KONU VI
BiTKi ISLAHINDA KULLANILAN BiYOTEKNOLOJiK YONTEMLER

Geleneksel 1slah yontemlerine son vyillarda ilave edilmis en 6nemli kaynak, biyoteknolojik
yontemlerdir. Bu teknoloji; doku, organ, izole edilmis hicreler, kalluslar, protoplastlar, embriyonik
dokular vb. yapilardan bitkilerin elde edilmesini saglayan bir teknolojidir. Bir kiltlr teknigine, bitki
cins, tlir ve gesitleri kendi aralarinda ve kendi iclerinde her zaman ayni yonde tepki vermezler. Bu
durum, bitki 1slah programlarinda rutin olarak kullanilabilecek tniform tekniklerinin gelistirilmesini
engellemektedir. Bir islah programinda bu tekniklerin kullanilabilmesi icin, i1slah¢inin ¢alisacagi 6zel
yontemlere ve ¢alisma ortamlarina ihtiyaci vardir.

Biyoteknolojik Calismalarin Tiirkiye’deki Seyri

Biyoteknolojik calismalarinin Tiirkiye’deki ge¢misi yaklasik 30-35 yillik bir gecmisi vardir.

Son vyillarda, doku kdltiiri galismalari, molekiler biyoloji ve molekiler genetik alaninda
gelistirilen teknikler ile batlnleserek sirdirilmektedir. Bu ¢alismalarin sonucu olarak basta virtissiiz
bitki elde etmek olmak Uzere stres kosullara dayanikhlik, daha yiiksek kalite Griin elde etmek gibi
cesitli amaclarla arastirmalar yapilmaktadir. Tirkiye’de, bircok Universitede, Tubitak arastirma
merkezinde ve Bir¢ok Arastirma Enstitlsliniin laboratuvarlarinda hiicre ve doku kiltird alaninda
calismalar yapilmaktadir.Ayrica, bircok Universite miifredat programina uygulamali hiicre ve doku
kiltir tekniklerini kapsayan biyoteknoloji dersleri koymustur. ilave olarak, hiicre ve doku kiiltar
alaninda calisacak elemanlari yetistirmek amaciyla farkh kuruluslar tarafindan, zaman zaman, kisa
sureli kurslar diizenlenmektedir.

Biyoteknolojik Calismalar igin Gerekli Sartlar
1) Sterilizasyonu mimkin oldugunca saglanabilen, bir laboratuar.
i) Kimyasal maddeler.
m) Cesitli cam malzemeler.
1v) Yikama Unitesi ve Kurutma firini.
v) Kimyasal maddeleri saklamak ve temiz kaplarin kirlenmesini 6nlemek icin kabin veya dolaplar.
vi) Steril calisma alani veya steril kabin Unitesi.
vi) Kullanilan ekipmanlari sterilize etmek igin otoklav, filtre sterilazyon Unitesi, mikrodalga firin.
vii) Isik, sicaklik ve rutubeti kontrol edilebilen kiltlir odasi, iklim dolabi veya inkubator.
ix) Elektrik, su, gaz ve calisma alanindaki hava ve basinci ayarlayacak servis elemanlari.
x) Saf su cihazi, PH metre, calkalayici gibi servis elemanlari.
Biyoteknolojik Calismalarda Basariyi Etkileyen Faktorler
1) Mineral tuzlar, hormonlar, enzimler ve vitaminler, karbon ve enerji kaynaklari ve diger organik
bilesiklerden olusan kultlr ortaminin besin kompozisyonu.
i) Kiltire ahnan bitki materyalinin kaynagi, fizyolojik olgunlugu (yasi) ve biylklGgia (hacimsel
kapasitesi).
) Besi ortaminin aydinlatiimasinda kullanilan isigin siresi, dalga boyu ve yogunlugu.
1v) Besi ortaminin bulundugu ortamin sicaklig.
v) Kiltiir ortaminin oksijen kapasitesi ve gaz dengesi
vi) Alt kiltirin niteligi (morfo-genetik potansiyelin kaybolma durumu ve kiiltiir ortamindaki
degiskenligin durumu)
vii) Besi ortamina alinan bitki genotipi (gesit)
vii) Besi ortamina alinan materyalin orijin aldigi verici bitkinin yetistirildigi mevsim.
Bitki Islahinda Kullanilan Biyoteknolojik Yontemler
1) Klonla Cogaltma
2) Meristem Kalttr
3) Genetik Materyal Muhafazasi
4) Embriyo Kiltur(
5) Haploid Bitki Elde Etme
5a) Anter ve Polen Kltir(
5b) Yumurta ve Yumurtalik Kaltara
5c) Kromozom Eliminasyonu (Bulbosum Teknigi)
6) Besi Ortaminda Tozlanma ve Déllenme



