistriyel devrimle beraber birgok tlkede patent
kotumaya vonelk uygulama baglatinusue. 1877 yilinda Almanya’da patent
korumaya yonelik kanunlar devreye girerek, gida, ecza ve benzeri Griinlerin diginda
kalan yeni buluglara patent hakk verilmistir. Endastriyel tasarimlar, ticari matkalar
ve patent haklarnmin dizenlenmesi icin 1883’te Paris Antlasmass; telif haklar, fikei
ve sanat esetlerinin kotunmast icin de 1886°da Bern Antlagmast imzalanmugur,
Bununla beraber, teknolojik geligmeler sonucunda, meveut kurallara kolaylikla
uymayan ok sayida fikei miilikiyet hakki ortaya grkrmstar. Bitki tslahi tekniklerindeki
yenilikler, 1961 yilinda imzalanan UPOV ve 1992 Rio Dinya Zirvesi’nde biyo-
cesitlilil kaynaklarmin korunmasina yonelik gortglerde, fikri milkiyet haklar
stizekli 6n planda tutalmustur.

1988 yiinda, patent koruma hakkinin uygulandigt iilke sayisi 115%¢ ulagmustur.
Ancak, bu tlkelerin 50°den fazlasinda bitki ve hagvan gesitlerine yonelik biyolojik
buluslar, patent koruma kapsami diginda tutulmugtur.,

Bitki sslahmin giinden giine gelisim gdstermesiyle, bitki islahcilarinda emek vererek
pelistirdikleri cesitlerinin koruma kapsamunda olmasi getektifii gorisi olusmug ve
bu konudaki girisimler sonucunda, 19307arda ‘ABIY’de yeni gelistirilen btk
cesitlerinin korunmast konusunda bazs diizenlemelere gidilmistir. Avustralya’da
uygulanan patent sistemine gore de, yeni gelistirilen bir cegide patent hakla
ddenmesi sanst dogmustur. Fikei eser haklarinin, endistriyel ve tarimsal boyutu
birbirinden ayri olarak gelisim géstermis olmakla beraber, zaman i¢inde her 1ki
sektdrde de carpict gelismeler olmustur. Amerika ve Avustralya’da patent ve
benzeri sistemler hem endiistriyel ve hem de tarumsal alanlarda wygulanirken, bagta
Avrupa tlkeleri olmak tizere difer birgok iilkede tarimsal alanda fikel milkiyet
haklart UPOV’un sslahgt haklart kapsanunda ele alinmstir. Son zamanlarda, bu
alanda biyoteknolojide veterince gelismenin saglanamamast nedeniyle, tartmsal
alanda patent uygulamalarmin baglatmast igin yasal diizenlemelere gidildigt
bilinmektedir.

27.3. Biyoteknoloji ve Fikri Miilkiyet Hakfar1 - Patent Sistemi .-

ABD ve Avustralya’da kullanlan patent ve benzeri sistemler defistk sekillerde
tarsmsal amacli buluslarin korunmaseni miimkin kidmaktadir. Buniar:

aj Patent sistemi:

Buluslara, arastirma veya ticari tipte patent verilmesidir. Boylece genetik materyal
de artik lisans almus ve koruma aluna alinmaya baslanmistr.

b} Materyal transfer anlagmalare:

Bu tip anlagmalar genelde CGIAR’n ilgi alanina giren aragtirma kurnluglart veya
gen merkezleri ile tohum sslah fiemalars arasinda giivene dayali depolama, aragtirma
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ve ticarete yonelik bircok maddeyi iceren sézlesmeler olarak tantmlanir. Bu
maddelerde ticari gizlilik veya tescil gibi koruyucu hitkiimlere ek olarak kullantm
haklent aragtirmaya veya tekrar satmaya ve ticarilestirmeye izin verilmesi gibi
hususlar da eklenebilir,

¢) Cuval-etiket sistemi:

Tantmt yapdmug bir genetik materyalin bulundugu cuval-paket ve bunlarin
etiketlerinde belirtilen icerigin, korunma altna zlnmus bir genetik materyal
oldufunun belirtilmesi seklinde olmast, dolayli bir yasal koruma bigimidir.

d) Teknolofi kullanma anlasmas::

Bir firmann {rettid bir teknolojinin, bolgede hakim olan bir baska firmaca
kullanilabiimesi icin yapilan anlagma seklidir. Ornegin, A firmastnin tuza dayankl
bir cesidinin, B firmasinin hakim oldugu béigede, yine B firmasinca tiretiminin
yapilmast igin bdyle bir anlagmanin variyf gerekir. Bu tip korumalarda genelde, yeni
bir gesit gelistirilmeyecei dogrulrasundaki maddeler sGzlegmeye konmalktadir.

e} Ticari gizlilik:

Firmalar arasi ézellikle yasal olmayan eleman degisimi sirasinda genettk matetyal
transferlest  (kagirmalar) de  olabilmektedit. Parmak iz gibi  biyoteknolojik
yontemlerle, yasal olmayan bu tir teknoloji kactrmalart ispatlanabilmektedis.
Béylece ticari gizliligin kontroli mimkiin olabilmektedir.

