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ONSOZ

Yesil devrim ile baslayan tarimsal iiriinlerdeki tiretim artis1 politikasi,
tarim yapilabilecek alan sayisinin her gecen giin azalmasi, sanayi
kaynakl1 iklim degisikliginin tarim bitkilerinde verim diisiisiine sebep
olmas1 ve en dnemlisi insan niifusunun hizlanarak artmasi ile sekteye
ugramis durumdadir. Diinya niifusunun 2050 yilinda yaklasik 10
milyara ulasacagi diisiiniildiigiinde gittikce azalan tarim alanlarinda
daha fazla iiriin ve gittikce bozulan iklimsel sartlarda daha verimli
tarim {irtinlerinin iretilmesi bir zorunluluk haline gelmistir. Bu durum
genetik miihendisligi, molekiiler belirtecler, molekiiler tanilama
araglari, doku kiiltiirii ve canlilarin genetiginin degistirilmesi gibi
bilimsel arag ve tekniklerin kullanildig1 tarimsal biyoteknolojinin
Oonemini arttirmakta ve bu bilim dalim glinimiiz ve gelecegin en
onemli bilim dal1 haline gelmesini saglamaktadir.

Bu kitapta gida iirtinlerinin molekiiler biyoloji temelli teknikler ile
nasil tespit edilebilecegi, molekiiler belirteglerin bitki 1slahinda nasil
kullanilabilecegi, = doku  kiiltiri  ile  tarimsal  {riinlerin
mikrogogaltimlarinin ~ nasil  yapilabilecegi  ve  endiistriyel
biyoteknolojinin biyoekonomiye nasil katkilar olabilecegi konularina
yer verilirken giiniimiiz ve gelecekte ihtiya¢ duyulacak biyoteknolojik
yontemler detayl bir sekilde agiklanmistir.

Her bir boliimii, konusunda uzman akademisyenlerce yazilmis olan bu
kitabin Lisans, Yiksek Lisans ve Doktora ogrencilerine rehberlik
etmesini diliyorum.

Kitabin hazirlanmasinda emegi gecen kiymetli yazarlara, kitabin
basim ve yayiminda bizlere destek olan iktisadi Kalkinma ve Sosyal
Arastirmalar Enstitiisii (IKSAD) yaymevine ve ismi Kitapta yer
almayan fakat kitabin hazirlanmasinda emegi gecen herkese tesekkiir
ederim.

Editor
12 Nisan 2020
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BOLUM 1

BITKIiSEL URUNLERIN GUVENIRLIGININ
BELIiRLENMESINDE KULLANILAN BAZI MODERN
MOLEKULER BiYOLOJi YONTEMLERI

Dr. Kaan HURKAN!?

! Igdir Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Igdur,
Tiirkiye. kaan.hurkan@igdir.edu.tr



6 | TARIMSAL VE ENDUSTRIYEL BIYOTEKNOLOJi UYGULAMALARI -
BiYOEKONOMI



GIRIS
Bitkisel iriinler arasinda cografi isareti alinmis, patent ile tescil
edilmis, cesitli odiiller almis veya oldukg¢a sinirli alanlardan ¢ok az
miktarlarda elde edilebilir 6zellikte olanlar piyasada yiiksek miktarda
talep gormekte ve ekonomik acidan daha yiiksek degerlere imal
edilerek satilmaktadir. Bu tip degerli iirlinlerin igerisine daha ucuza
mal edilen farkli igeriklerin karistirilmasi ile tiiketicilerin aldatilmasi
olduk¢a sik karsilasilan bir durumdur. Hatta bu aldatmaca,
tilketicilerin sagligi iizerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir. Bu
bolimde o6zellikle bitkisel {irlinlerdeki aldatmacalarin  modern
molekiiler biyoloji yontemleri ile tespit edilmesinde kullanilan baslica

yontemler ele alinmistir.

1. DNA BARKODLAMA YONTEMI

DNA’nin molekiil yapisinin 1953 yilinda ortaya ¢ikarilmasi ile birlikte
molekiiler biyolojide devrim yasandi. DNA’y1 olusturan dort adet baz
(Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin) yerytiziindeki tiim canlilarda ortak
olarak bulunmaktadir. Bu dort bazin anlamlandirdigi niikleotitlerin
DNA boyunca farkl siralarda dizilmesi, biyolojik cesitliligin temelini

olusturmaktadir.

Genomda daha 6nceden belirlenmis olan bdlgelerde bulunan kisa (600
— 1500 bg) niikleotit dizilerinin ortaya ¢ikarilarak bu bolgelerin tiirleri
birbirinden ayirt edebilmek amaciyla kullanilmasina DNA barkodlama

denilmektedir (Lahaye ve digerleri, 2008). Bu bdélgelerde olusan



mutasyonlar, tiirler arasinda ve hatta genotipler arasinda baz dizilisi
farkliliklarint dogurarak canlilarin birbirlerinden ayirt edilebilmelerini
saglamaktadir. Bu mutasyonlardan en temel olan1 bir bazin, farkli bir
baz ile yer degistirdigi baz degisimi mutasyonudur. Eger baz
degisimleri ayn1 grup bazlar arasinda gerceklesiyorsa (6r: Piirin-Piirin
veya Pirimidin-Pirimidin) bu mutasyona transisyon, eger farkli grup
bazlar arasinda gergeklesiyorsa (6r: Piirin-Pirimidin veya tam tersi) bu
mutasyona transversiyon denilmektedir. Baz degisimleri haricinde
DNA dizisinde bazi bazlarin eksilmesi (delesyon), baz eklenmesi
(insersiyon) veya tekrar etmesi (duplikasyon) seklinde de mutasyonlar
olabilmektedir. Canli genomundaki tim bu degisimler, DNA
barkodlamanin temel mantigin1 olusturmaktadir. DNA barkodlama
temel olarak DNA ekstraksiyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR), DNA dizileme, Biyoenformatik analizler ve DNA barkodunun

gen bankalarinda saklanmasi asamalarindan olugmaktadir (Sekil 1).

¢ Canh 6rnek, herbaryum, fosil, kriminal
Ornekleme 6rnek V.S.

¢ DNA izolasyonu, PZR, dizileme.

islemleri

¢ Biyoenformatik analizler, DNA barkodunun
elde edilmesi.

* DNA barkodunun saklanmasi, diger
barkodlar ile karsilastirilmasi.

Sekil 1. DNA Barkodlama Is Akis1 Semas:
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1.1. DNA Barkodlamada Temel Is Akisi
1.1.1. DNA ekstraksiyonu

DNA barkodlamada ilk adim, DNA molekiiliiniin organizmadan
basarili ve temiz bir sekilde izole edilmesidir. Bu amagcla yapilan tiim
islemlere DNA ekstraksiyonu denilmektedir. Gilinlimiizde DNA
ekstraksiyonunu kolaylastirmak ve harcanan zamani azaltmak igin
bircok firma tarafindan farkli 6zelliklerde ticari DNA ekstraksiyon
kitleri tiretilmektedir. Ister ticari kitler kullanilsin, isterse de manuel
yontemler, DNA ekstraksiyonu parcalama (liziz), ¢Oktiirme
(presipitasyon) ve saflastirma (piirifikasyon) seklinde ii¢ temel
adimdan  olugmaktadir. Bu  boélimde  molekiiler  biyoloji
laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan DNA ekstraksiyonu yontemi
olan degistirilmis Doyle & Doyle 1987 yontemi anlatilmistir (Doyle
ve Doyle 1987).

Degistirilmis Doyle & Doyle (1987) DNA Ekstraksiyon Yontemi
e Yaklasik 50 mg yaprak dokusu s1vi azot kullanilarak toz haline
getirilir,
eToz 1,5 ml’lik tlip igerisine alinir ve tiipe 700 pl %2 CTAB
(Cetyl trimethylammonium bromide) igeren ekstraksiyon
tamponu [20 mM EDTA, 0,1 M Tris-HCI pH 8,0, 1,4 M NacCl,
%2 CTAB ve %0,4 B-mercaptoethanol (kullanilmadan hemen
once)] eklenir,
eKarisim 65°C’de 45 dakika boyunca her 15 dakikada bir
hafifce karistirilarak bekletilir,



e Karisima 500 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenir ve tiip
1 dakika boyunca hafifce karigtirilir,

e Ornek 12000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilir, olusan
iist fazdan yaklasik 600 pl’lik kistm mikropipet araciligi ile
dikkatlice alinarak yeni tiipe aktarilir ve {izerine tekrar 500 pl
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek 12000 devirde 10
dakika boyunca santrifiij edilir,

o Ust fazdan 500 ul’lik kistm yeni tiipe alinarak iizerine 700 ul
soguk (-20°C) izopropanol eklenir, hafifce karistirildiktan sonra
12000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilir ve bu asamada
DNA molekiiliiniin tlipiin tabanina yapistig1 gozlemlenir,

¢ DNA’ya yapisan tuz kalintisinin giderilmesi i¢in olusan DNA
peleti 700 pul % 70 etanol ile iki defa yikanir,

o Tiip ters gevrilerek etanoliin tamamen kurumasi beklenir,

eSon adimda DNA peletinin ¢6ziinmesi i¢in tiipe 100 pul TE
tamponu [10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0]
eklenir ve 37°C’de bir saat bekletildikten sonra -20°C’de

saklanir.

