GEN TRANSFERI

Belirli bir 6zelligi tanimlayan dogal ya da sentetik yapidaki niikleik asit dizilerinin (genlerin) bir
bitkinin genomuna genetik miihendisligi teknikleri ile aktarilmasidir.

Gen transferi i¢in ilk asama genlerin izolasyonu ve manipulasyonudur.

Gen transferinde genel olarak cDNA (komplementar DNA) aktarilacak gen olarak kullanilmaktadir.
cDNA, mRNA’dan elde edilmektedir. Bunlarin intronlar1 bulunmadigi i¢in yapilar: genin tamamina
gore daha kiigiiktiir. Boylece daha kolay manipule edilebilmektedirler.

Hedef geni tagiyan DNA pargasinin bir vektor DNAya eklenerek rekombinant DNA’larin
olusturulmasi, klonlama ile bunlarin ¢cogaltilmas1 ve saflastirilmasi gerekmektedir. Genin
klonlamasinda kullanilan arac1 molekiillere vektor adi verilmektedir.

Vektorler konuk¢u organizmanin igerisinde ondan bagimsiz olarak ¢ogalabilmektedir. Plazmitler
(bakteri hiicresinde bakteri DNA’sindan bagimsiz olarak bulunan dairesel DNA molekiilleri) ve
bakteriyofajlar (bakteriyi enfekte eden viriisler) en bilinen vektorlerdir.

Arzu Edilen Geni Tasiyan Rekombinant DNA’nin Bitkilere Aktarilmasi

Bitkilere gen aktarim yontemleri:

1- Agrobacterium bakterisinin araciligi ile

2- Virislerin araciligi ile

3- Direkt olarak elektroporasyon, mikro enjeksiyon, biolistik (partikiil bombardimani) ve kimyasal
uygulamalar (PEG) ile gen aktarima.

Agrobacterium Bakterisinin Araciligi ile Gen Transferi

Agrobacterium tumefaciens, toprakta dogal olarak yasayan, gram negatif, spor olusturmayan,
hareketli, ¢ubuk sekilli (basil) bir bakteri olup yaralanmis dokulardan organizmaya girerek timor
benzeri dokular olusturmaktadir.

Bu bakteri meyve agaglari, asma, otsu ve odunsu siis bitkileri ve sebzelerin dahil oldugu bir ¢cok
dikotiledon bitkide ta¢ timorlerine neden olmaktadir.

Agrobacterium.tumefaciens’in tag tiimor olusturmasinin nedeni sahip oldugu tiimor indiiksiyon
plasmidinin (Ti plasmidi) T-DNA boélgesini bitki genomuna entegre etmesidir. Ti plasmidi dairesel
bir DNA molekiiliidiir.

Ti plasmid farkli bolgelerden olusmaktadir. Bunlar:

1- Vir bolgesi: T-DNA aktarimi i¢in gerekli olan bolge.

2- Ori bolgesi: Replikasyon orijin noktast.

3- Opin bolgesi: Bakteri tarafindan karbon ve azot kaynagi olarak kullanilan opinlerin (octopin ve
nopalinin) par¢alanmasindan sorumlu gen bolgesi.

4- T-DNA bolgesi: Tiimdr olusumu, opin sentezi ve farklilagsmanin engellenmesi olaylarindan
sorumlu olan 24 bp’lik sag ve sol sonlanma bolgeleriyle sinirlandirilmis DNAnin yer aldig: bolge.
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T-DNA’nin bir bitki hiicresine aktarim1 4 asamada gerceklesir:

1- Agrobacterium’un bitki hiicresine tutunmasi ve koloni olusturmast,
2- Virulens genlerin uyarilmasi,

3- T-DNA transferi,

4- T-DNA’nin bitki genomuna entegrasyonu

Bitki hilcresi
L

Agrobacterium

T-DNA aktariminda gerekli olan unsurlar:
1) T-DNA bolgesi
2) Vir genleri
3) Kromozomal genler