Biyoteknolojideki ilerlemelerle beraber, fikei eserler kanununun éne ctkmasina
neden olan geligmeler yasanmustir. Gerek yasal gerekse teknik agidan, yeni
gelistivilen bir cesidin tigiinet sahislarnn kullanimina aglmas: durumunda, cesit
sahibinin ticari gelecefinin olumsuz etkilenebilecedi bir gercektir, Iste bu nedenle,
dinya varhiklan olarak kabul edilen canlilarin patentienmesi konusundaki gorligler
degismeye baglumiy ve 1980 yihinda General Blectrics firmast, petrol yiven bir
bakteri tirii icin patent almustr. 1985 yilinda artd tohurmn, bitki ve dokular da
patentlenebilic olmugtur. Arastirma ve yatwun sahiplerinin lehine alinan bu i
kararlar sonucunda; 1985 yilinda ABIYde, 1988 yilinda da Avrapa’da transgenik bir
geside patent verilmistir. Patentleme isinde éylesine bir patlama yasanmustir ki,
ABD’de bir yida milyonlarca patent bagvurusu olmustur. Zaman iginde, patent
birolarinin bazi onaylart mannk digina tasmaya baslamustr. Ornegin, Amerika’da
genetik mithendisligi tekniZiyle elde edilen pamuk genetik materyalinin bit firmaya
patentlenmesi gibi. 1991 yilinda gerceklesen bu olay memnuniyede belirtmek
gerekir ki mahkemelerce iptal edilmistir. Diger taraftan rekombinant DNA
teknolojisinin  gelismesiyle; biyoteknolojik arastirrnalarda, kamu arastiriclarinim
arastizma sonuglant da hezla ézellestiriimeye  baglamustr. Iste bu agamada,
biyoteknolojide ahlak kavrami 6n plana  gikmustir.  Biyoteknolojinin  ahlaki
boyutunun en ¢arpicr Senefini, 1992 yihnda talep edilen bir patent olugturmaktadir.
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Daha sonra bagka bir firma tarafindan satin alinan bir firma, biyoteknolojik
yontemlerle pamukta gelistirdifi dayamikldgt takiben, bundan sonra pamulkza
yaptlacak tiim biyoteknolojik butuslarin patentini de almustir. Bu patent 1993 yilinda
mahkeme karaziyla iptal edilmistir,

Uluslaracast kurallarla bitlinlestivilen TRIPS ile, WTO%a iye iilkelerin zorunlu
olarzk kabul ettikleri bir sézlesme olusturulmustur. Bu sozlesme, fikei muilkiyet
yasalart ve uygulama rejimleri igin asgari standartiar ortaya koymaktadie. 1995
yimda imzalanan TRIPS sézlesmesine uymalazs icin gelismis (lkelere 1, gelismekte
olan tilkelere 4, az geligmis tilkelese ise 10 yillik bir siire tanimmistr,

Fikri milkiyet haklarinin  en  nemlisi patent hakki olup, bu korunmanin
saglanabilmesi icin agaftdaki kogullar gerelclidir:

1) Patentlenebilirlik: Buluslarn  uluslararast  korunmasmi saflayan  TRIPS
antlagmasinin 27, maddesinde, patentlerin bitin teknoloji alanindaki buluslara
uygulanabilecegi; buluglarin cevre, hayvan, insan ve bitki saglifu olumsuz yonde
ethilememesi ve ahlaki olmast gerektigi belirtilmektedir. Ayrica, “mikroorpantizmalar
degndaki bitki ve hayvanlarn, biyolsjik olmayan veya mikrobiyolojik siivecler digsndaks bithi ve
bayvanlann elde edilmesinde Jeullanslan biyolojik iglemlerin” patent disinda tatulmast ise
antlagmayt  onaylayan  devletlesin  insiyatifine birakdoustie.  Yani  antagmayt
imzalayan devletler isterlerse, bitki cesitlerinin korumasing, ya patent, ya da cesit
tescili veya kombine bir sistemle yapabileceklerdir.

2) Bulus olmasi: Bir biyoteknolojik yeniligin patentlenebilmesi, bu yeniligin bir
bulus olmasina bagldur. Biyoteknolojideki yeni gelismeler, arastiricilarin buluslan
sonucu ortaya gikmsur, yani yeni bulug niteligini tastmakeadir. Ancak Amerikan
Yiksek Mahkemesi, 1948’de bir bilim adanumn bakteriyel hat kombinasyonunu
buluy olarak yorumlamamss, bir rinin yeni ve faydali olmasindan ziyade
patentlenebilir yapida olmast gerektiini ifade etmistir. Daha sonra aynt yiksek
mahkeme 1980 yilinda petrol kirliliine karst kullanidan bir melez bakterinin, insan
bulugu oldugunu ve arastirna sonucunda elde edildigini, bu nedenlerle de
patentlenebilecegini belirtmistir. Boylece yiiksek mahkeme, bakterinin tabis yollarla
meydana gelmesi sonucunda farkl olmastyla, genetik miidahele yoluyla bakterinin
degistirilmis olmasint ayr degerlendirmistiz. Bunun tzerine ABD Patent Ofisi,
melezleme ve genetik miihendisligi yolu ile olugturulan rnikroorganizmalar icin
patentler hazirlamigtie. Son zamanlarda Agrecetus firmasina, pamuk bitkisine “5¢”
geninin aktarlmasmna iliskin bir patent verilmistic. Ancak bu patent, bunun bir
yontem oldugu ve bu yontemin difer bitkilere de uygulanabilecegi gorisiiyle
oldukea fazla elestini almustir,