1.1.2. Barkod Bélgelerinin Se¢imi

DNA barkod bdlgelerinin gelistirilmesi ve test edilmesi her bitki
grubu i¢in ayr1 ayr1 yapilmasi gereken uzun bir siireci kapsamaktadir.
Farkli canli gruplarina ait DNA bdlgelerinin farkli hizlarda degisime
ugramasi, tlim canlilar icin evrensel bir barkod bdlgesinin
kullanilamamasma neden olmaktadir (Hollingsworth ve digerleri,

2009). Mitokondri genomunda bulunan sitokrom oksidaz-1 (CO1)
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geni tiim hayvan gruplarinda kullanilabilirken, daha karmasik genoma
sahip bitkiler i¢in farkli barkod bdlgelerinin  kullanilmasi
gerekmektedir. Bu boliimde bitkilerde en yaygin kullanilan barkod
bolgelerinden ITS, LEAFY, rbcL, matK, accD-psal ve trnH-psbA

uzerinde durulacaktir.

Internal Transcribed Spacer (Transkripsiyonu Yapilan i¢ Ara
Bolgeler — ITS)

ITS bolgesi kromozomal DNA iizerinde, ribozomun kii¢iik alt birimi
ile biiytlik alt birimini kodlayan genler arasinda bulunan ve bitkilerde
yaklagik 600 — 750 b¢ uzunlugunda olan bolgedir ve genomda
yiizlerce kopyas1 bulunmaktadir (Sekil 2).

IGS ITS1 ITS2 IGS
— 18S rDNA 5.88 26S rDNA ——

~700bg

\
y

Sekil 2. ITS Bolgesinin Yapist Ve Pozisyonu (Hiirkan, 2017). IGS:
Intergenic Spacer (Genler Aras1 Bolge)

ITS bolgesi gen kodlamayan ITS1 ve ITS2 ile birlikte bu bdlgelerin
arasinda bulunan ile birlikte gen kodlamasinda gorev alan 5.8S
bolgelerinden olusmaktadir. Bitkilerde ITS bolgesinin tamaminin PZR
ile cogaltilmasinda genellikle evrensel baglanma 6zelligine sahip bir
primer ile birlikte sadece kapali tohumlulara (angiosperm) baglanan
bir primer kullanilmaktadir. Fakat olduk¢a karmasik genoma sahip

olan bitkilerde bu primer setinin her zaman icin ¢alisma garantisi
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yoktur. Bu nedenle farkli bitki gruplari i¢in 6zellesmis primer setleri
kullanilmali veya tasarlanmalidir. Ayrica ITS bolgesi mantarlarda da
bulundugu i¢in primerler tasarlanirken en az bir tanesinin bitkilere
0zgii olmasi, PZR asamasinda spesifik olmayan iirlinlerin olusumunun
Oniine gececektir. Yaygin olarak kullanilan ve kapali tohumlulara
O0zgli ITS primerleri Baldwin ve digerleri (1995), tarafindan
tasarlanmis ve uzun yillar kullanilmigtir. Yakin bir zamanda ise Cheng
ve digerleri (2016), tarafindan tasarlanan yeni nesil primerler bilim

insanlarmin kullanimina sunulmustur.

LEAFY

Arabidopsis tiirlerinde ¢igek meristem dokusunun gelisiminde gorevli
olan ve ¢igeklenme zamanini kontrol eden LEAFY geni kromozomal
DNA’da bulunmaktadir ve diploit kapali tohumlularda sadece bir
kopyasinin bulundugu bilinmektedir (Balquez ve digerleri, 1997). Bu
gen tohumlu bitkilerde olduk¢a korunmustur ve ii¢ ekzon ile iki intron

bolgesinden olugmaktadir (Sekil 3).

ekzon1 ekzon2 ekzon3

~2200bg

Sekil 3. LEAFY Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)

LEAFY bolgesi genomda tek kopya olarak bulundugundan ITS
bolgesinde oldugu gibi fonksiyonel olmayan kopyalarimin PZR ile
cogaltilmas: riski icermemektedir. LEAFY bolgesinin i¢ kisminda

bulunan intron bdélgeleri polimorfizme agik bolgelerdir ve 6zellikle tiir
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ve tiir alti sistematik kategorilerde ¢oziiniirliigii olduk¢a basarilidir
(Oh ve Potter, 2003). Yaklasik 2200 b¢ uzunlugunda bir bdlge oldugu

icin en az iki ¢ift primer kullanilarak ¢ogaltilmasi1 gerekmektedir.

rbcL

Kloroplast kokenli olan rbcL ribulose-1,5-bis-phosphate carboxylase /
oxygenase (RuBisCO) enzimini kodlayan bir gen bdlgesidir (Chase ve
digerleri, 1993). Kloroplast genomunda atpB ve accD genleri arasinda
bulunmaktadir (Sekil 4). Hem gen kodladigi i¢in hem de kloroplast
kokenli (maternal kalittim gostermektedir) oldugu i¢in polimorfizm
orani diisiiktiir ve bu nedenle cins ve iistii sistematik kategoriler igin

kullanilmast uygundur (Li ve digerleri, 2015).

atpB rbclL accD

~1400bg

» <

Sekil 4. Rbcl Bolgesinin Yapist (Hiirkan, 2017)

GenBank veri tabaninda (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
bitkilere ait 173 bin rbcL niikleotit dizisi bulunmaktadir ve bitkilerde
en ¢ok kullanilan DNA barkod bolgeleri arasindadir. rbcL bolgesinin
uzunlugu yaklagik 1400 bg¢ oldugundan iki ¢ift primer seti kullanilarak

cogaltilmasi 6nerilmektedir.
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matkK

MaturaseK kloroplast kokenlidir, iki trnK ekzonu arasinda bulunur ve
kapali tohumlularda yaklasik 1500 b¢ uzunlugundadir (Hilu ve
digerleri, 1999) (Sekil 5).

trnK matK trnK

~1500bg

»
b, 1

Sekil 5. Matk Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)

matK bolgesi, ITS bolgesine gore daha diisiik transisyon/transversiyon
oranina sahiptir ve uzunluk olarak barkodlama i¢in kullanilmaya
uygundur (Min ve Mickey, 2007). matK boélgesinin diger kloroplast
bolgelerine gore daha hizli evrim gegiren bir bolge olmasi, tiir
sistematik kategorisinde kullanilmasina olanak saglamaktadir. Lahaye
ve digerleri (2008), bolgeyi tek primer c¢ifti ile ¢ogaltmay1
basarabilmisken, Cuenoud ve digerleri (2002), bolgenin iki parca

halinde toplam dort primer ¢ifti ile ¢ogaltilmasini 6nermislerdir.

accD-psal

Bu bolge kloroplast kokenlidir. Iki gen ve bir genler arasi bolgeden
olusan barkod bdlgesinin toplam uzunlugu yaklasik 940 b¢’dir (Sekil
6). Kodlayan bolge icerdiginden dolayr dizileme sonrasinda ¢oklu dizi

hizalamasi isleminde olduk¢a sorunsuz bir bolgedir.

ycfd psal accD rbclL

~940bg

Sekil 6. Accd-Psa1 Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)
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Bolgenin PZR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in gerekli primer c¢ifti Dong ve
digerleri (2012), tarafindan verilmistir. Bu bolge baz1 bitki gruplarinda
yer almamaktadir ve bazi bitki gruplarinda ise ¢ok fazla polimorfik
oldugundan dolayr barkod bdlgesi olarak kullanilmadan once,
kullanilmast planlanan bitki grubu icin detayli literatiir incelemesi
yapilmasi ve primerlerin ¢ok dikkatli secilmesi veya tasarlanmasi
gerekmektedir.

trnH-psbA

Gen bankasi veri tabani incelendiginde son donemlerde en ¢ok tercih
edilen kloroplast kokenli barkod bélgelerinden biri  oldugu
goriilmektedir. Bu barkodlama bolgesinin 5° ve 3’ bolgelerinde birer

ekzon bulunmasi primer tasarimini kolaylastirmaktadir (Sekil 7).

pSbA trnH

~800bg

Sekil 7. Trnh-Psba Bolgesinin Yapisi (Hiirkan, 2017)

Tiim barkod bdlgelerinde oldugu gibi bu bolgede de intron alani
oldukca polimorfiktir ve bu polimorfizmler genellikle insersiyon veya
delesyon seklindedir (Kress ve Erickson, 2007). Intron bélgesinin
genis bitki gruplarinda ¢ok fazla polimorfizm gostermesi, ¢oklu dizi
hizalamas: sirasinda karmasikliklara yol agabilmektedir (Chang ve
digerleri, 2006). Bazi ac¢ik tohumlularda (gymnosperm) ve tek

ceneklilerde (monokotil) intron bélgesinin duplikasyona ugramasiyla
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barkod bolgesi 1000 b¢’den daha uzun olabilmektedir (Hollingsworth
ve digerleri, 2009).