7) Somaklonal Varyasyon

8) Somatik Hiicre Melezlemesi ve Protoplast Kiltiiri

9) Gen Transferi

KLONAL COGALTMA

-Cesitli doku ve organlar sterilize edildikten sonra veya steril sartlarda yetistirilen bitkilerden bu
yapilar alinarak makro ve mikro besin elementleri, seker ve bitki diizenleyici maddeler (hormonlar)
ihtiva eden kultlir ortaminda kiltire alinirlar.

-Bu yapilardan saglkli bitkiler elde edilir.

-Yeni bir bitkinin ilk birimini olusturan bu farklilasmis yapilar, ihtiyaca bagh olarak, alt kiltirlere
aktarilarak tekrar gcogaltilabilirler.

-Her bitki tiirG icin uygun ¢cimlendirme saglayan besi ortami teorik olarak belirlenerek, giin uzunlugu,
Istk yogunlugu, sicakhk ve rutubet gibi cevresel faktorler, uygun bir gelismenin saglanmasi icin
ayarlanir.

-Sap ve kok olusumundan sonra birkag¢ yaprakl gelisme seviyesine ulasan bitkicikler gelismelerinin
tamamlanmasi icin saksi yada tarlaya transfer edilirler.

-Fideler direkt tarlaya transfer edilecekse, tarlaya transfer edilmeden 6nce 7-10 giin 6n yetistirmeye
ahinirlar ve daha sonra tarlaya transfer edilirler.

Klonal Cogaltma Yonteminin Kullanim Alanlari

a) Heterozigot bir genotipin, agilmadan Uretilmesi

b) Tohum ile ¢cogaltilma olanaginin bulunmadig bitkilerin cogaltiimasi

c) Kendine uyumsuz bitkilerin ¢cogaltiimasi

d) Erkek kisir bitkilerin ¢ogaltilmasi

e) Hastalik ihtiva etmeyen genetik materyallerden vejetatif olarak cogaltiimasi,

f) Genetik materyallerin korunmasi ve ulusal veya uluslararasi degisimlerinin saglanmasi,

g) Somaklonal orijinli bitkilerin agilmadan ¢ogaltiimasi.

MERISTEM KULTURU

-Bu teknik;Bitkilerin bliylime konileri veya blylme konisinin yaninda birka¢ yaprak primordiyasinin
steril kosullarda kiltire alinmasini kapsar. Vejetatif yolla ¢ogalan birgok bitki cinsi, potansiyel
verimlerini ve kalitelerini azaltan, sistematik virisleri biinyelerinde barindirirlar.

Viriislerin elemine edilmesinde kullanilan yontemler

1) Sicaklik uygulamasi

2) Meristem kltiri

3) Sicaklik uygulamasinin ardindan meristem kdltird

4) Kimyasal madde uygulamasi + meristem kultiri

5) Adventif sirglin olusumundan sonra meristem kultdri

6) Meristemlerin virlistiz anaglara aktariimasidir.