3) Yenilik olmasi: Yenilik, bir bulusun pazara sunulmast durumunda onun daha

ouceden icat edilmemis olmast demektir. Koruma, bulusun diger kisiler tarafindan
bir daha icat ediimesine kisttlama getirmektedir. Bitki ¢esitlerinin patentlenmesinde,
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bu konu aymcahk gosterebilmektedir. Phytophytora kok clrikliigine d'xym1k,l.1 bir
soya cesidi igin patent talep edildifinde bu konu ABD Patent Ofisinin dikkatini
cekmistir. Clinkd patentlenen soya bitkisinin  Pybigphyotora kok clrikliigiine
dﬁyamkhhgtmn, bilinen dayaniklihik sisteminden farkli oldugu iddia edilmistir.

4) Endiistriyel wygulanabilirlik: Patentlencbilmenin onemli bir kosulu da bir
bulusun endiistriyel uygulanabilirlifinin olmasi, Urlinlerin veya sonuclarmn bir
islemle elde edilebilmesidir. Tazumsal patentlerde de bunlarin dikkate alnmass
gerekir. Bahge tarim endiistrisinde yabanct ot éldiirme isleminin endistriyel bir
uygulama oldugu, Avustralya Yiiksek Mabkernesi tatafindan kabul edilmistir,

Biyoteknolojik olarak elde edilen yeni transgenik bitki ve organizmalanin
patentlenebilmesi icin yukanda sayilan ézellikleri kapsamast gereklidir. Patentler, bir
patent blrosu tarafindan gerceklestirilen tescil islerinden sonra onaylanmakzadir
1970 yilinda Uluslararas: Patent Igbirligi Antlagmas: haztrlanmis ve bunu imzalayan
ilkelerde bu antlagmaya uygen olarak onaylanan patenterin, imza koyan diger
tlkelerde de gegerli olacaf belirtilmigtit.

E

27.4. Biyoteknoloji ve Fikei Miilkiyet Haklari - Islah¢t Haklan

Aragtiema calismalar sonucunda gerceklestirilen buluslann patentlenme yoluyla
koruma altina ahnmass, Onceleti her dlkenin kendi i¢ hukuk dizenlemesi
seklindeyken, giiniimiizde tim tlkelerin katldig uluslararas: antlagmalara konu
olmaktacie. Buna bagh olarak biyoteknoloji konusunda yapilan calismalara da
patent konmasina liskin yasal dilzenlemeler gerek iilkesel patent kanunlari ve
gerekse TRIPS gibi uluslararast antlagmalarla gerceklesmektedir.

Biyoteknoloji lirlinlerinden kar bekleyen sektérler yelpazesinin genisligi, konuya
ilgiyi artsrken, aynt zamanda sektérler arast hukuki iliskiletin yogunlasmasina da
neden olmaktadir. Ornefin transgenik soya uygulamast ile saflanan fazla kazang
1998 yilt igin 840 milyon US$ olarak tahmin edilicken, bunun %45' cegit sahibine,
%201 cifigiye ve %25" de fabrikatére yansidigs belirtilmistir. Diger taraftan 1996
yilinda ekilen Bt pamukla ilgili bir tahmin ise toplam 240 milyon US$ olarak, bunun
%59 cificiye, %211 tohumluk firmasina, %9u titketicive, %5’ genetik materyal
saglayan Delta-Pine’a ve %6st da difer sektérlere (ticcar vs) yansiyan bir
dagilimdan sz edilmekredir. [ste pastadan pay almaka olanlarm sayist da arttikea,
gelisen biyoteknoloji ile paralellik icinde, hukuk savaglamt da bir yikselis
gosterecektir.