1.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Her boliinme 6ncesinde hiicre igerisinde (in vivo) gerceklesen DNA
replikasyonu ile genetik materyal iki katina ¢ikar ve yavru hiicrelere
aktarilir. Bu replikasyon sirasinda hiicre igerisinde birgok enzim aktif
rol oynar. DNA’nin hiicre disinda, tiip igerisinde (in vitro)
cogaltilmasi teknigi ilk defa Kary B. Mullis tarafindan 1985 yilinda
gelistirilmis ve bu teknigin ad1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
olarak adlandirilmistir. Bu teknik ile birlikte bilim insanlari, hiicre ici
biyokimyasal olaylara ihtiyag duymadan DNA’nin herhangi bir
bolgesinin milyonlarca kopyasini elde edebilme firsati bulmuslar ve
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda bu andan itibaren devrim
yasanmistir. Baglarda oldukca yavas ve zahmetli olan PZR, sicakliga
dayanikli bir enzim olan Taq Polimeraz Enziminin, jeotermal
bolgelerde yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilerek
PZR’de kullanilmaya baglamasi ile son derece pratik ve kolayca
uygulanabilir hale gelmistir. PZR tekniginde, hiicre i¢i replikasyonun
aksine DNA sarmalinin gevsemesini, her iki iplik¢igin replikasyon
sirasinda acgik kalmasini, replikasyonun nerede yapilacagini bildiren
primer parcalarinin sentezlenmesini, RNA pargalarinin ¢ikarilmasini
ve DNA pargalarinin birbirine baglanmasini saglayan enzimlere
ihtiya¢ duyulmamaktadir. PZR i¢in ihtiyag duyulan tek enzim,

primerlere niikleotit eklenmesini saglayan DNA polimeraz enzimidir.
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Standart bir PZR karistiminda yer alan maddeler su sekilde

siralanabilir;
v Kalip DNA
v Reaksiyon Tamponu
v dNTP’ler (ATP, GTP, CTP, TTP)
v Ileri ve geri primerler
v Tag polimeraz
v Niikleaz igermeyen saf su

PZR basamaklar1 su sekildedir;

Denatiirasyon: Bu asamada kalip DNA’nin ikili sarmal yapisi
(dsDNA) yiiksek sicaklikta (~94°C) bozularak denatiire olur ve tek
iplik¢ikli (ssDNA) forma doniisiir. Boylelikle primerlerin baganmasi
icin kaliplik edecek DNA zinciri olusur.

Baglanma: Bu asamada birbirinin tamamlayicis1 olan primerler
(ssDNA) ile kalip DNA (ssDNA) eslesir ve dsDNA’y1 olusturur.
Kalip DNA ile primerler arasinda iyonik baglar olusur ve kirilmasi
olduk¢a zordur. Primerlerin baglandigi bolgeler, Taq polimeraz
tarafindan taninir ve kars1 zincirin sentezlenmesi icin baslangic
noktasini olusturur. Baglanma sicakligi primerin uzunlugunda, Guanin

/ Sitozin igerigine gore degisebilmektedir.
Uzama: Uzama asamasi, Taq polimeraz enziminin niikleotitleri art

arda yerlestirerek kalip zincire bir tamamlayici (komplementer) zincir

olusturmasi asamasidir. Bu asamanin sonucunda ¢ift iplik¢ikli DNA
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olusur. Uzamanin gergeklestirilecegi sicaklik Taq polimeraz
enziminin Ozelligine baghdir. Bu sicaklik genel olarak baglanma
sicaklig ile denatlirasyon sicakligi arasindadir ve optimum sicaklik
72°C’dir. Taq polimeraz, primerleri 5' - 3’ yoniinde dizer. Uzama
asamasinin siiresi, ¢ogaltilacak bolgenin uzunlugu ve Taq polimeraz
enziminin hiz1 ile belirlenir. Bu siire 1000b¢ i¢in genellikle 1
dakikadir. Ideal sartlarda, her bir dongii sonrasinda iiriin miktari ikiye
katlanmaktadir. Otuz dongiiden olusan bir PZR’de kopya sayisi
reaksiyon tamamlandiginda 23°=1073741824 e ulasabilmektedir.
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Sekil 8. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kalip DNA’nin Cogalma Asamalari
(Aryal, 2018)

1.1.4. Zincir sonlandirma yontemi (Sanger Dizileme)
ile DNA dizileme
Kisa DNA parcalarindaki niikleotit dizilerini ortaya ¢ikarmanin birgok
yontemi mevcuttur. Giliniimiiz de dahil bu yontemlerden en ¢ok
kullanilan1 Sanger dizileme yoOntemidir. Yontem Frederick Sanger
tarafindan 1977 yilinda gelistirilmistir ve temeli DNA polimeraz
aktivitesi ile dideoksiniikleotittrifosfatlar (ddNTP) kullanilarak zincir

sonlandirilmasma dayanir. Reaksiyon tipki klasik PZR gibi baglar,
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fakat farkli floresan boyalar ile isaretlenen ddNTP’ler her bir uzama
reaksiyonunu sonlandirir (Sekil 9). Her bir reaksiyonun, hangi ddNTP
ile sonlandirildig1 floresan boya seviyesini okuyan bir algilayici ile
tespit edilir. Bilgisayar ortamina aktarilan floresan verileri Adenin i¢in
yesil, Guanin i¢in siyah, Timin i¢in kirmiz1 ve Sitozin i¢in mavi renkte
temsil edilir ve bir elektroferogram verisi olusturulur (Sekil 10).
Elektroferogramda her renk bir niikleotiti ve floresan sinyal giiciinii

gosterir.

A TGC

O GQ > -

Sekil 9. Sanger Yontemi ile Gergeklestirilen DNA Dizileme Isleminde
Floresan Boyali ddNTP’lar DNA Polimeraz ile Uzatilmaya Baslanan Zincirleri
Sonlandirir

(Https://En.Wikipedia.Org/Wiki/Sanger_Sequencing#/Media/File:Sequencing.Jpg)

1.1.5. Temel biyoenformatik analizler
Her laboratuvar isleminin ardindan oldugu gibi DNA barkodlama

siirecinde de laboratuvar islemleri tamamlandiginda elde edilen




verilerin bilgisayar ortaminda (in silico) islenmesi ve anlamli bir
sonu¢ haline getirilmesi gerekmektedir. Verilerin bilgisayar ortaminda
islenmesi siireci, en az laboratuvar islemleri kadar titizlikle
gergeklestirilmelidir. Clinkii verilerin islenmesi sirasinda olusabilecek
hatalar DNA barkodlarin1 dogrudan etkilemektedir.

Sanger DNA dizileme sonuglari, arastiricilara abl dosya formatinda
teslim edilir. Bu dosya igerisinde hem niikleotit dizileri hem de

elektroferogram verileri yer alir (Sekil 10).

180 190 200
c T A GCATTTOGACTT COCGTACCATCTG A A

Sekil 10. DNA Dizileme Islemi Sonucunda Olusturulan Elektroferogram

Verisi GOrinimi

DNA dizleme dosyasi bilgisayarda goriintiileyebilmek ic¢in bir¢ok
farkli yazilim kullanilabilir. Bunlardan {icretsiz olan bazi yazilimlar;

> BioEdit (Hall, 1999)

» FinchTV (https://digitalworldbiology.com/FinchTV)

» Chromas (http://technelysium.com.au/wp/chromas/)

» MEGA (https://www.megasoftware.net/)

» Chromatogram Explorer

(http://www.dnabaser.com/download/chromatogram-explorer/)

» Seqverter (http://www.genestudio.com/download_seq.htm)
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Yukarida listelenen iicretsiz yazilimlar veya satin alinabilecek daha
kapsamli yazilimlar ile abl formatindaki elektroferogram dosyalari
acilip diizenlenebilir ve DNA dizi verileri herhangi bir metin
diizenleyicisi tarafindan acilabilir 06zellige sahip olan FASTA

formatina doniistiirtilebilir.

DNA dizileme dosyasi iizerinde yapilacak ilk islem, dizi verilerinin
basinda ve sonunda bulunan diisik kaliteli okumalarin

temizlenmesidir ve bu islem “trim” olarak adlandirilir (Sekil 11).

/\/\/\ﬁvm Tl iL mNLMMmA J\ A Mm N\/m Y m»w'wfm?mm T

\ALJV\A[\{\A@NW\
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Sekil 11. DNA Dizileme Dosyasmda Her iki Ugta Bulunan Ve Temizlenmesi

Gereken Diisiik Kaliteli Bolgelerin Gériiniimii (Kirmizi [le Gosterilmistir)

Diisiik kaliteli okuma bdlgelerinin temizlenmesinin ardindan dogru
bolgenin dizilendigini teyit etmek amaciyla National Center for
Biotechnology Information (NCBI) hizmetinde bulunan Basic Local
Search Alignment Tool (BLASTn - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) kullanilarak niikleotit BLAST islemi yapilmasi ve eslesen



sonuclarin incelenerek istenilen organizmaya ait oldugu kontrol
edilmelidir. Beklenen organizma yerine farkli ve filogenetik agidan
uzak bir organizma ile yiiksek oranda eslesme saglaniyorsa,
laboratuvar islemlerinde bulagsma (kontaminasyon) durumundan veya
DNA dizileme hizmetinin alindig1 biyoteknoloji firmasindan kaynakli
bir sorun olabilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir ve tiim islemler
titizlikle kontrol edilmelidir.

