BITKi ISLAHINA MOLEKULER YAKLASIM
Kavram ve Kapsam

Watson ve Crick'in 1953 yilinda DNA'nin yapisini agiklamasiyla baslayan molekuler biyoloji
calismalari, ozellikle 1990 yilindan sonra buyuk gelismeler gostermis ve transgenik bitkilerin
uretiimeye basladigi 1996 yilindan sonra ise ticari bir boyut kazanmigtir.

GUnumuzde ulasilan tarimsal verim artisi, modem islah yontemlerinin uygun yetigtirme
teknikleri ile birlikte kullaniimasi ile saglanmistir. Bugline kadar uygulanan islah
programlarinda daha ¢ok urun kalitesi ve miktarinin artirilmasina caligiimig, kultur bitkilerine
hastalik ve zararlilara kargi dayaniklilik kazandirilmasi ikinci planda kalmigtir. Tarimsal Uretimi
olumsuz olarak etkileyen en onemli faktorlerden olan hastalik ve zararlilar nedeniyle ortaya
cikan uarun kayiplari yuksek maliyetli kimyasal ilaclarla onlenmeye calisiimig, ancak kullanilan
kimyasal maddelerin kalintilari gerek Urinde, gerekse toprakta uzun sure ayrismadan
kalabildiginden; insan, hayvan ve ¢evre saglgini dnemli dlglude tehdit etmeye baslamistir.

Klasik bitki 1slahinin olumsuz olan bir diger yonu de, genetik c¢esitlilikle sinirli kalinmasi ve
oldukga zaman alici bir ugras olmasidir. Gunumuzde, 6zellikle insan beslenmesinde 6nemli
yeri olan durunlerde, bu genetik cesitliligin sinirlarina yaklasilmistir.  Klasik bitki 1slahi
yontemlerinden beklenen basari, Uzerinde calisilan populasyondaki genetik ¢esitlilik ile dogru
orantili oldugundan, populasyonda var olan cesitliligin daha da artirilmasi gerekmektedir.
Melezleme ile aktarilan genin Ozelliklerinin bitkilerde fenotipik olarak gozlenebilmesi igin,
Mendel Acilmalar’nin belirledigi cok sayida bitkiden olusan melez populasyona gereksinim
vardir. Uyumlu turler arasinda klasik yontemlerle yapilan melezlemelerle yeterli varyasyon
saglanabilmektedir.



Ancak, yabani turlerle yapilan melezlemelerde, yeterli varyasyon igin genis bir
populasyona gereksinim duyulmaktadir. Boyle bir populasyondan ise, kisirlik ve
bozulan oOzelliklerin duzeltiimesi icin, uzun yillar suren geri melezlemeler sonunda
yeni bir gesit gelistirilebilmektedir. Aralarinda melezleme yapilabilen turlerin azhg,
melezlemelerde istenen Ozelliklerle birlikte istenmeyenlerin de dollere gecisinin
engellenememesi, istenmeyen Ozelliklerin geri melezleme yoluyla gideriimesinin gok
uzun zaman almasi gibi bazi sorunlar klasik bitki 1slahinin 6nemli olumsuzluklarini
olusturmaktadir.

GuUnumuzde verim artigi saglamak igin klasik bitki 1slahi programlarini tamamlayan
ve destekleyen yeni molekuler ve biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi alternatif
olarak ortaya cikmigtir. Bu yontemlerin kullanilmasiyla izole edilmis bir genin
dogrudan aktarilmasi s6z konusu oldugundan, oncelikle farkl tlrler ve cinsler arasi
gen aktariminda melezleme zorunlulugu ortadan kaldirilmakta; klasik islahta yabani
gen kaynaklarindan yararlanmada en onemli engel olan dogal izolasyon, bir baska

deyisle, kisirlik ve uyusmazlik sorunu da ¢ozulmektedir.