Ulkemizde fikei miilkiyet haklarinin patente korunmast igin son yasal diizenlemeler
27 Haziran 1995 taribli 551 Sayplk Kapun Hikminde Kararnameyle
gesgeklegtirilmistiv. Bu kararnamenin 5. Maddest “yer, feknifin bilinen durnmunu asan
ve sangyiye sygulanabiliv olan biluglar, patent veriferek kanurun..” hikmini getirmistir.
Buradan bir bulusun yeni olmass, bilinen durumdan farkli olmast ve endiistriyel
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uygulanabilithifinin  bulunmas: gerektidi anlastimaktadts. Ayni kararnamenin 6.
maddesinde ise patent verilmeyecek durnmlar sayilus ve “bitk: veya bayvan tirieri
veya Gnemii dlciide biyolgjik esaslara dayanan bitki veya hayvan yetistivilresi nsuller?” patent
korumast  disinda  brrakidlmistr. Bu  madde TRIPSin  27. maddesindeki
“mikroorganizmalar diginda bitki ve hayanlar e esas olarak biyolojik olmayan ve
miikrobiyolojik olmayan ve mikrobiyolgjik usnller disinda bitks veya hayvaniar iivetimi ile ilgils
biyolojik usallerin patent korumast digznda tutulabileced?” hitkemiine benzemektedir. Ancak
bu madde, mikroorganizmalar ve mikrobiyolojik usullere iliskin olarak actk bir
hitkim koymarmustir. Kanun hitkmiindeki kararnamenin gerekcesinden bu hiikiim
dayanaginm, 27 Kastm 1963 tarihli Strazburg Anlasmast oldugu aclagilmaktadir. Bu
anlasmada ise sadece “bitki ve hayvan tirleri ile biyoloiik esashiva dayanan bitki ve hayvan
yeligtirme wsaller?” koruma dismda biakdmsstr. Bitiin bu hikimler bir arada
degerlendirildiginde mikroorganizmalara iliskin olan buluslar ile mikrobiyolojik
usulle elde edilen bitki ve hayvan yetistirme usullesinin patent kapsaminda oldugu
sonucuna vartdabilir.

Burada dikkate aliumast gereken husus “patent abmacak  mikroorganizmalarin
Ppatentienchilivlike &ogullarina uymas: ve qynt zamanda dodada biyolyjik clarak kendiliginden
obggmams” olmasidie. Yani, biyoteknolojik yéntemler kullanilarak dogada énceden
meveut olmayan bir mikroorganizmanim gelistirilmis olmas: gerekmeltedir,

Yine 551 sayil kararnamenin 6. maddesi dikkatle incelenirse “bitki veya hayvan
tiirler?” ifadesinde tiir yerine “pegir” kelimesinin konmast ya da anlagtimast gerektigi
actktir. Ayrica bu maddede sadece biyolojik olarak bitki ya da hayvanlarin yetigtirme
asullerinin patentlenemeyecedi belirtilmektediz. Oysa biyoteknolojik yéntemlerle,
bitki ya da hayvan cesitleri dogal yollarla kazanamayacaklars &zelliklere sahip
olmaktadr. Kamu diizenine, ahlaka veya cevreye zarar vereceinin saptantmast
durumunda patent korumasina alinamaz. Ayns sckilde madde sadece yetigtirilme
usullerinin patentlenemeyecegine isaret etmekte ve bu yollarla elde edilecek bitki
veya hayvanlaun patentlenemeyecegini belirtmemektedir. Dogadaki meveut ya da
kendilifinden olusmus olan bitki veya hayvanlarin patent kapsamina alinmamast
dofaldu. Klasik yollarla gelistirilen bitki cesitleri igin ise ilkemizde 19 Eylil 1997
tarihinde “Bitki Cesitlerinin Tescili’ne iliskin yénetmelik crkanlmstir. Tescill
gesitlere ait sslahgr haklannin korunmasina iiskin ydnetmelik ise 28 Bylil 1994
tarihinde kabul edilmigse de uluslararast gegerlilifi icin, bunun kanun degil de yasa
biciminde olmast geregi bir islerlik kazanmamustir. Fakat Tirkiye’nin bu konudaki
iyl niyeti konunun Meclis giindemine tasinmasindan anlagtlmakeadir.

Bitki sslahgi haklarmy ortaya koyan bu yénetmelik incelendiginde, “yosun ve
bakteriler” dismdaki bitkileri gelistiren kisi ya da kurumlatin bu haklardan
yaratlanabilecegi goriilmektedir. Tescil edilecek cesidin; yaygm olarak bilinen diger
bir cesitten agtkga “farkldik”™ géstermesi, cogaltumt esnasinda cogaltma metoduna
bagls olarak beldenen varyasyonunun disinda, igili ézellikler yoniinden yeterince
homojen {(yeknesak, tekdize) olmasi ve liretitnden sonra veya iiretimin herhangi bix
asamasinda, ilgili &Szellikleri yéntinden degismenin olmamasi yani “durulmus”
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olmast gerekir. Gesit koruma hakk: bu dzelliklerin tespit edilmesidir. Tirkiye'de;
slah edilen cegitlerin, yurt diginda sslab edilmis, ancak 1slah ediidigi Glkede tescil
edilmemis yabanc: gesitlerin, testler sonucunda tescili yapdmalktadir. Cesidi 1slah
eden kigi ya da kuramlara taninan haklar ise; ¢esidini satmayi, bu cesidi bagkasina
satabilme yetkisini vermeyi, g¢esidinin {iretim materyalini satmayt ve bunlar
bagkalarinin satabilmelerl icin yetki vermeyi ve gesidial satabilmek i¢in Gretmeye ve
bagkalarinin Giretmesine yetki vermeyi kapsamaktadir.