Bu yontemler icinde, en basit ve yaygin olarak kullanilan yéntem, sicakhk uygulanmasidir. Bu yéntem
kullanilarak, virlsler tamamen yok edilebildigi gibi pasif hale de getirilebilirler. Ancak, Uzerinde
cahisilan bitki materyali,

a) sicakhga hassas bir materyal ise veya

b) sicaklik uygulamasina yeteri kadar tepki vermiyorsa, ya da

c) viriis sicakliktan etkilenmiyorsa bu yéntem yeterli degildir.Ozellikle birden fazla viriisiin oldugu
durumlarda birkag yontem kombine edilerek kullaniimasi gerekir.

Viriislerin yeniden bulagmasinin 6nlenmesi igin:

1) Bitkiler, enfeksiyon ve aracilarin bulunmadigl sera sartlarinda veya dogal olarak virls ihtiva
etmeyen alanlarda yetistirilir.

2) Basta bocekler ve nematodlar olmak tizere hastalik tasiyan aracilarin (vektor) kontrol edilir.

3) Bitki yetistirme esnasinda bulasik el-ayak, elbise, asi malzemesi gibi steril sartlari bozucu faktorler
dikkate alinir.

4) Bitkilerin yetistiriciliginde; temiz saksilar ve dolgu malzemeleri kullanihr.

5) Gerekli sartlar saglanamiyorsa; hastaliksiz bitki materyali doku kiltiir ortaminda yetistirilir.

6) Surekli olarak seleksiyon yapilarak virls ihtiva eden bitki materyalleri ayiklanir.



Sicaklik uygulamasinda; materyal 6nce sicaklikla muamele edilir sonra besi ortaminda kulttire alinir.
Kimyasal uygulamasinda; materyal kimyasal madde ile muamele edildikten sonra besi ortaminda
kiltire alinir.  Ancak virlslerin eliminasyonunda tek tip sistemlerin kullanilmasi ¢ogu kez yeterli
degildir. Birka¢c yontemin kombine edilmesiyle meristem kiltliriinden elde edilen basari sansi
artmigtir.Meristem kaltlriiniin mimkiin olmadig kosullarda veya kéklendirmenin mimkiin olmadigi
kosullarda mikroenjeksiyon olarak da adlandirilan, meristemin viriissliz anaca asilanmasi ve ardindan
besi ortaminda kultiiriinin yapilmasi yolu tercih edilmektedir.

GENETIK MATERYAL MUHAFAZASI

Hizla erozyona ugrayan genetik materyalleri korumak igin gen bankalari kurulmustur. Gen
bankalarinda; bitki cins ve tirlerine ait bitki, Tohum, Organ, Doku ve hiicreler muhafaza edilirler. Bazi
bitki genotiplerinin tohumlari hastalik ve zararlilarin etkileri sonucunda zaman iginde canliliklarini
kaybedebilirler.Somatik veya gametik hicrelerden bitkilerin elde edilmesi arastiricilari, bitki
materyallerinin, doku ortaminda muhafazasi yoniindeki arastirmalara yoneltmistir.

Materyallerin Muhafazasi Agisindan

Doku Kiltir Yontemlerinin Avantajlan:

1) Geleneksel yontemlerine gore ihtiya¢ duyulan muhafaza alani azdir.

2) Bitkiler, hastalik ve zararlilarindan ari olarak muhafaza edilir

3) Cok 6zel muhafaza kosullarina ihtiyac duyan bitkilere, uygun ortam saglanir

4)Materyallerin hastalik ve zararlilardan ari olarak, uluslararasi mibadelelerindeki engeller
minimuma indirilir

Muhafazada yaygin Olarak Kullanilan Yontemler

1) Biyimenin yavaslatiimasi

Kisa veya orta vadeli muhafaza igin bu ydontem uygulanir.

BlylUmenin yavaslatilmasi; hiicre béliinmesinin yavaslamasini—>dolayisiyla

P Stabilitenin daha uzun sure korunmasini ve

» Genetik varyasyonun azalmasini saglamaktadir.

Ayrica

P Alt kiiltlirtin tekrarlanma sayisi azaltmakta,

» dolayisiyla muhafaza alani azalmaktadir.