Rekombinant Ti plasmidin bitkiye aktarilmasinda esas alinan dokular:
1- Yaprak diskleri (parcalar)

2- Meristemler

3- Protoplastlar

4- Somatik embriyolar
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Partikiil Bombardimani (Biyolistik Mikro Mermi Tabancasi ile) Gen Transferi

Biyolistik, biyolojik ve balistik kelimelerinin kisaltilmasindan elde edilmistir. Bu yontemde, DNA
ile kapli hizlandirilmis mikro tastyicilarla (mermilerle) gen aktarimi yapilmaktadir.
Yontemin basarisim etkileyen faktorler:
1- Partikiil hizlandirmada kullanilan helyum gazinin basinct,
2- Mikro tasiyicinin (merminin) boyutu, tipi ve sayist,
3- Makro tasiyici (kovan) ile hedef doku arasindaki uzaklik,
4- DNA’nin mikro tasiyict 8mermi) partikiillere yapigmasi i¢in kullanilan spermidin ve CaCl2’iin
konsantrasyonu
Mikro mermiler, altin ya da tungsten partikiilleridir. Tungstenin ortalama ¢ap1 0.5-2.0 um’dir.
Ancak diizensiz sekilleri, bazi hiicre tipleri i¢in toksik etkileri, DNA ¢okelmesine neden olabilen
yiizey oksidasyonu nedeniyle tercih edilmezler. Bunun yerine 1-3 um ¢apta, diizenli sekillere sahip
altin partikiilleri kullanilmasi tercih edilebilmektedir.
Biolistik Yontemin ozellikleri:

- Kullanim kolayligs,

- Her ateslemede mikro tastyicilarin birden fazla hiicreye ulagabilmesi,

- Dokulara zarar verebilmesi,

- Mikro tastyicilara bagli genlerin biyolojik aktivitelerinin bozulmamasi,

- Bir ¢ok doku, hiicre ve canli tliriine uygulanabilmesi,

- Kullanilan malzemelerin bazi modellerde pahali olmasi

- Basarili yontemin belirlenmesi i¢in denemelerin gerekli olmasi



1.Atesleme mili

2.Barut atesleyicisi

3. Mikro tastyicilari (tungsten veya altin) tasiyan makro tastyici (plastik kovan)
4. Hizlanma tiipti

5. Durdurucu tabaka rafi ve durdurucu tabaka

6. Makro tasiyiciy1 (kovan) tutmus haldeki durdurucu tabaka

7. Ateslenmis mikro tasiyicilar
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Elektroporasyon Yontemiyle Gen Aktarim

Elektroporasyon, hiicrelere veya dokulara kisa zamanli cok kuvvetli elektrik akim1 uygulayarak,
hiicre zarinda nanometre boyutunda gecici porlar olusturulmasi islemidir.

Boylece hiicre zar1 DNA, enzim ve diger makromolekiillerin geg¢isine izin vermektedir.

Bu yontemde hedef hiicreler ve bu hiicrelere sokulacak

molekiiller solusyonda siispansiyon halinde bulunmaktadir.

Yontemin Ozellikleri:

Hizli bir yontemdir,

Genis bir kullanim alan1 bulunmaktadir. Tam hiicrelerde etkilidir,

Hiicrelerin ¢ogu hedef DNA molekiiliinii i¢ine almaktadir,

Gerekli olan DNA miktar1 diger yontemlerden daha diisiiktiir,

Toksik etkiye sahip degildir.

Bunula birlikte akimlar yanlis uzunlukta ve siddette uygulanirsa bazi porlar cok
biiytiyebilmekte ve hiicre zarar gorebilmektedir,

Iyon dengesizlikleri ortaya ¢ikabilmekte ve bu durum hiicre fonksiyonunda bozukluklara ve
hiicre 6liimlerine neden olabilmektedir.