Yine bu yénetmelikle, daha once tescil edimis gesiterin tescil bagvurusundan éace
Tirkiye'de ticari amacla satigs yapilan veya baska bir dlkede 4 yildan &nce saust
yapilmis cesitlerin tescil edilemeyecegi belirtilmektedir. Ulkemizde biyoteknolojik
yontemlerle gelistirilen “transgenik gegitler™ icin hentz ticari firetim amacl tescil ve
Uretim izni verilmemektedir, Ancak bu cesitlerin “alan denemeleri” (field trials)
hakkinda talimat bazirlanmss ve uygulamaya konmustur,

Patent hakks ile bitki cesttlerinin korumasina bir alternatif olarak, bitki cesitlerinin
korumasina ait ulaslararas: sézlesmeye gére olusturulan bitki wslahg hakian
yasalartyla koruma saglanabilir. Bir bitki islahqist kendisine ait cesidin,iretimi,
cogaltmasy, fiyatlandieilmasy, satigt, ithali, thracan ve depolanmast konusunda
haklara sahiptir, Bitki 1slah¢t haklarinm gegerlilik siiresi tiire gore defismektedir.,

Islahct haklarint konu alan olusumlar asagida belirulmistir:

a) UPOV

Islahc: haklars konusunun uluslararast boyutta ele alinmast ik kez, 1956 yilinda
Avusturya’da dizenlenen ASSINSEL kongresinde gergeklesmis ve bu kongredeki
girisimnler ve alinan kararlar, 1961 yilinda imzalanan ve Fransizea’daki adiun
kasaltimig sekliyle bilinen UPOV sézlesmesini giindeme getirmigtir. Bu sdzlesmede
1971, 1978 ve 1991 ydlarinda yenileme calismalar yapidougur, 1978 yihindaki
yepileme caligmalanndaki, 5 bitki tird icin Sngdrilen korama; 1991°deki
caligmalarla tim bitki cins ve tiirlert icin gegerli olacak sekle donlstirilmistir.
Korumnamn stresi afac ve baglar icin 25 yil, bunun disindaki bitkiler icin 20 yid
olarak deistiriimistir. Uretim materyalinin yant sira hasat edilen materyal de
koruma kapsamina alnmistie. Bununla beraber, ciftcinin geleneksel olarak “kendi
tohumluguny ayirma” ayocali@t 1slahgt hakki disinda tutulmustur. Yine 1978
sézlesmmesine gore bitki ¢esitlerinin sadece 1slahct haklanyla korunmass séz konusu
iken, 1991 sdzlesmesiyle birden fazla koruma sistemine izin verilmistir. UPQV’a
imza atan Glke saystise 1997 yt itibariyle 34 olap, 2000 yils itibariyle bu saymun 80
olmast beklenmekteydi. 1994 ythinda gikarilan bir ydnetmelikle Ttrkiye’nin UPOV’a
Uyeligi igin bagvura yapilmugsa da, olayin bir yasa isi oldugu ve bir yasa taslaginin
hala meclis glindeminde bekledifl bilinmektedir.
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b) TRIPS

Diinyada fikni eserlerin korunmast ve kapsaminin genisletilmesi konusundaki yogun
cabalar 1995 yiinda Ticari Fikir Esetleri Hakkinin yirirlige girmesine neden
olmustur. Boylece tartigmalar ve anlagmalar, WIPO nun teknik boyutunun étesine
taginarak, WIO'nun giindemine getirilmistir. TRIPS tarafindan 1995 yilindan
ttibaren; gelistnis tlkelere 1 yil, gelismekte olan tilkelere 5 vil, geri kaltrus tilkelere de
(uzatilma sanst verilerek) 11 yilhik bir stire icinde basta sslahqt haklart olmak dzere
tim fekri ve patentli eserlere izinsiz olarak kopyalatna, kullanma ve tretme yasag
getirilmistir. Bitki ve hayvanla ilgili patent olaymmn diinyada kabul gérmemesi
tzerine TRIPSin 27.b(3) maddesinde bitki ve hayvanlara yénelik bagvurularin

patent kapsamit diginda tutulmast kabul edilmekle betaber, mikroorganizmalarin (Bt ?

~ Bacillus thuringiensis) patentlenmesi konusunda ssrarci daveanilmists.

¢) WIPO

Diinya Fikri Eser Haklan Organizasyonu (WIPO) 1967 yiinda gerceklestirilmis
olup, 1974°de Birlesmis Milletler’in bir alt birimi seklinde caligmalarin yirGtmiistir.
Ozellikle gelismekte olan ilkelerde fikri eser haklart konusunda kapsamlt hizmet
vermektedir. Bu hizmetler, fkri eser haklannm lisans almasi ve bu haklar
konusunda gerekli organizasyonun yapilmasma yonelik olarak; hitkiimetlere, kamu
ve Ozel kuruluslara bu anlamda danigmanik  yapilmasi, efitim verilmesini
icermektedir. WIPO, 1996 yilinda WTO ile bir goriis birliine varmustir. Buna gére
WIPO gelismekte olan ilkelere yapupi teknik hizmet ve igbitligine devam
etmesinin yanssira, WIO’nua tiyesi olup da WIPO’nun iiyesi olmayan gelismekte
olan titkelere de TRIPS ¢er¢evesinde hizmet verecektir. WI'O%ya iiye iilke sayist cok
fazla oldugu igin, WI'O ve dolayli olarak TRIPS, neredeyse tium diinya tilkeleri
tarafindan benimsenmistir. WTO gorils bitlifi cercevesinde, WTO'ya iiye dlkelerde
bitki ve hayvanlarn patendenebilmesi pek cok tartigmalart ve toplantdarn da
glindeme getirmigtir,