Elde edilen barkod bdlgesinin kodlayan dizi (coding sequence — CDS)
icermesi durumunda bu bolgenin etiketlenmesi (annotation), daha
sonra yapilacak calismalarda kolaylik saglayacaktir. Etiketleme islemi
icin birgok yontem mevcuttur. Basit ve licretsiz olan yontem, elde
edilen barkod bolgesine BLASTn isleminin uygulanmasi ve sonug
gosterim ekraninda “Alignment” sekmesinin altinda bulunan “CDS”
seceneginin isaretlenmesidir (Sekil 12). Boylelikle barkod dizisinde
kodlayan bolgeler, NCBI veri tabaninda bulunan kodlayan bolgeler ile
eslestirilecektir (Sekil 12).

PREDICTED: Prunus mume floricaula/leafy homolog (LOC103338154), mRNA
Sequence ID: XM_008241346.2 Length: 1489 Number of Matches: 1

Range 1: 1008 to 1167 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
296 bits(160) 2e-76 160/160(100%) 0/160(0%) Plus/Plus
CDS: Putative 1 1 ¢ L D E E R 8 N AL RURV F K EUR G E N
Query 1 TTGCTTEEACGAGGAGGCCTCCARTGCACTGAGGAGAGTTTTTAAGGAGAGRAGECGARAR
R R NN NN NN RN R RE|
Sbjct 1008 TTGCTTGCACGAGGAGGCCTCCAATGCACTGRACGGACRCTTTTTARGCAGACRGGCGRARAL
CDS:PREDICTED: LOW Q 307 ¢ L D E E AR 5 N A L R R V F E E R G E N
CDS: Putative 1 21 v 6 B W R Q AR C ¥ K 2 I B 2 G Q G
Query el TGTGEGEEECCTGEAGRCAGGCATGTTACAR GCCATTGCAGCRGGCCRAGGE
PELETRLEEEE TP E el PEETELLIEEEEErrrrd
sbijct 1068 TGTGGGGECOTGGAGRCAGECATGTTACAR GCCATTGCAGCRAGGCCARGE
CDS:PREDICTED: LOW Q 327 v 6 A W R Q A C Y K A I A xr G Q G
CDS: Putative 1 41 w I DA I F N S H P R L
Query 121 cT GGG“JI‘I‘aATGCCAT\.TT"‘AA’I‘TCTCr CTC 160
PELETRLEEEE el I
Sbjct 1128 CTGGGACATTGATGCCATCTTCRATTCTCATCOCCGACTC 1167
CDS:PREDICTED: LOW Q 347 W D I DA I F N S H P R L

Sekil 12. LFY Barkod Bélgesinin Blastn Islemi Sonrasinda CDS Segenegi ile

Kodlayan Bolgesinin Gosterimi
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Yukarida belirtilen temel biyoenformatik analizler gerceklestirildikten
sonra DNA barkod bolgeleri, c¢alismanin amacma gore ileri

biyoenformatik analizler i¢in hazir duruma gelmektedir.

Degerlendirme

DNA yapisinin detayli bir sekilde kesfedilmesinden sonra, genomda
bulunan kisa DNA dizilerinin bitki sistematiginde ve filogenisinde
kullanimi, hem bitki sistematik¢ileri hem de molekiiler biyologlar i¢in
bir doniim noktas1 olmustur. Klasik morfolojiye dayali sistematik,
ozellikler karmasik bitki gruplarinda (Or: orkideler) tiirlerin ve hatta
Cinslerin birbirlerinden ayrimi noktasinda tikanmis durumdadir.

DNA barkodlama, sistematik ve filogenetik kullanim avantajlarinin
yani sira, bitkisel ve hayvansal iiriinlerin igeriklerinin tespitinde de
olduk¢a sik kullanilmaktadir. Bitkisel {irlinlerin = giivenirliginin
kontroliinde ve gida aldatmacalarinin tespit edilmesinde yukarida
deginilen DNA  barkodlama bdlgeleri yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Analizler dncesinde, lizerinde g¢alisilacak olan bitki
grubuna 6zel DNA barkodlama bolgesinin belirlenmesi i¢in literatiir
taramas titizlikle yapilmali, gerekli goriildiigli durumlarda ¢alisilacak
bitki  grubuna  0zgli  primerlerin  sentezlenmesi  gerektigi

unutulmamalidir.
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2. GERCEK-ZAMANLI KANTITATIF POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU TEMELLI YUKSEK COZUNURLUKLU
ERIME YONTEMIi (HIGH RESOLUTION MELTING VEYA
HRM)

DNA’nin in vitro sartlarda polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle
cogaltilmaya baslandigi 1983 yili, molekiiler biyoloji i¢in bir
kilometre tasidir. Teknik, temel olarak yiiksek 1s1ya dayanikli Thermus
aquaticus bakterisinden izole edilen polimeraz enziminin (Taq
polimeraz) ¢ok az miktardaki DNA’y1, tekrar eden dongiiler halinde

milyonlarca kopya halinde ¢ogaltmasina dayanir.

Gergek-Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time
gPCR), in vitro sartlarda ¢ogalan amplikonlarin c¢esitli floresan
boyalar ile isaretlenerek gercek zamanli olarak takip edilebildigi,
cogalmanin ne kadar oranda gergeklestiginin hesaplanabildigi ve hatta
cogalan amplikon sayisinin  belirlenebildigi  bir  yontemdir.
Cogalmanin takip edilebilmesi ve hesaplanabilmesi, Ozellikle
canlilarin gen anlatim seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
qPCR temelli olduk¢a yeni bir teknoloji olan HRM, amplikonlara
kademeli olarak sicaklik artis1 uygulamasiyla floresan boyali olan ¢ift
iplikcikli DNA’nin (dsDNA) denatiire olup tek iplik¢ikli DNA’ya
(ssDNA) doniisiirken meydana gelen floresan 1s1ma oranindaki
degisimin siirekli olarak oOlgiilmesine dayanir (Sekil 13 ve 14).
DNA’nin denatiirasyon siiresi DNA molekiiliiniin uzunluguna,
Guanin/Sitozin igerigine ve icerdigi niikleotit cesitlerine baghdir.

Sicaklik artisina bagl olarak denatiire olan DNA’nin floresan 1s1masi
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azalmaya baglar ve son derece hassas bir detektor tarafindan algilanir.
Sonug olarak farkli amplikonlar farkli zamanlarda 1sima farklilig
gosterir ve bu sekilde tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) dahi son
derece hassas olarak algilanir. HRM tekniginin bu denli hassas olusu,
genotipleme, metilasyon seviyesinin Ol¢imii, popiilasyon genetigi,
gida iriinlerindeki sahteciligin tespiti, gida glivenirliginin korunmasi

ve daha bir ¢ok alanda kullanimina olanak saglamaktadir.

1.0—
g 0.8—
26
c
©
g 0.4
o
w 0.2
0.0
78
Sicaklik °C
Sekil 13. Farkli Genotiplere Ait HRM Erime Egrileri
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Sekil 14. Bir Genotipe (Genotip B) Normallestirilmis HRM Erime Egrileri




HRM yonteminde islem basamaklar1 temelde su sekilde

siralanmaktadir;

2.1. Cahsilacak Bitki Grubuna Ozgii Molekiiler
Belirteclerin Belirlenmesi
Tipki DNA barkodlamada oldugu gibi, HRM yonteminin dogru
sonuglar verebilmesi icin dogru molekiiler belirteclerin (markir)
secilmesi gerekmektedir. HRM yonteminde sonucun dogrulugu,
calisilan bitki genotiplerinin birbirlerinden ayirt edilebilmeleri, yani
qPCR ile c¢ogaltilacak bdlgelerin SNP icermeleri anlamina
gelmektedir. HRM yonteminin kullanildigi ¢alismalarda genomdaki
basit dizi tekrarlarinin (Simple Sequence Repeat veya SSR) oldukca
yogun olarak kullanildig: goriilmektedir. Bitki genetik calismalarinda
oldukca onemli rolii olan SSR belirtegler, ozellikle genotipleme
amactyla uzun bir siiredir kullanilmaktadir. Genom boyunca tekrar
eden bu dizilerin tekrar sayilari ve motifleri (niikleotit siralamalari),
bitki gruplarmnin birbirlerinden aywrt edilebilmesine yardimeci

olmaktadir.

Bitkisel iiriinlerin ve gida triinlerinin HRM yontemi ile analizleri
yapilmadan oOnce, calisilacak bitki grubuna 0Ozgii (spesifik) SSR
belirtegler detayl literatiir taramasi ile belirlenmelidir. Her Real-Time
gPCR analizinde oldugu gibi en verimli sonu¢ i¢in amplikon
boyutunun 150 bg¢’den kiigiik olmasi (ideal olarak 120 bg)

gerekmektedir.
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HRM analizlerinde giiniimiizde SSR belirtegleri haricinde DNA
barkod bdlgeleri de kullanilmaya baslanmistir ve bu yontem BAR-
HRM olarak isimlendirilmektedir. Filogenetik a¢idan yakin bitki
gruplarin1 ayirt edebilme giiciine sahip barkod bolgeleri, amplikon
boyutu 150 bg¢’nin altinda olacak sekilde yeni primerler tasarlanarak
HRM analizleri i¢in kullanilmaya uygun olmaktadir. Druml ve
Cichna-Markl (2014), tarafindan yapilan bir derleme makalede, HRM
ile gida triinlerinin analizlerinin yapildig1 bir¢ok ¢alisma derlenmis ve
hangi gida tiriinlerinde hangi HRM isaretgilerinin kullaniminin yaygin

oldugu tablo halinde verilmistir.