2) Genetik stoklarin donmus olarak, -196 oC’de, sivi azot icinde muhafaza edilmesi

Uzun sireli muhafaza bu yontem tercih edilir. Bu yontem Cryopreservation olarak adlandirilir.
EMBRiYO KULTURU

Belirli bir fizyolojik olgunluga sahip embriyonun, tohumdan veya tohum taslaklarindan c¢ikarilmasi ve
besin ortaminda kiiltlire alinmasidir

Embriyo kiiltiiriinde basari oraninin diisiik olmasinin sebepler:

a) Genotiplerinrespons yeteneklerinin farklilik arz etmesi

b) Bulasma problemi

c) Embriyolarin izole edildikleri zaman kii¢lik olmalari

d) Embriyo gelismesinin sekteye ugramasi

e) Ozellikle sert tohumlarda embriyonun zarar gérmesi

f) Besi ortami

Embriyo kiiltiriniin kullanim alanlari

1) Uyusmazlik problemi olan uzak akrabalar arasindaki melezlemelerde

2) Bir yabani tlrden, klltlr cesitlerine, arzu edilen karakterlerin aktarilmasinda, melez embriyonun
zayif kalip, 6ldiigl durumlarda

3) Embriyo kiltlri ile tohumdaki dormansi engelini ortadan kaldirmak.

4) Haploid bitki elde etmek.

5) Parazit bitkilerin tohumlarinin, konukgu bitki olmadan c¢imlendirilmesinin mimkin olmadigi
kosullarda

6) Dogal kosullarda tohumlari ¢cimlenemeyen bitkilerin tohumlarinin ¢imlendirilmesinde

7) Erken olgunlasan, bilhassa tas ¢ekirdekli meyvelerde, sagliksiz embriyolardan saglikli bitkilerin elde
edilmesinde.



Embriyo kiltirinde; olgunlasmayan ve olgun embriyolarin kiltird yapilmaktadir. Olgun olmayan
embriyolarin kiltirinde; embriyolarin gelisebilmesi icin 6zel besi ortamina ihtiya¢ vardir. Olgun
embriyolarin kiltirinde; embriyolar basit besin ortaminda ¢cimlenebilir ve bitkicik olusturabilirler.
HAPLOID ELDE ETME

Haploid: bir organizmanin, dokunun veya hiicrenin tiire has gametik kromozom sayisi kadar
kromozoma sahip olmasi durumudur.

Haploidler

a) Stojojik arastirmalarda

b) Melezleme islahinda

c) Melez azmanliginin elde edilmesinde

d) Mutasyon islahinda

e) Aneuploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilr.

Haploidler; dogal olarak ya da yapay olarak elde edilmektedirler.

Dogal haploidler; mono-embriyo veya poli-embriyolardan

Yapay haploidler; 1) Anter ve Polen Kultlrd, 2) Yumurta ve yumurtalik kaltird ve 3) Kromozom
eliminasyonu ile elde edilmektedirler.

ANTER KULTURU VE POLEN KULTURU

Anter kdltirt ; Belirli bir olgunluk safhasina erismis olanpolen ana hiicrelerini ihtiva eden
anterlerintoplanmasisterilize edilmesiuygun besi ortaminda kiltir yapilmasidir.

Anter kiltir tekniginin basarisi

1) Bitki genotipi

2) Anter verici bitkinin yetistirildigi ekolojik kosullar

3) Polen tanesinin fizyolojik olgunlugu

4) On muamele

5) Kdltlr ortaminin besin kompozisyonu

6) Kiltir odasinin kosullari

7) Kaltar kabinin ozellikleri

8) Anter duvarinin aktivitesi

POLEN KULTURU

Polen kiltlrG; steril edilmis olan olgun anterlerden polenlerin cikarilip, besi ortaminda kiltiire
alinmasindir.