Tirkiye’de transgenik gesitletle ilgili tescil diizenlemeleri kesin seklini almak
Uzeredir. Baglangita 29.09.1997 tarihli tescil yonetmelifine bazt maddelerin monte
edilmesiyle diizenleme yapimasi disiiniilmiisse de mevzuat agisindan ayrt bir
yonetmelik hazirlanmasinda yarar gbrilmistir. Bu haziliklarda konu ile ilgili
dinyadaki son gelisgmeler gbz oniinde bulundurulmugtur. Transgenik cesitlerin
uretim, pazatlama ve tiketimine yonelik yonetmelifinin de yakin bir gelecekte
tamarnlanacads beklenmektedir.

d) CPVO

Avrupa toplulugu biinyesindeki cesit gelistiren kisi ve karuluslarin 1slahet haklarinin
korunmasint dstlenen bu kurulus (Community Plant Variety Office - Topluluk
Islahgt Haklart Ofisi), 1996 yilinda kurulmustur. Angers (Fransa) merkezli bu orgiit
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teknik, mali, idart ve hukuk birimleri ile hizmet vermekeedir. Avrupa Bitligi (AB)
tiyest olmayan fakat UPOV liyesi clan llkelerin de {yelik talebinde bulunabilecegi
bu Srgiit Gyvelerinin korunmasing istediklen: cesitlerin FYD  (Farkl, Yeknesak,
Durulmusg; DUS: distnctness, uniformity, stability) ozellikler: ile ise baglamakradir.
25 yilbk bir koruma stresi (bag, patates ve agagst tiiclerde 30 wil) ile yola ¢ikan ofis
iki  aylls  peryotlarla  biltenler cikararak  olaylarin  seffafligini  sajlamayva
cabsmaktadir,

IKorunmast istenen gesidin “yens” olma kogulu CPVO’nun bir diger ilkesidir.
Yenilik kavrari ise “AB iginde cgegidin bir yildan daha eski bir tarihte
pazarlanmarnasy, bielik digr tilkelerde ise cegidin ddrt yildan daha eski bir siirede
pazarlanmatmnus olmasidiy URL: hetp:/ /www.cpvo. fr.

27.5, Teknoloji Koruma Sistemi (TKS) veya Terminatdr Teknolojisi

‘Teknoloji Koruma Sistemi (TIKS), genetik olarak degistirilmis bitkilerden ertesi yilin
ekimi i¢in tohum almayt imkansiz kimaya yénelik olap, transgenik bitkilerin
patentini koruma gabalannin sonucunda ortaya ¢thmiftir (teknik yonden daha fazla
bilgi icin, bkz. Bohim 26). Karst goriiste olanlann “terminatdr (yok edici)”

teknolojisi olarak tanmmladiklars bu sistem Delta&Pine ve Amerika Tarunsal

Arastirma Kuraluse vzmanlanioun ortak arastirmalars sonucu olarak ortaya cikmis
ve patent bagvuru saysinda bir anda patlama olmugtur. Terminatér teknolojisi
genelde biitin dinyada biiyik tepkiyle karstlanmugtr. Ulkemizde heniiz higbir yazis
belgede yer almayan bu teknolojinin ortaya ¢ikisinda baslica tki neden yatmaktadu:

1. Kendine dollenen bitkilerde yitksek maliyetletle gelistirilen tohumlugun her yil
yeniden satgmnt saflamak amacyla ¢ificinin yetigtiedigi tohumun  tekrar
kullanimint engellemel,

2. Gen kirlenmesini dnlenmek yani biyo-giivenlidi saglamaktir.

Biyoteknolojik yéntemlerle genetik yapis: defistirilmis cesitlerin gelistirilmesi ve
lretirn alanlarinda yerini almas: yillar siren milyonlarca dolarhk arastirma yatirsmi
gerektirmektediv, Firmalann ¢aligmalatina devam  etmeleri icin, bu gesitlerden
yeterince yarar saglayabilmeleri gerekir. Bu da, tohumbuk sauglarinun devamliliinin
saglanmassyla mumkin olabili. Bunun icin  firmalazin  arzusu  terminatdr
teknolojisinin kullantlmast dogrultusundadir.

Tetminator teknolojisinin  baglangictaki  hedefi kendine déllenen transgenik
bitkilerdi. Fakat apomuksi sayesinde allogamlarda Fi clde etme masraflarinin
minimurea indirihmesi saglandiktan sonra, terminatdr teknolojisi allogamlar’da da
kullanilabilir hale gelmigtir. Apomikuk mssie (Tripsaam dactyloidesden aktarlan bir
genle elde edilmigtir), Amerika ve CIMMYT’de patent almsgur. Ingiltere ve
Fransa’da bu yonde baska bitkilere de patent verilmistic. Bu durumda tiim
transgentk tim bitkilerde terminatér teknolojisi kullaniminmn giindeme gelmesi
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beklenmelidir. Boyle olunca da s6z konusu teknoloji 2010%arda yilda 30 milyar
dolata ulagmast beklenen tohumluk piyasasindan payins alacaku.