2.2. HRM reaksiyonu
Oda sicakliginda son derece duragan (stabil) olan ¢ift iplik¢ikli DNA,
artan sicakliklarda denatiire olur ve belirli sicakliga geldiginde her bir
iplik¢ik birbirinden ayrilmaktadir. Cift iplik¢ikli DNA’nin %50’sinin
denatiire oldugu sicaklik erime sicakligi (Melting Temperature veya
Tm) olarak adlandirilmakta ve Tm, DNA pargasindaki niikleotit
cesidine, parcanin uzunluguna ve Guanin/Sitozin igeriine gore
degisiklik gostermektedir. Guanin ve Sitozin bazlar1 arasinda bulunan
ticlii hidrojen bagi, Adenin ve Timin arasindaki ikili hidrojen bagina
gore daha saglam olmakta ve daha yiiksek Tm’da kopmaktadir. Bu da
Guanin ve Sitozin bazlarinca zengin olan DNA parcalarinin daha
yiiksek sicakliklarda denatiire olmas1 anlamina gelmektedir. Biitiin bu
farklarin tespit edilebilmesi DNA’nin floresan olarak boyanmasina
baghdir. Ornegin SYBR® Green boyasi, ¢ift iplikcikli DNA’ya,

niikleotit dizisi ne olursa olsun baglanmaktadir. SYBR® Green cift
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iplikcikli DNA’ya baglanmadigi durumda olduk¢a az floresan
parlakliga sahipken, ¢ift iplik¢ikli DNA’ya baglandigi durumda son
derece yliksek parlakliga sahiptirr. HRM sirasinda kademeli olarak
artan sicaklik (6r: 0,05°C/s) DNA’y1 denatiire edeceginden floresan
parlakliginda siirekli bir azalmaya neden olacaktir. Bu ydntemde
hassas bir detektor tarafindan Slgiilen floresan parlaklik seviyesine ait
veriler, yazilim tarafindan sicaklik degerleri ile bagdastirilarak iki
boyutlu bir grafik haline doniistiiriilmekte ve reaksiyondaki genotipler

arasindaki farklar ortaya ¢ikarilmaktadir.

2.3. Veri analizi
Sicakligin  kademeli olarak arttirlldigi  erime islemi sirasinda
kaydedilen floresan parlama (F) ve sicaklik (T) wverileri cihaz
tarafindan saglanan yazilim veya harici istatistik yazilimlari
kullanilarak anlamli hale dontstiiriilebilmektedir. Yazilim tarafindan
olusturulan erime egrileri arasindaki farklar, reaksiyona sokulan
bitkisel iirlinler arasindaki genotip, cesit veya tiir farklarini ortaya
koymaktadir. Bir 6rnekle agiklamak gerekirse, sadece A bitkisinden
elde edilmesi gereken bir bitkisel {irliniin igerisinde farkli bitkisel
katki maddelerinin oldugundan siiphelenildigi durumda, HRM analizi
A bitkisi referans alinarak gergeklestirilir. Yani reaksiyona hem A
bitkisi hem de siiphelenilen bitkisel {iriin ayn1 anda dahil edilir ve
sonugta yazilim tarafindan olusturulan erime egrilerinin A bitkisine ait
erime egrisi ile tam olarak oOrtiislip Ortlismedigi gozlemlenir. Tam

olarak ortiisme durumunda bitkisel iirlinlin orijinalligi teyit edilirken,
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farkli erime egrilerinin goriilmesi, bitkisel {iriin igerisinde farkli katki

tirtinlerinin oldugunu gostermektedir.

Degerlendirme

Son on yi1lda HRM yo6nteminin bitkisel gida tirlinlerinin orijinalliginin
belirlenmesinde, gida iriinlerine eklenen katki maddelerinin
belirlenmesinde, gida aldatmacasinin tespitinde kullanilabilmesi igin
olduk¢a yogun caligmalar yapilmakta ve HRM yontemine ve en ¢ok
gida aldatmacasinin yapildigr bitkisel {riinlere 06zgii primerler
gelistirilmektedir. Yontemin diisiik maliyetli, son derece hizli ve en az
laboratuvar islemi kullanilarak gerceklestirilebilir olmasi, gelecekte
gida lriinlerinin orijinalliginin tespitinde glivenle kullanilabilecek bir

yontem olabilecegini biz arastiricilara gostermektedir.

3. YENI NESIL DiZILEME TEMELLi YONTEMLERE GENEL
BiR BAKIS

Uzun yillardir kullanilan ve DNA polimeraz enzimi ile zincir
sonlandirmali dideoksiniikleotitlerin segici olarak dahil edilmesine
dayanan Sanger dizileme yontemi ilk defa 1977 yilinda Frederick
Sanger ve meslektaslari tarafindan gelistirilmistir. Yaklasik 40 yildan
fazladir genis capta kullanilan bu yontemin yerini giiniimiizde Yeni
Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing veya NGS) almistir.
Patel ve digerleri, 2006, tarafindan gerceklestirilen maliyet analizi
caligmasina gore Hepatit C virlisiiniin tespit edilebilmesi i¢in Sanger
dizilemede £178 (yaklasik H1280) harcanmasi gerekirken NGS’de
£119 (yaklasik H856) harcanmasi yeterlidir (2020 yili i¢in yaklasik
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fiyatlandirma). Basta fark kiiciik gibi goriinse de milyonlarca
niikletitin oldugu genom dizileme s6z konusu oldugunda bu fark on
binlerce Tiirk Lirasi’na denk gelmektedir. Sanger dizilemenin aksine,
NGS’de paralel olarak ayni anda milyonlarca dizileme reaksiyonunun
gerceklestirilmesi, tim dizileme isleminin olduk¢a kisa siirede

gerceklestirilmesini saglamaktadir.

Tim bu avantajlar1 ile NGS, transkriptom dizilerinin ortaya
cikarilmasinda, plastit ve ¢ekirdek genomlarinin ortaya ¢ikarilmasinda
giintimiizde kullanilan en verimli yontemdir. Farkli firmalar tarafindan
NGS sistemi siirekli olarak gelistirilmekte, firmalar arasindaki bu
yogun rekabet molekiiler biyologlar ve biyoteknologlarin islerini

oldukea kolaylastirmaktadir.

3.1. RNA-Seq
Molekiiler biyoloji biliminde santral dogma, DNA’da genler igerisinde
saklanan bilginin 6nce RNA’ya (transkripsiyon), sonra da proteine
(translasyon) aktarilmasini tanimlamaktadir (Crick, 1970). DNA’da
yer alan bu genetik bilginin fenotipe doniisebilmesi, ¢evresel
faktorlerin de dahil oldugu bir¢ok uyarana baghdir. Bu nedenle
canlilarda fenotipin belirlenmesini saglayan RNA’nin tamaminin
(transkriptom) dizilenmesi, canlilarin genetik ve morfolojik

iligkilendirilmesi i¢in 6nemli veriler saglayabilmektedir.
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Yiksek verimli yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelisimi,
transkriptomiklerin analiz edilebilmesini saglamistir. Bu yontemde
RNA oncelikle tamamlayici DNA’ya (complementary DNA veya
cDNA) dontstiiriiliir. Daha sonra bu cDNA’dan, se¢ilen NGS
teknolojisine gore bir kiitiiphane olusturulur ve NGS islemini

gerceklestiren cihaz ile dizi okumalar gergeklestirilir.

Transkriptom dizilemenin ilk asamasi RNA’nin organizmadan
izolasyonudur. RNA-Seq analizlerinin giivenilir olabilmesi i¢in
yiiksek kaliteli RNA’ya ihtiya¢g duyulmaktadir. Bu nedenle RNA
ekstraksiyon siirenin son derece dikkatli yapilmasi ve herhangi bir
DNA kontaminasyonunun olmamasi gerekmektedir. Farkli organizma
ve doku ¢esitlerinden yiiksek kaliteli RNA izolasyonu saglanabilmesi
icin piyasada bir ¢ok markaya ait RNA izolasyon Kkitleri
bulunmaktadir. Arastiriciya diisen gorev, calisacagi organizmaya en
uygun kite karar vermek, iireticinin protokoliinii takip etmek ve
gerekirse protokolii degistirerek en verimli RNA ekstraksiyonu

yontemini olugturmaktir.

Tiim NGS islemlerinde ortak olan adim kiitliphane hazirlanmasidir.
RNA’nin dokudan izolasyonu sonrasinda ters transkripsiyon enzimi
kullanilarak ¢cDNA sentezi yapilir. ¢cDNA’nin NGS teknolojisine
uygun hale getirilmesine kiitliphane hazirlama asamasi1 denilmektedir.
Kiitliphane hazirlama asamasi kullanilan RNA c¢esidine ve NGS
teknolojisine gore farklilik gostermektedir. Kiitliphane hazirlama

islemi; istenilen RNA molekiiliiniin dokudan izolasyonu, ters
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transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenmesi, rastgele primerler
kullanilarak cDNA’nin ¢ogaltilmasi veya kiiclik pargalara ayrilmasi ve
son olarak bu parcalara dizileme adaptorlerinin  baglanmasi
adimlarindan olusmaktadir. Arastiricinin hangi NGS teknolojisini
kullanacagin1 6nceden belirlemesi ve teknolojiye uygun protokoller

kullanarak NGS oncesi islemleri titizlikle yapmasi gerekmektedir.