Polen kiiltiiriinlin avantajlari

1) Kontrol edilemeyen anter duvarlarinin ve diger dokularin etkilerinin elemine edilebilmesi

2) Kiltdr ortaminda ¢cimlenmeye etki eden faktoérlerin etkilerinin kontrol altina alinmasi

3) Cimlenmenin tek bir hiicreden saglanmasi

4) Anter kiltarane gore anter basina daha yiksek bitki verimi elde edilmesi.

YUMURTA VE YUMURTALIK KULTURU

Dollenmemis yumurtalarin veya dollenmemis yumurtalarin bulundugu yumurtaligin, besi ortaminda
kiltire alinmasidir.Bu teknik sayesinde; bugday, arpa, celtik, misir ve sekerpancarinda haploid
bitkiler elde edilmistir. Yumurta ve yumurtalik kiltlrinin basarisini etkileyen faktorler

a) Verici bitkinin yetisme sartlari

b) Embriyo kesesinin gelisme safhasi

c) Cicek tomurcugunun kiltiir 6ncesi muamele edilmesi

d) Yumurta ve yumurtaligin 6n kiltiri

e) Kiltir ortaminin kompozisyonudur.

KROMOZOM ELIMINASYON (BULBOSUM) TEKNiGi

Kromozom eliminasyon yontemi veya Bulbosum Teknigi; arpada tirlerarasi melezlemelerde olusan
F1 dollerinin kromozomlarin hiicre igerisinde erimesi ve bunun sonucu hiicredeki kromozom sayisinin
haploid olarak kalmasina dayanmaktadir.

BESI ORTAMINDA TOZLANMA VE DOLLENME

Bu yontem; oOzellikle tozlanmadan sonra polenlerin stigma Uzerinde c¢imlenmemesi veya polen
tlpilnin disicik borusu iginde gelismesinin engellenmesi sonucu doéllenmenin olusmadigl durumlarda
eseysel liremenin saglanmasi amaciyla uygulanmaktadir. Bu yontem

a) stigma tozlanmasi ve déllenmesi



b) plasenta doéllenmesi

c) izole edilen yumurtalarin besi ortaminda dollenmesi olmak Uzere (¢ degisik sekilde
uygulanmaktadir.

Stigma tozlanmasi ve dollenmesinde; izole edilen disi organ, besi ortamina alinir ve sterilize edilmis
anterlerden alinan polenler, stigma (zerine serpilir.Bu yontem sayesinde yumurtaligin
olgunlasmadan oldigi bitkilerde tohum elde etmek miimkiin olabilmektedir.

Plasenta dollenmesi yonteminde; dollenmemis yumurtalarla birlikte plasenta, izole edilerek besi
ortamina alinir. Sterilize edilen anterlerden alinan polenler, yumurtalarin Gizerine serpilir. Bu yontem,
dzellikle kendilenmis bitkilerin elde edilmesinde basariyla kullanilmaktadir. izole edilen yumurtalarin
besi ortaminda tozlanma ve déllenmesinde; déllenmemis yumurtalarin toplanmasi, besi ortaminda
kiltirlere alinmasi, dolleme kabiliyetine sahip polenlerle tozlanarak déllenmelerini ihtiva eder.Besi
ortaminda tozlanma ve déllenme yonteminin kullanim alanlari

a) Kendine uyusmazligin 6nlenmesi

b) Melezlemelerde uyusmazliginin 6nlenmesi

c) Haploid bitkilerin elde edilmesi

d) Dollenmenin fizyolojisinin arastirilmasi

e) Erkek veya disi ciceklerin olgunlasmadan dokildiigi durumlarda tohum elde etmek

SOMAKLONAL VARYASYON

Besi ortamlarinda kiiltiire alinan bircok kultlr bitkisinde varyasyon belirlenmistir. Somatik kdkenli
hicrelerde meydana gelen a) kalicilik arz eden (somaklonal) ve b) kalicilik arz etmeyen (epigenetik)
varyasyon tespit edilmistir.