Terminatdt teknolojisi ile ilgili patentler UPOV’a iye iilkelerde gecerli olabilecekrir.
Ayrica bu teknolojinin; FAO™mun Gida ve Tarun igin Genetik Kaynaklar
Komisyonu (CGRFA), Uluslararass Tarimsal Arastirmalar Danisma  Kurulu
(CGIAR), Birlegmis Milletler Bilim ve Teknoloji Komisyonu (UNCSTD), Biyolojik
Cesitlilik Anlagma Orgiitii (CBD) gibi uluslararass kurum ve kuruluslarca kabul
gormesi durumunda tim Diinya Ticarer Orgiitih Gyesi tlkelerde gegerli olmas
beklenmektedir

27.6. Biyo-giivenlik Protokolii

Tarimsal biyoteknolojide; “cevresel degerlendirme”, “gen kacmast”, “etiketleme”
gibi one ¢tkan birgok konunun ulusal ve uluslararast yasal dizenlemesi 64 tlke
tarafindan imzalanan “Biyo-gitvenlik Protokolii” ile bir temele oturtulmustur. Bu
protokol 1990 yillann  baglarinda  devreye  giren “Biyolojik  Cesitlilik
Sozlegmesi”nin bir asamast olup; UPOV, TRIPS, WIPO ve UNEP (United Nation
Environmental Program: Birlesmis Milletler Cevre Programi) sozlesmeleri gibi
WTOnun amaglannin gergeklestirilmesine yonelik olarak olusturulmus uluslararast
anlagmalardan biridir. WTO, dinya ticaretinin serbestlestiriimesi ve fikri eser
haklars konulasinda, tim diinya tilkelexinin katihmint saglamaya yonelik calismalar
viriitmektedir. Biyolojik Cesitlilik Sézlesmest ise, biyolojik cesitliligin korunmasinin
yant sgra, tapmsal irin dolagiini ditzenleyen mevzuat yiritme gérevini de
tslenmistir. WT'O, herhangi bir triniin ithalinin yasaklanabilmesi icin, o iiriinle
gili bilimse! olarak kabullenilebilir bir olumsuzlugun saptanmast gerekir
gorigindedir. Bu yaklagimda, 6zellikle (tarimsal diretimi biyoteknoloji ve sair
girdilerle adeta fabrikasyon fretime kavusturan) Miami gurubu tlkelerin (genetik
olarak degistirilmis ¢esitlerin Gretimini yapan ABD, Kanada, Avustralya, Arjantn, $Sili ve
Uruguay) gorligt hakimdir. Bu grup, tarimsal Grin ihracatndaki engellerin, Biyo-
guvenlik (Cartegena) Protokolityle agilabilecegi beklentisindedir. Montreal’de, karsi
gorislerin - tartisildigt bir toplantiyla protokol son  seklini almugtur. Ancak,
protokoldeki detay maddelere ragmen, taraflann tim endiselerinin giderildigi
séylenemez. Ozellikle transgenik cesitlerle ilgili ticarete, saglikli bir ¢zim
getirilmemigtir. Transgenik cesitler diye tanumlanan tarimsal iriinlerin vlusiararast
ticaretinde, biyolojik ¢esitlilik ve insan saglgina olas: olumsuz etkileri devreden
¢kartacak mevzuatt igeren “biyo-giivenlik protokold” Tirkiye tarafindan da
imzalanmigtir,

27.7. Etiketleme

Mayis 2000°de Nairob'de 64 {ilke tarafindan imzalanan biyo-giivenlik anlasmasinin
maddelerinden birini olusturan “ctiketleme”, biyoteknolojide ahlakin en éne ikt
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bir yonidir. Etiketlemeye, Avrupa’nin biyoteknoloji Grtnlerine hayit divemeyecedi
bir foumil olarak bakilabilirse de tiketicinin ne yedigini bilmesi de en dogal
hakkidir. Bu goris yillarca bilingsiz bir sekilde transgenik Grin tiketen ABD ve
Kasada'da oldukga yeni bir harcketin baslamasina neden olmugtur. Bu yonde
uluslararasi Srglt calismalart, sorunlart evrensel olarak ele almakta ve ¢ézim
tiretmektedir. Nitekim FAO ve WHO érgiitlerinin ortak komisyonu olan Codex
Alimententarius’un  etiketlerne ile dgili teknik islevi biyo-gtvenlik sozlesmesi
cergevesinde ele ainmaktadir.