Ister RNA-Seq olsun, ister diger NGS yontemleri, dizileme isleminin
son asamasi, elde edilen milyonlarca dizi okumasiin
birlestirilmesidir. Bu asamada sirasiyla dizi okumalar1 temizlenir
(trim), hizalanir (align), pargalar bir araya getirilir (assemble), okuma
kalitesinin  degerlendirilir ve son olarak birlestirilen veriler

degerlendirilir (Sekil 15).

Hizalama

&~ ~

Referansa gore birlestirme De novo birlestirme

Sekil 15. NGS Verilerinin Biyoenformatik Olarak Islenmesi
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RNA-Seq ile genomda fonksiyonel diziler ortaya cikarilabilmekte,
genetik bilgi fenotip ile iliskilendirilebilmekte ve bitki gruplar
birbirinden ayirt edilebilmektedir.

3.2. Genom dizileme
NGS teknolojisinin sagladigi en onemli getirisi kuskusuz canli
genomlarinin - kisa slirede ve wuygun maliyetli olarak ortaya
cikarilmasidir. Birgok NGS teknolojisi mevcuttur (Illumina, NovaSeq,
lonTorrent Pacific BioSciences, Oxford Nanopore ve her gegen giin
eklenen yeni teknolojiler) ve biitlin bu teknolojilerin temeli
milyonlarca kiigiik dizinin paralel olarak okunmasina dayanmaktadir.
Tipki RNA-Seq yontemindeki gibi is akist neredeyse tamamen
aynidir. Genom dizilemedeki en biiyiik fark, baslangi¢ molekiilii
olarak RNA’nin degil, DNA’nin kullanilmasidir. Bdylece cDNA

sentezleme asamasi da is akigindan ¢ikarilmaktadir.

Genom dizilemede karar verilmesi gereken en dnemli nokta 6zellikle
bitkilerde hangi genomun dizisinin elde edilmesine ihtiyag
duyuldugudur. Bitki hiicrelerinde, hayvan hiicrelerinin aksine yer alan
kloroplast, bitki genomu calisan arastiricilar i¢in bir ek secenektir.
Cekirdek genomuna gore ¢cok daha kiiciik olmasi, dizileme isleminin
cok daha kisa silirmesini ve ¢ok daha az maliyetli olmasim
saglamaktadir. Ayrica kloroplast genomunda, bitki gruplarinin
birbirlerinden ayirt edilebilmesini saglayan barkod boélgelerinin
bulunmasi, kloroplast genomunu bitki gruplarinin teshisi ve bitkisel
tiriinlerin tanimlanmasinda kullanimima olanak tanimaktadir. Bunun

yani sira mitokondri genomunun dizilenmesi ile de hem bitki hem de
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hayvan gruplarinin teshisinde kullanilabilecek bircok molekiiler

isaretci ortaya c¢ikarilabilmektedir.

Genel Degerlendirme

Gegtigimiz son 100 yil, hem teknolojide hem de teknolojiye bagh
olarak molekiiler biyolojideki gelismelerin en fazla ivme kazandigi
donemdir. DNA yapisinin kesfedilmesinin tizerinden (1953) 30 yil
sonra, DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu ile g¢ogaltilmaya
baslanmigtir (1983). DNA pargalarinin baz dizileri Sanger’in zincir
sonlandirma yontemiyle ortaya cikarilmistir (1977) ve giiniimiizde bu
teknoloji halen kullanilmaktadir. Molekiiler biyologlar ile birlikte
calisgan miihendislerin ve bilgisayar programcilarinin azmi ile
giiniimiizde bir organizmaya ait tim genom dizisi sadece birka¢ saat
icerisinde ortaya ¢ikarilabilir duruma gelmistir. Molekiiler biyolojinin
tim bu imkanlarindan yararlanilarak insan sagligina etki eden ilk
faktor olan besinlerin testlerini yapmak, insanlarin daha kaliteli besin
maddelerine erisebilmelerini ve gida maddeleri igerisine katilabilecek

katki maddelerine kars1 daha bilingli olmalarin1 saglamaktadir.

Bu kitap boliimiinde anlatilan modern molekiiler biyoloji yontemleri,
bitkisel gida iirtinlerinin igeriklerinin tespit edilmesinde, bitkisel
tirlinlerin igeriklerine eklenen katki maddelerinin belirlenmesinde ve
bitkisel {irlinlerde gida aldatmacalarimin  tespit edilmesinde
kullanilabilen yiizlerce yontemden sadece birkagidir. Arastiricilar,
hangi bitki grubu ile ¢alisacaklarsa bu konuda literatiir ¢calismalarini
titizlikle gerceklestirmeli, literatiirdeki bosluklar1 iyi tespit etmeli ve

bu bosluklar1 doldurabilecek kendi yontemlerini gelistirmelidirler.
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GIRIS
Molekiiler belirteclerin ortaya ¢ikmasini gerektiren en Onemli
faktorlerden biri klasik bitki 1slahinin ¢ok zaman almasi ve daha hizli,
daha etkin bir sekilde, eldeki bitki materyalinin daha verimli kullanimi
acisindan  molekiiler  belirteglerin ~ kullanirmmi  gerektirmistir.
Molekiiler belirteclerin  bitki 1slahinda seleksiyon stratejilerini

gelistirmek i¢in genis kapsamli yeni uygulamalarin benimsenmesinde

onemli dlgtide etkilemistir (Yorgancilar vd. 2015).

Gilintimiizde teknolojnin gelismesiyle birlikte genetik diizeyde olan
calismalar da giderek hiz kazanmaktadir. Bu baglamda bitki 1slahi,
bitki gruplari arasindaki genetik cesitlilikten kaynaklanan gesitliligi ve
genetik yapiyr anlamak basartyr artirmada en 6nemli faktorlerden
biridir (Abdellatif ve Soliman 2013). Kiiltiir bitkilerinde farkli gesit
iiretebilmek icin 1slah calismalarinda iyi ebeveynler segilerek basari
sanst artirilabilir. Bitki popiilasyon yapisini anlamak ve heterotik
gruplar1 tanimlamak i¢in genetik ¢alismalarda molekiiler belirteclerin
kullanim1 oldukca 6nemlidir. Genetik ¢esitliligin ortaya konmasinda
morfolojik belirtecler (Van Esbroeck vd. 1999), biyokimyasal
belirtecler (Wendel vd. 1992) ve DNA’ya dayali molekiiler belirtecler
(Yu vd. 2012) kullanilarak yapilmaktadir. Her ne kadar morfolojik ve
biyokimyasal belirtecler kullanilsa da bu belirtecler ¢cevre sartlarindan
etkilendiklerinden ~ bitki  genomunu  tanmimlamakta  yetersiz
kalmaktadirlar (Lukonge vd. 2007). Molekiiler belirtecler ise

dogrudan allellik ¢esitliligini 6lgebildikleri ve organizmalar arasindaki
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genetik uzakliklar1 verdiklerinden dolay1r daha giivenilir ve bilgi
vericidirler (Tyagi vd. 2014). Ozellikle 1985 yilinda Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (PZR) icat edilmesiyle farkli ¢alismalarda kullanilmak
lizere molekiiler belirteglerin iiretimi daha da artmistir. PZR tabanli
molekiiler belirtegler, popiilasyon genetigi, genotip tanimlamalar1 ve
korunmasi, tohum saflifi ve hibrit kalitesinin izlenmesi, gen
etiketlemesi, germplazm degerlendirmesi, filogenetik ¢aligsmalar,
akrabalik ¢aligmalari, teshis, genetik ve adli tip, konservasyon gibi
molekiiler genetik c¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Alzohairy vd 2015). Ideal bir molekiiler belirteg tekniginin;

1. Polimorfik olmas1 ve biitiin genomda kullanilabilir olmas1

2. Genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda gii¢lii olmasi

3. Cok sayida olmasi, bagimsiz olmasi ve giivenilir belirtecler

iiretiyor olabilmesi

4. Karmagik olmamali, hizli sonug veriyor olmali ve ucuza mal

edilmesi

5. Az miktarda Niikleikasite veya dokuya ihtiya¢ duymasi

6. Farkli fenotiplerle baglanti olusturmasi gibi 6zelliklere sahip

olmasi istenen ozellikleri arasindadir.
Fakat hicbir molekiiler belirteg¢ teknigi yukarida bahsedilen ideal bir
belirte¢ tekniginin hepsine ayni anda sahip olamamaktadir. Molekiiler
belirtecler, kodlama yapan veya kodlama yapmayan lokuslarda
genomun farkli bolgelerini hedefler. Buna bagl olarak giiniimiize dek
100 yakin belirteg teknigi gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 Tablo