Modern biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasiyla, klasik i1slahta farkli cinsler arasi
gen aktariminda ikinci bliylk engel olan, baglilik (linkage) nedeniyle istenen genlerle
birlikte istenmeyen genlerin de melezlere gecmesi sorun olmaktan ¢cikmaktadir. Klasik
bitki 1slahinin temelini olusturan varyasyon ve seleksiyon, yeni teknolojide karsimiza
transformasyon ve in vitro seleksiyon olarak ¢ikmaktadir. In vitro seleksiyonlar, tim
bitki yerine hiicre se¢cimine olanak saglamakta; bu ise tarlada binlerce bitki yerine,
petri kutularinda hiicre diizeyinde calismak anlamina gelmektedir. In vitro kosullarda
seleksiyonun herhangi bir zamanda vyapilabilmesi nedeniyle, bitkinin gelisme
donemlerine bagh kalinmamasi da dnemli bir olanak saglamaktadir (Simmonds, 1983;
Philips ve Eberhart, 1993). Bu nedenlerle, gelecekte vyeni bitki cesitlerinin
gelistirilmesinde  biyoteknolojik yontemlerden o6nemli olcide vyararlaniimasi
beklenmektedir.

Biyoteknoloji; "6zel bir kullanima yonelik olarak trtin ya da islemleri dontstirmek ya
da olusturmak icin biyolojik sistem ve canli organizmalar ile bunlarin tirevlerini

kullanan teknolojik uygulamalar" olarak tanimlanmaktadir.



Hizlandirilmig Partikullerle (Partikul Bombardimani, Biyolistik) Gen Aktarimi:
Bu yontemle bitkinin tum doku ve huicrelerine gen aktarilabilir. Hizlandinimis partikallerden yararlanarak tek

cenekli bitkilere kolaylikla gen aktarilabildigi gibi, Agrobacterium ya da diger yontemlerle gen aktariminin ¢ok
zor oldugu bitkilere de uygulanabilmektedir. Son yillardaki gelismeler, hemen hemen tUm doku ve hucre
tiplerine biyolistik yontemlerle gen aktariminin mimkun olabilecegini gostermektedir. Nitekim, soya (McCabe
ve ark., 1988), pamuk (Finer ve ark., 1990) ve orman agaclan (Ellis ve ark., 1993) gibi birbirinden ¢ok farkli bir
cok bitkiye bu teknigin uygulanmasinin yaninda; Yaldez ve ark. (1998) celtik, Gordon-Kamm ve ark. (1990)
misir, Torbert ve ark. (1998) ise yulaf gibi ekonomik dnemi yuksek olan ve bakteri aracihigi gen aktarilamayan
monokotiledon bitkilere de basariyla gen aktararak transgenik bitkiler elde etmiglerdir. Bugdayda ise
calismalar Ozellikle son yillarda onemli gelismeler gostermis ve bu ydntemle aktariimis genleri tasiyan
transgenik bitkiler Uretim asamasina gelmigstir (Vasil ve ark., 1993; Nehra ve ark., 1994; Bommineni ve ark.
1997; Takumi ve Shimada, 1997).

Bombardiman, dogrudan eksplantlara yapilabildigi gibi, kalluslar ya da kallus stispensiyon kulturleri de hedef
olarak kullanilabilmektedir. Monokotiledonlarda eksplant olarak genellikle olgunlasmamis embriyo, yaprak ve
cicekler; apikal meristem, olgunlasmis embriyo ve tohum kullaniimaktadir(Klein ve ark., 1990). Bugdayda ise
genellikle kallus olusumunda ve bitki rejenerasyonunda ¢ok basarili olan olgunlasmamis embriyolar (Vasil ve
ark., 1993; Nehra ve ark., 1994; Becker ve ark., 1994) ile yine bu embriyolardan elde edilmis kalluslar (Perl ve
ark., 1992) hedef olarak kullaniimaktadir.