27.8. Refiij

Genetik olarak defistirilmis cesitlerin tretimde verini almasiyla dogal dengede bazi
degisiklikler olabilir. Ornegin, biceklere dayaniklt transgenik cesitlerin ciftciye
ulagsmiyia, sap kurduna dayamkls misic veya pembe kurda dayanikh transgenik
pamuk esitlerinin ekildigi tarlalarda bu kelebeklerin yasam sanst kendilifinden
sintrlanacakur. Iste bu sakincayt ortadan kaldirmak, bu tir degisiklikleri en aza
inditgemek i¢in bazi diizenlemeler gerekir. Yonetmaenlikier cercevesinde ele alman
bu dizenlemelerde, yukaridaki ornek i¢in adeta “kelebeklere ayrdrmig” bir alan
belirlenic. ABID’de bu alanm; ilaglaniyor olmast durumunda, transgenik ekim’
alamnin - %2071, ilaglanmiyor olmast durumunda ise %51 kadar olmast
Sngdrilmistir. Ancak bazt gevrect orgiitlerin, bu alanlarin daha da genigletilmesi
dogrultusunda baskilart vardir. Bu olay biyoteknoloji kallanimindz cevreye sayginin
ve biyoteknolojide ahlakin carprer bir Sroegidir.

27.9. Biyo-korsanhk

Tescil ve sizhgt hakks ile ilgih sslemlert tamamlanmig veya tamamlanmamig bitki
gogaltim materyalin; materyale tarth boyu sahip ¢kmug, hatta o ¢ofaltum
materyalinin gelistirilmesine katkida bulunmug bir tlkenin veya toplumun izni
olmadan, ticari amagla kendi lzerine tescil ettitmek, patentlemek ahlaki bir
konudur. Binlerce yildir Hindistan ve Pakistan’da populasyon olarak kabul edilen
“BASMATI” geltigine “TEXMATI” ad: alunda patent alan bir Texas firmasinin
patenti igte bu nedenle iptal edilmistir. Bu ve benzeri uyguiamalatin sayist hig de az
degildir. Bir Meksika fasulye cesidine ABD’de patent alinma agamasina gelinmesi,
Hindistan’daki Nohut Gen Kaynaklari Merkezinden saglanan  materyalin
Avustralya’da patentlendigi duyumlart bu konudaki difer bazi 6rneklerdir. Ayrica,
Arjantin’den Brezilya’ya kacirlan ve 800.000 ha alanda ekilen transgenik soya
tohumiugu uluslararast sorunlara neden olmustur. Zengin bitki genetik kdynaklar:
materyaline sahip Tarkiye’nin benzer olaylarla kargtfagmamast icin, Bitki Genetik
Kaynaklart varh@inin bit an 6nce tanimlanmasi (karakterizasyon) tamamlayarak
en azindan tescile gbtirmesinde yarar vardir,
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Biyoteknolojinin Ablaki ve Hukuki Yonleri

Biyoteknoloji firmalan biyo-korsanligin, biyoteknolojide ¢ok daha yogun olarak
kullantlacady  endisesini  tagimaktad:r,  ABIDYde, tohumlufun  ertesi  sene
kullanlmamast icin giftcilerle sozlesmeler yapildigs bir gercektir.

27.10. Sonug

Bitkisel biyoteknolojide; hayvan ve insan biyoteknolojisi kadar ahlaki derinlik
olmamasina ragmen, dzellikle belith inanclara yonelik uygulamalar (6tnefin, bir
domuz geninin  bitkiye aktardmast  durumunda bu transgenik  dGrdnin
misslimanlarca yenmesi} etiketleme yoluyla dnlenebiimektedir.

"Patent veya tescille ilgili ticari sorunlar, y“asx_a ve yonetmeltlderin  hizla
gincellestiriimesi ile kolayca agtlabilecek niteliktedir. Ancak, igin ahlaki boyutu ign
ayni geyler kolayca soylenemez. Serbest rekabet ortarunda hizmet vermek
durumunda olan bir tohum firmasinin sattift tohumlugun, gelecek yillarda bir baska
firma tarafindan bagka bir isimle piyasaya cikarilmast durumunda olay ticari
olmanm otesinde ahlaki boyut kazanmaktadie. Topluma hizmet i¢in yapilan
arastirmalarin ve bunlarin  ticart uzantdarmin ancak glvendir bir ortamda

gelisebilecedi bir gergektir.

Biyoteknolojt ile birlikte gelen zorunle bazi kurallara uymal gerekiiligi transgenik
cesit tarimyt yapanlarca mutlak gz ontinde bulundurulmalidie. Gen kagmas: ile ilgilt
biyo-giivenlik uygulamalar, zararllarla gl (remenin  devamum  saflayacak
transgenik olmayan ekimlerin (refuf) beliflenen yonetmeliklere uygun olarak
yapilmasi gibi,

Transgenikletle ilgili uygulamalardan dofacak zaratlarin karsilanmasinda, ilgili
koruluglanin - tazminatta ne oranda ve nasil devreye girecekler: de yine
yonetmeliklerle belitlenmelidit.

Hizl: bir baslangicla topluma mal olan bitkisel bivoteknolojinin teknik ve biyolojik
sorunlanam tiimiiyle bir anda ¢dzim bulmas: miimkin degiidir. Gida iretiminde
bir ara¢ olan biyoteknolojinin; basindan sonuna, arastirsasindan Ureticisine kadar,
yeniligin neden oldugu bir seri oturmamishgm kétiye kullanm olasihigt vardir. Iste
biyoteknoloji ahlaki, bu gibi bostuklazin kétiiye kullanirminmn engellenmesi seklinde
Ozetlenebilir,
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