1°de gelistirilme donemlerine bagli olarak gruplandirilmistir.
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Tablo 1. Giiniimiize Degin Gelistirilmis Bazi Molekiiler Belirteglerin Bilgileri
(Alzohairy vd 2015)

KISALTMA  YIL TEKNIiK KAYNAK
A) Birinci Nesil belirtegler
ASO 1986 Allele Specific Oligonucleotides Saiki et al. (1986)
Allele Specific Polymerase Chain Landegren et al.
AS-PCR 1988 .
Reaction (1988)
OP 1988 Oligonucleotide Polymorphism Beckmann (1988)
PCR 1985 Polymerase Chain Reaction Saiki et al. (1985)
Restriction Fragment Length|Grodzicker et al.
RFLP 1974 .
Polymorphism (1974)
Single Stranded Conformational,
SSCP 1989 . Orita et al. (1989)
Polymorphism
STS 1989 Sequence Tagged Site Olsen et al. (1989)
VNTR 1985 Variable Number Tandem Repeats Jeffreys et al. (1985)

B) Iikinci Nesil Belirtecler

Arbitrarily Primed Polymerase Chain Welsh and
AP-PCR 1990 .
Reaction McClelland (1990)
Amplification  Refractory = Mutation
ARMS 1992 Newton et al. (1989)
System PCR
Cleaved Amplified Polymorphic Akopyanz et  al.
CAPS 1992 2 A -
Sequence (1992)
Degenerate Oligonucleotides Primer - .
DOP-PCR 1992 Telenius (1992)
PCR
. . Weining and
1SJ-PCR 1991 Intron-Exon Splice Junction PCR .
Langridge (1991)
. Zietkiewicz et al.
ISSR 1994 Inter Simple Sequence Repeats
(1994)
. . . - Caetano-Anolles et al.
MAAP 1993 Multiple Arbitrary Amplicon Profiling
(1993)
Randomly ~ Amplified  Polymorphic|
RAPD 1990 Williams et al. (1990)
DNA
) . Klein-Lankhorst et al.
Double-RAPD 1991 RAPD by using two primers
(1991)
Restriction Landmark Genome
RLGS 1991 . Hatada et al. (1991)
Scanning



SAMPL

SCAR

SSR

STMS

1994

1993

1992

1990

Tetra-PCR 1992

Selective Ampl. MicroSatellite Morgante and Vogel

Polymorph. Loci (1994)

Sequence  Characterized ~ Amplified Paran and Michelmore
Region (1993)

Simple Sequence Repeats Akkaya et al. (1992)

Beckmann and Soller
(1990)

Allele specific amplification by tetra-
Ye et al. (1992)

Sequence Tagged Micro Satellite Sites

primer PCR

C) Ugiincii Nesil Belirtecler

AFLP

ASAP

CFLB

1995

1995

1996

DAMD-PCR 1997

IMP
IRAP
ISTR
MITE
gRT-PCR

RBIP

REMAP

R-ISSR

R-PCR

RT-PCR
SNP

2001

1999

1996

2000

1996

1998

1999

2005

1995

1993
1994

Amplified Fragment Length
. Vos et al. (1995)
Polymorphism

Allele Specific Associated Primers Gu et al. (1995)

Cleavage Fragment Length
. Brow (1996)
Polymorphism

Directed Ampl. of Mini Satellite DNA- .
PCR Bebeli et al. (1997)

Inter-MITE Polymorphism Chang et al. (2001)

Inter-  Retrotransposon  Amplified
) Kalendar et al. (1999)
Polymorphism

Inverse Sequence-Tagged Repeats Rohde (1996)

Miniature Inverted-Repeat Transposable
Casa et al. (2000)
Element

quantitative Real Time PCR Heid et al. (1996)

Retrotransposon  Based  Insertional
) Flavell et al. (1998)
Polymorphism

Retrotransposon-MicroSatellite  Ampl.
Kalender et al. (1999)
Polym.

Combinations of RAPD-ISSR and
Ye et al. (2005)
RAPD-SSR

. Puskdas and Bottka
Restricted-PCR

(1995)
Real-Time PCR Higuchi et al. (1993)
Single Nucleotide Polymorphisms Jordan and Humphries
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SRAP 2001 Sequence Related Ampl. Polymorphism
SSAP 1997 Sequence Specific Ampl. Polymorphism
TE-AFLP 2000 Three Endonuclease AFLP
. Triple RAPD by using three primers, or
Triple-RAPD 2008
more
D) Yeni Nesil Belirtegler
DArt 2004 Diversity ARrays Technology
Kbioscience  Allele-Specific  Polym.
KASP 2013
Assay
Methylation Sensitive Ampl.
MSAP 2003 .
Polymorphism
RGF 2008 Recursive Genome Function
SRNA-qRT-
2010 Small RNA gRT-PCR
PCR
E) Genom Dizileme (Birinci ve Yeni Nesil)
AFFYMETRIX 1991 DNA and RNA Microarrays / Chip
ddNTPs 1980 Dideoxynucleotide Sequencing (ABI)
ILLUMINA / The first Short Read Sequencer /
2008/2006 = .
SOLEXA bridgePCR
Proton sequencing (Portable sequencer)
lon Torrent 2010
/ emPCR
NanoPorSeq
@ 2015/1995 Nanopore genome sequencer
Pyrosequencing (the 1st Next Gen. Seq.
ROCHE454 1996 yrosed o “)
/ emPCR
RT-SEQ Single Molecule Real Time seq./
2013/2010
(SMRT) PACBIOSCI
SOLID/ABI 2006 Seq. by Oligonucl.
Detection / emPCR
) Single-molecule sequencing with
StarLight (?) 2015

quantum dots

(1994)

Li and Quiros (2001)
Waugh et al. (1997)
Van der Wurff et al.
(2000)

Mansour et al. (2008)

Wenz| et al. (2004)
Uitdewilligen et
(2013)

al.

Baurens et al. (2003)

Pellionisz (2008)

Varkonyi-G and
Hellens (2010)

Fodor et al. (1991,
2007)

Sanger et al. (1980)

in: Bentley (2006)

Pennisi (2010)

Hayden (2012)

Ronaghi et al. (1996,
1999)

http://pacbiodevnet.com

Ligation  and jn: Tang et al. (2009)

in: Glenn et al. (2011)

45



1. BIYOKIMYASAL BELIRTECLER

Biyokimyasal belirteglerin kullanimi, tohum depolama, proteinlerinin
ve izozimlerinin analizini igerir. Bu teknik enzimatik fonksiyonlari
kullanir ve spesifik genler icin alel frekanslarinin o6l¢iilmesinde
kullanilan gii¢clii ve nispeten ucuz bir yontemdir. Allozimler,
populasyonlar arasinda ve populasyonlar igerisinde gen ve genotipik
frekanslarin bir tahminini saglar. Bu bilgi genetik c¢esitliligi, gen
akisini, tiirlerin genetik yapisin1 ve tiirlerin disa gecis oranlari,
populasyon yapist ve bitki yabani akrabalarinda oldugu gibi
populasyon ayrigsmasi arasindaki karsilastirmalari  6lgmek icin
kullanilabilir (Brown 1979, Hamrick ve Godt 1997, Guarino 1999,
Volis vd. 2001, Gonzalez vd. 2005, Spooner vd. 2005).

Biyokimyasal belirteglerinen 6nemli avantajlari, ko-dominant
ozellikte olmasi, epistatik ve pleiotropik etkilerin olmamasi,
kullanimlarinin kolay olmasi ve diisiik maaliyerde kullanilabilir

olmasidir. Izozimlerin dezavantajlari ise sunlardir:

1. Karsilik gelen az sayidaki belirtece sahip tiir basina yalnizca
birkag izozim sistemi vardir;

2. Mevcut olan polimorfik enzimatik sistemlerin sayisi siirlidir
ve enzimatik lokuslar, genomun (ifade edilen kisim) sadece
kiigiik ve rastgele olmayan bir kismini temsil eder (bu nedenle,
gozlenen degiskenlik tiim genomu temsil etmeyebilir);

3. Bu belirteclerin ¢ok sayida numunenin analiz edilmesine izin
vermesine ragmen, farkli tiirlerden, lokuslardan ve

Laboratuvarlardan numunelerin karsilastirilmasi problemlidir
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clinkii ekstraksiyon metodolojisi, bitki dokusu ve bitki

asamasindan etkilenirler (Mondini vd. 2009).

