BITKILERE GEN AKTARMA

Bitkilere, modern tekniklerden vyararlanilarak, yeni oOzellikler kazandirmak
amaciyla yapilan genetik materyal aktarmalarinda bakteriler, fajlar, enzimler ve
plazmidlerden yararlaniimaktadir. Bir canliya istenilen bir ozelligin aktariimasi
icin oncelikle o 0zelligi yoneten gen ya da genlerin izole edilerek saf olarak elde
edilmesi gerekmektedir. Bir genin saf olarak elde edilebilmesi i¢in de nukleotid
sirasinin ya da gen urunundn bilinmesi zorunludur.

Bitkilerde kromozom izolasyonunda degisik yontemler uygulanmaktadir
(Malmberg ve Griesbach, 1983). Kromozomlar bitkilerin ¢esitli dokularindan elde
edilebilmektedir. Bu konuda genellikle kok uclarindan, hicre kultlrlerinden ve
meyotik  bolunme  sirasindaki  hucrelerden  alinan  protoplastlardan
yararlaniimakta ve kromozom izolasyonu calismalari yapilmaktadir. Bu konuda

tatun, patates, sogan, bezelye ve zambaklar basta gelmektedir.



BITKILERE GEN AKTARMA

Kalitim materyalinin bilingli olarak birlestiriimesi ilk kez 1972 yilinda Jackson ve
arkadaslar tarafindan hayvansal bir viris ile faj kromozomlari arasinda
gerceklestirilmistir. Arastiricilar, SV40 virusu olan Lambda fajini birlestirmek igin
once Endonuklaez-RI enzimiyle her iki DNA'yi duz hale getirmisler, ¢ift sarmali
endonukleaz enzimi ile 5 karbon ucundan keserek tek eksen olusturmuslardir.
Daha sonra, terminal transferaz enzimiyle cift sarmalin 3 karbon ucuna viruste
adenin iceren, faj da ise timin igeren 50-100 nukleotid baglanmigtir. Bu iki materyal
karistirilarak adenin ve timin uglari gecici olarak birlestirilmis, Endonukleaz-Ill ile
DNA baglantilarindaki kl¢uk hatalar giderilerek devamlilik saglanmistir.

Buna benzer uygulamalar ile farkli organizmalardan gelen iki DNA molekilunu
birlestirme olanagi vardir. Bu igslemlerde enzimlerin 6nemi oldukgca buyuktur ve
farkli tarlerin DNAlan ayni enzimle kesildigi strece birbirleriyle baglanabilmektedir.
DNA'yi belirli ve fakat farkli bicimde kesen birgok yeni endonukleaz enzimi

belirlenmigtir.



Bitkilere genetik muhendisligi teknikleri ile gen aktarma
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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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El tip1 partikiil bombardimani cihazi
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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
ve CAPI ILISKILERI

tungsten *Mikrotasiyicilarin yikanmasi
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HUCRE BUYUKLUGU PARTIKUL TOKSISITESI

VEKTORUN YAPISI

*1ssaret/raportor
gen tasarimi

OZMATIK
BASINC

*vektoriin yapisi

HUCRE YASI ve FIZYOLOJISI HUCRE YOGUNLUGU



Partikiil Bombardimanm Yonteminin
Uygulanisi

MIKROPROJEKTILERIN HAZIRLANMASI
MIKROPROJEKTILERIN DNA ILE KAPLANMASI

MAKROPROJEKTILLERIN HAZIRLANMASI

CIHAZIN HAZIRLANMASI ve ATISIN YAPILMASI

GEN GECISLERININ BELILENMESI



MAKROPROJEKTILLERIN HAZIRLANMASI

2 CAM PETRI

MAKROPROJEKTIL  KIRILICI DISK
KIRILICI DiSK

KORUYUCU ELEK



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

OLGUN ARPA
EMBRIYOLARINA GUS
MARKOR GENI AKTARMAK

ICIN UYGUN BASINC VE
MESAFENIN ARASTIRILDIGI
CALISMA SONUCLAR]
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http://www.plantmethods.com/content/3/1/1/figure/F5?highres=y