Somaklonal varyasyonlar; a) nokta mutasyonlari, b) kromozom dizensizlikleri, c) kromozomlardaki
kopmalar ve d) katlanmalar veya ters donmeleri ihtiva eder.

Somaklonal varyasyon ile mutasyon arasindaki farkhhklar

a)Somaklonal varyasyonlarin frekansi, mutagenler ile olusturulan mutasyonlarin frekansindan daha
ylksektir.

b) Mutasyonlar genel olarak dominanttan resessife dogru olup, dominant mutasyonlarin frekansi,
somaklonal varyasyonlardan daha disuktar.

c) Haploid bitki kiltiirlerinde ortaya ¢ikan somaklonal varyasyonlar hemen gézlenebilmesine karsilik,
mutasyonla ortaya cikan degisiklikler genel olarak ileri generasyonlarda gozlenebilirler.

d) Kontrolli kosullar altinda olmasi nedeniyle ¢evre faktorlerinin baskisinin ortadan kaldinldigi icin
somaklonal varyasyonlarin besi ortamindaki seleksiyonu, mutasyonlarin seleksiyonununa gore daha
avantajhdir.

Somaklonal varyasyonlarin, bitki islahindaki kullanim alanlari

1) Ozel bir karakterin eksik oldugu bitki cesidinin veya klonun kltiri yapilir.

2) Hiicre kiltlri ile muhafaza edilen genetik materyallerde varyasyonlar ortaya cikabilir.

3) Hiucre kultarleri gesitli islemlere tabi tutulduktan sonra gerekli testlerden gegirilir, avantajl
bulunanlar ¢ogaltilir veya yeni gesitlerin gelistiriimesinde kullanilabilir.

SOMATIK HUCRE MELEZLEMESi VE PROTOPLAST KULTURU

Somatik hiicre melezlemesi; iki protoplastin ¢ekirdek, sitoplazma veya her ikisinin de birbiri ile belirli
oranlarda bir araya getirilmesi ile bunlardan besi ortaminda melez bitkilerin elde edilmesini

Somatik hiicre melezlemesinin bitki islahindaki kullanim amaglari

1) Melezlemeden sonra tohum elde edilemedigi sartlarda, tohum olusturan melez formlarin elde
edilmesi

2) Kromozomlar katlanarak poliploid bitkiler elde edilemedigi durumlarda, poliploid bitki elde etmek
3) Eseyli Greme sisteminde, esey organlarindan kaynaklanan problemlerden dolay! eseyli Gremenin
aksamasi durumunda melez doller elde etmek

4) Her iki ebeveynin, hem somatik hem de genetik materyallerini déllere aktarmak

5) Ozellikle tiirlerarasi melezlemelerde, yabani tiirlerden kiiltiir ¢esitlerine, gen aktariminin miimkiin
olmadigl durumlarda gen aktarimini saglamak

6) Generatif devreye ulasmasi uzun zaman alan bitkilerde, daha erken donemde melezleme yapmak
Protoplast Elde etmek icin; a) yaprak mezofili, b) embriyogenik hiicreler, c) heniz olgunlasmamis
bitki doku ve organlari, d) meristematik hicreleri ihtiva eden dokular, e) kalluslar ve hiicre ¢ozelti
kilturleri kullanilmaktadir.



Melezleme yapmak icin tirlerin saf protoplastlari karistirihr. Ancak protoplastlar negatif yukli
olduklarindan bir araya gelemezler. Protoplastlarin bir araya gelmelerini saglamak icin ortama pozifif
iyonlar verilir.

Protoplast Kiiltiirii; kimyasal maddelerle muamele edilen doku ve organlarin hiicre duvarlarinin
parcalanmasi ile ayrilan protoplastlarin, besin ortaminda kiiltlire alinmasini kapsayan tekniktir.

Hiicre duvan; a)monokotiledon bitkilerde %20 seliloz, %35-65 hemiseliloz ve %35 pektinaz ve b)
dikotiledon bitkilerde %20-30 seliloz, %25-30 hemiseliloz ve %35 pektinaz icerir. Hiicre
duvari;monokotiledon bitkilerde seliloz, dikotiledon bitkilerde seliloz ve pektinazemzimleri ile
pargalanir.