Parcacilarin hizlandirilmasinda dnceleri barut ya da yuksek elektrik akimi kullanilirken, son
yillarda sikistirllmis helyum gazindan vyararlanilmaktadir. Parcacik hizinin, strtinme
nedeniyle azalmasinin 6nlenmesi icin, islem vakum altinda yapilmaktadir. Bu yontemin
temel amaci; DNA tasiyan 1-2u capindaki altin ya da tungsten parcaciklarina, basing
altindaki helyum gazindan vyararlanilarak, yiksek hiz kazandirip, bitki hicrelerine
girmelerinin saglanmasidir. Parcaciklarla birlikte hiicre icerisine giren DNA’lar bitki
genomuyla birlesmektedir (Klein ve ark., 1987; McCabe ve ark., 1988).

Bu sistemin temel 6gelerini, Gzerine DNA baglanan altin ya da tungsten parcaciklari (mikro-
tasiyicilar); on yuzinde DNA kaplanmis mikroprojektilleri tasiyabilen, arka ylizi barut
patlamasi ya da sikistirilmis gaz sokuna dayanabilen plastik yapisinda maddeler (makro-
tastyicilar); makro-tasiyicilarin yerlestirildigi delikli metaller (makro- tasiyici tutuculari);
diizglin yayllmay! saglayan ince delikli metaller (koruyucu perde) ve belli basinglarda
patlamayi saglayan, degisik kalinliklarda hazirlanmis plastik benzeri maddeler (kirilici diskler)
olusturmaktadir. Bu yontemde eksplant olarak yaprak, embriyo, sirglin ucu gibi organlar,

kiltire alinmis hicreler, polen ve mikrosporlar kullaniimaktadir (Klein ve ark., 1990).
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CIHAZIN KALIBRASYONU

CIHAZIN YAPISI GUC KAYNAGI
*masa tipi *harutlu sistem
* el tipi *elektrikli sistem
*He gazl1 sistem
KIRILICI DISK HIZ BELIRLEYICIi
OLCULERI ETMENLER
*450 - 2.200 *gaz basinci
pSI *eksplant uzakligi

*vakum



MIKROTASIYICI TiPi MIKROTASIYICI-DNA
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HUCRE BUYUKLUGU PARTIKUL TOKSISITESI

VEKTORUN YAPISI
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gen tasarimi
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HUCRE YASI ve FIZYOLOJISI HUCRE YOGUNLUGU
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CIHAZIN HAZIRLANMASI ve ATISIN YAPILMASI
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MAKROPROJEKTILLERIN HAZIRLANMASI
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MAKROPROJEKITLERIN HAZIRLANMASI

Kirihic: disk steril pens ile izopropanol iceren petriden alinarak
kagit havlu tizerinde yavasca kurulanip koruma kabina
yerlestirilerek ozel aleti ile sabitlenir
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Mikroprojektil / DNA suspansiyonundan mikropipet ile belirli
miktarda alinir ve makroprojektilin ortasina dagitilir

Petri kutusu icerisindeki makroprojektiler birka¢ dakika
vakum altinda tutularak daha hizhh kurumalari saglanir



CIHAZIN HAZIRLANMASI VE ATISIN YAPILMASI
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ATIS MESAFESI : 6 cm
BASINC : 35 bar

VAKUM : 650 mm Hg
PARTIKUL TiPI :altin
PARTIKUL CAPI: 1micron

EKSPLANT:olgunlasmami
nohut embriyosu



ATIS MESAFESI : 8 cm
BASINC : 22 bar
VAKUM : 600 mm Hg
PARTIKUL TiPI:tungsten

PARTIKUL CAPI:3-5
micron

EKSPLANT :invitro
ortamda yetistirilmis tiitiin



650 - 900 - 1100 psi
basinclar
ve
6 -9 cm mesafeden
uygulanan atiglar arasinda
onemli bir fark saptanmamis
ve bu araliklar calisma konusu
icin uygun bulunmustur
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http://www.plantmethods.com/content/3/1/1/figure/F5?highres=y