Protoplastlari elde edilecek olan bitki materyalleri;Mannitol, seker ve hiicreler arasindaki baglari
ayirmak icin baslangicta plazmolize sebep olan ozmotik iyonlar ihtiva eden ortamda bir sire
bekletilirler. Siirenin sonunda protoplast hiicreleri, filtre edilerek, enzim ve doku parcalarindan
arindirildiktan sonra, enzim ihtiva etmeyen c¢o6zelti ile yikanirlar ve besin ortamlarinda kultlre
alinirlar.

Protoplast kiltiiri;

a) somatik hiicre melezlemesi

b) besi ortaminda seleksiyon

c) gen transferi

d) poliploid bitkilerin elde edilmesinde kullaniimaktadir.

Gen Transferi; bir verici bitkiden tirinden, 6zel genetik bilgi ile kodlanmis DNA pargasinin, alic
bitkiye, aracilar kullanilarak veya direkt aktarilmasini ihtiva eder.Bitki hiicre duvari, yabanci DNA'nin
transferinde ¢ok dnemli bir engeldir. DNA transferinde bu engeli asmak i¢in araci organizmalarin (E.
coli ve A. tumefaciens gibi), DNA c¢emberleri (plazmidlerinin) kullanilir.Bazi bitkilerde, araci
organizmalarin, gen transferinde tatmin edici sonu¢ vermemesi nedeniyle direkt transfer yontemleri
kullanilmaktadir.

Gen transferinde kullanilan direk yontemleri

a) Protoplazmaya transferde kullanilan yontemler

1. Kimyasal

i.elektroporasyon

m.Lipozonlar

b) hiicre ve dokulara transferde kullanilan yontemler

1. Biyoloistik

1. mikro enjeksiyon

. elektroforez ve mikrolazer

Iv. cimlenmekte olan polenlerin veya izole edilen embriyolarin, aktarilacak DNA ¢ozeltisi ile muamele
edilmesi

v. tozlanmanin ardindan kesilen stigma ytizeyine DNA uygulanmasi

vi. polen tlipl yoluyla ve fiberler araciligiyla gen transferi

vii. ses dalgalarinin hiicreler arasi ve hiicre zarinda bosluklar agcmasiyla bu bosluklardan DNA
parcalarinin hiicreye girmesinden olusan sonikasyon yontemi

vii. soldurulan dokularin aktarilacak DNA ¢ozeltisi icinde yeniden su aldiriimasini ihtiva eden
desikasyon yontemi

Kombine edilmis DNA teknigi ile transfer yontemi; mikroorganizmalar kullanilarak gelistirilmis olup
1975 yilinda S. N. Cohen tarafindan agiklanmistir.

Bakteri modelinde; E. Coli bakteri tiiriinin DNA’sI bir araci (vektor) gibi kullanilmigtir. Bakteri
hiicrelerinden DNA molekiilleri izole edilir ve bir enzimle belirli bir yerinden kesilir. Uzerinde durulan
ve transfere konu olan genetik bilgiyi tasiyan DNA parg¢asi, bakteri DNA’sindaki kesilen kisma baglanir.
Bir enzim vasitasi ile bakteri DNA’sinin dairesel yapisi yeniden tamamlanir.

Protoplastlara gen aktarimi yénteminde; gen aktarilacak olan protoplastlar hiicre ¢ozelti kiltird,
kallus kaltiirt ve farkhlasmamis bitki dokularindan izole edilir. Bu yontemin tercih edilmesinin
sebepleri:

a) hicre duvarlarinin pargalanmasinda enzimlerin kullanilmasi nedeniyle dokularin zarar gorir ve bu
sayede rejenerasyonun artar.



b) hicrelerin DNA molekilu ile temasinin kolay olmasi nedeniyle transgenik bitki elde etme sansi
artar.

c) DNA transferinde araci kullanilmadigindan, aracidan kaynaklanan problemlerin ortadan kalkar.
Kimyasal yolla gen aktariminda, hiicre ici ozmotik basing ve hiicre disi ozmotik basing dengesinden
yararlanilir.Hucreler; polietilen glikol, polivinil alkol veya kalsiyum fosfat ile muamele edildiklerinde,
gecirgenlikleri artar.Muamele esnasinda, ortamda bulunan transfer edilecek DNA parcasi, gecirgenligi
artan hiicre zarlarindan, hiicreye gecer. Elektroporasyon sisteminde; yabanci DNA parcasinin da
icinde bulundugu protoplast ¢ozeltisinin bulundugu ortama yiiksek voltajli elektrik uygulanir. Bunun
sonucu hicre zarinin gecirgenligi artar ve mikroporlar olusur. Bu mikroporlardan, transfer edilecek
DNA pargasl, hiicre igerisine girer.

Bu yontemlerden biyolistiklerle gen transferinde; mikro atesleyici haline getirilmis olan vektor DNA
bitki hicrelerini hiicre duvarlarini ve hicre membranlarini gecebilecek bir hizla hedef hiicrelere
firlatilir.Biyoloistik yontemi; 6zellikle bakteri sistemi ile gen transferinin yapilamadig bitkilerde basari
ile uygulanmaktadir. Ayrica; kullaniminin kolay olmasi mikro tasiyicilarin ¢ok sayida hiicreye DNA
parcalarini taslyabilmesi basta bitki organlari olmak lizere meristem dokulara, kalluslara, primitif
embriyolara ve mikrosporlara uygulanabilmesi sayesinde yogun olarak kullaniimaktadir.

Mikro enjeksiyon teknigi; dogrudan gen aktarimi saglayan sistemler icinde en emin olarak hiicrenin
istenilen bolimine DNA’nin transferini saglar. Bu sistemde; aktarilacak olan DNA’nin ¢ozeltisi mikro
pipetler yardimi ile

a) protoplastlara,

b) izole edilen hiicrelere,

c) meristem dokulara, d) kalluslara,

e) zigot ve

f) primitif embriyo dokularina eser miktarda aktarilir.

Biyoteknolojinin Bitki Islahinda Kullanilabilirligi

Biyoteknolojik yontemlerle elde edilen bitkiler, yiiksek oranda genetik varyasyon ihtiva ederler. Bu
varyasyonlar; a) dogal ve yapay melezleme, b) euploid ve aneuploid, c) dogal ve yapay mutasyonlar
ile ortaya ¢ikan varyasyonlara ilave olarak gen havuzunun genisletiimesi bakimindan islahgilara
kullanabilecekleri yeni olanaklar saglar. Ayrica; 6zel bir genotipin doku kiltiiri ile ¢cogaltilabilmesi,
glinidmizde kullaniimasa bile gelecekte kullanilma potansiyeli bulunan énemli bir genetik materyalin
givenli bir sekilde muhafaza edilmesine de olanak saglar.

Basarili uygulamalarinin yayginlastirilmasi ve bitki 1slahinda yeni gelismelerin potansiyelinin
belirlenmesi icin 6nemli arastirmalar yapilmistir. Bu arastirmalarin neticesinde, yakin zamanda birgok
gelisme olmustur. Bu gelismelerden en 6nemlisi mevcut ekilen bitki ¢esitlerine gore bircok karakter
bakimindan Gstin ozellige sahip, transgenik bitkilerin ekim alaninin ¢ok fazla genislemesidir. Ancak;
bu alanda elde edilen basarilarin, en azindan simdilik, ¢ok smnirli kalmis oldugu
anlasilmaktadir.Gelistirilecek olan ¢ok yonli ve bitln bitkilerde rutin olarak kullanilabilecek, daha
ucuz ve glvenli biyoteknolojik yontemler, bitki islahi alaninda 6nemli katkilar saglayabilir.