2. RESTRIKSIYON-HIBRIDIZASYON TABANLI
MOLEKULER BELIRTECLER

Restiriksiyon-hibridizasyon  tekniklerine ~ dayanan  molekiiler
belirtegler, bitki caligmalar1 alaninda nispeten erken kullanilmis ve
restriksiyon  endoniikleazlarinin  ve  hibridizasyon  yonteminin
kullanimimin  birlestirilmesiyle ortaya ¢ikmigtir.  Restiriksiyon
endoniikleazlari, DNA'y1 kesebilen, spesifik palindromik dizilerini
tantyan ve farkli boyutlarda DNA dizi pargalar1 {ireten bakteriyel
enzimlerdir (Southern 1975). DNA dizilerindeki herhangi bir
degisiklik (nokta mutasyonlar1), iki bolge arasindaki mutasyonlar
(delesyonlar ve translokasyonlar) veya enzim bdlgesi ig¢indeki
mutasyonlar, DNA dizilerinin endoniikleazlarla muamelesinden sonra
farkli uzunluktaki fragmentlerin ortaya ¢ikmasina neden olmakta ve
varyasyon lretilebilmektedir. RFLP ve VNTRs belirtecleri,
Restiriksiyon-hibridizasyon  tekniklerine =~ dayanan  molekiiler
belirteclere ornektirler. RFLP’de DNA polimorfizmi kimyasal olarak
etiketlenmis bir DNA probunun hibridizasyonu sonucu ortaya

cikmaktadir.
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RFLP tekniginin avantajlar::
1. Tiir, Cins ve Familyalar arasi transfer edilebilirligi yiiksektir.
2. Farkli laboratuvar ve farkli arastiricilar tarafindan aym
sonuglar elde edilebildiginden giivenilirdir.
3. RFLP Dbelirtegleri ko-dominant 6zellikte olduklarindan
homozigot ve heterizogot bireylerin bir birinden ayrilmasinda
kullanilabilmektedirler.

4. Polimorfizim diizeyleri orta derecededir.

RFLP tekniginin dezavantajlar::
1. Analizlerin zaman alici, yliksek maliyette ve cok is giicii
gerektirmektedir.
2. Radyoaktif etiketleme yoOnteminin kullaniliyor olmasi
cevreye ve sagliga zarar vermektedir.
3. Kullanilan DNA’nin yiiksek kalitede olmasi1 DNA izolasyonu
zorlugunu ortaya koymaktadir.
4. Az kopya edilen dizilislerin genomlarda belli noktalarda
kiimelenmelerinden dolayr RFLP belirtegleri genom {izerinde
rastgele dagilim gostermediklerinden haritalamay1 olumsuz

yonde etkilemektedir. (Yorgancilar vd. 2015).

3. BAZI PZR TABANLI MOLEKULER BELIRTECLER

3.1. RAPD
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekniginin gelistirilmesiyle, bir
genomun spesifik bolgelerinin ¢ogaltilmasi ve analiz edilmesini daha

miimkiin bir hale getirmistir (Althoff vd. 2007). Bunlarin arasinda ilk
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gelistirilen PZR tabanli belirteg RAPD teknigidir. RAPD belirtegleri
basit, kisa oligoniikleotid primerlerin kullanilmasiyla genomik
DNA’nin herhangi bir pargasinin rastgele olarak PZR yardimiyla
cogaltilmasi sonucu olugsan amplifikasyonlar arasindaki polimorfizime
dayanir (Williams vd. 1990). Uzunlugu 10 niikletidten olusan ve
Operon sistemiyle gelistirilen tek tip primer kullanilmaktadir.
Kullanilan bu primer, her iki DNA ipliginde de 5'—3’ yoniinde calisir.
Dolayisiyla kullanilan primerin yapisabildigi DNA iizerinde birbirine
yakin iki bolgenin amplifikasyonu yapilir (Sekil 1).

PZR ile ¢ogaltilmis amplikonlar agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforez yontemiyle ayrilabilmekte ve bu sekilde polimorfizim
belirlenebilmektedir. RAPD tekniginin uygulanmasindaki kolaylik,
oligoniikleotidlerin ¢ok fazla sayida bulunabilmesi ve kolay bir
yontem olmasi, RFLP tekniginin tersine az miktarda DNA’ya ihtiyag
duyulmas: gibi avantajlarindan dolay1 tercih edilen bir belirte¢

yontemidir.

RAPD teknigi de diger PZR tabanl teknikler gibi karakterizasyon ve
haritalama ¢aligsmalarinda daha az ¢aligmaya, daha az zamana ve daha
az maliyete gereksinim duydugundan o6tiiri ¢ok tercih edildigi rapor
edilmektedir (Yorgancilar vd 2015). RAPD teknigini diger biiyiik
avantajlarindan biriside genomik DNA (gDNA) bilgisine ihtiyag

duyulmamasidir.

RAPD belirteglerinin bu avantajlarina karsilik, dominant 6zellikte

olmasindan kaynaklanan yorumlamanin zorlugu, karmasik olmasi ve
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tekrar edilebilirliginin olmamasi1 en biiyilkk dezavantajlari arasinda

gelmektedir (Williams vd. 1990).

DNA izolasyonu
A B

PZR DNA polimeraz, oligo niikleotid,
PZR kompanentleri

g — 3!
A T L e — - i —— L

3 5

5 -— 3
g i, AT R

B e — 5

Elektroforez U

A B

----- Primer
— Cogaltilmis fragmentler
— Cogaltilma yonii

Sekil 1. RAPD Amplifikasyonunun Cogaltim Semasi

RAPD tekniginin, genetik varyasyon arastirmalarinda, bitki genetik
haritalarinin ¢ikarilmasinda ve markir yardimiyla seleksiyonda (MAS

“Marker Asissted Selection”) yogun olarak kullanilmasinin nedeni,
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teknigin diger molekiiler tekniklere gore daha ucuz, daha az DNA
gerektirmesi ve kullanilabilirligini daha kolay olmasindan

kaynaklanmaktadir Aydin 2004).

RAPD tekniginin avantajlari:
1. Azis giicii gerektiri, ucuzudur ve hizli sonug verir.
2. Cok fazla DNA’ya ihtiya¢ duymaz
3. gDNA bilgisine ihtiya¢ yoktur.

4. Polimorfizim oran1 yiiksektir.

RAPD tekniginin dezavantajlari:
1- Giivenilirligi diistiktiir.
2- Farkli laboratuvarlarda farkli sonuclar elde edilebilmekte ve
farkli  PZR  cihazlar1 arasinda da farkli  sonuglar
olusabilmektedir.
3- Dominant  belirteg  olmasit  dezavantajlar1  arasinda

sayilmaktadir.

3.2. AFLP
Vos vd. (1995) tarafindan gelistirilen bu teknik, RAPD tekniginin
prensiplerinden yararlanarak RAPD tekniginin dezavantajlarini
gidermek igin AFLP teknigini gelistirmislerdir. AFLP tekniginin
tekrarlanabilirligi ve polimorfizim diizeyi RAPD teknigine gore daha
yiiksek olmast bu teknigin kullanilabilirligini artirmistir. Bu teknikte
gDNA once alt1 baz dizisini tantyan ECORI (5°...G*"AATTC...3’) ve

51



daha sonra dort baz dizisini taniyan Msel (5°...T"TAA...3")
restriksiyon enzimleri tarafindan kesilir.

Kesilen pargalarin uglarina niikleotid dizilisi sentetik olan DNA’lar
eklenir. Eklenen sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de tasiyan
baslatict DNA’lar (primerler) kullanimiyla nispeten spesifik DNA
cogaltimi yapilir. Bu ¢ogaltma iki asamada gerceklestirilir. Ilk
asamada, her iki ug¢tan DNA kesim enzimlerinin tanidigi diziden
sonraki ilk niikleotide gore secici ¢ogaltimin yapildigi 6n iiretim
yapilir. Asil iiretimde 6n tiretimde elde edilen pargalarin kullanimiyla
kesim enzimi tanima yerinden sonraki ikinci ve {iglincii niikleotidler
icin secici Uiretim yapilir. Biitiin baslaticilar sentetik uclarin niikleotid
dizilisini de tasidigr i¢in liretim oldukc¢a spesifik sartlarda yapilmig

olur.

AFLP tekniginin avantajlari:
1. RAPD’den yavas RFLP’den hizlidir.
2. Masraf, isgiicii ve gilivenirlik agisindan RAPD ve RFLP
arasindadir.
3. Cok sayida ayn1 anda etkili bir sekilde tarama yapmasi nedeni
ile parmak izi analizine ¢ok uygundur.
Sayilar1 RAPD ve RFLP’den daha fazladir.
Genomik DNA ile ilgili 6n bilgiye gerek yoktur.

Polimorfizm oran1 ¢ok ytiksektir.

N o a &

Bu o6zelliklerinden dolay1 otomasyona uygundur.
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AFLP tekniginin dezavantajlar:
1. Cogunlukla dominant belirte¢ Ozelligindedir. Ancak son
zamanlarda ko-dominant belirtegler de verdigi bildirilmistir.

2. Farkli genetik haritalar arasinda transferleri giictiir.

3.3. ISSR
ISSR yontemi, Okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi
niikleotid birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele
dagilimlarin1 esas alan ve bu tekrar bolgeleri arasindaki bolgelerin
¢ogaltimi saglayan ancak RAPD yontemine gore ¢ok daha hassas ve
tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir yontem olarak rapor edilmektedir

(Sekil 2) (Zietkiewicz vd. 1994, Yorgancilar vd. 2015).
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DNA izol asyonu
A B
Taq DNA Polimeraz
PZR ISSR Primerleri

Kalip DNA
PPZR Kompanentleri

5’ — wann L) . —
A “— NN(CA), “— NN(CA),
NN(CA),— NN(CA),—
3’ —sssane sase ceus cert— 5
B ey 3
B “— NN(CA),
NN(CA),—*
R 5

NN(CA)  Primer

..... (GT)n tekrar bolgesi
—_— PZR iiriinii
Amplifikasyon Yonii

Sekil 2. ISSR Amplifikasyonunun Cogaltim Semasi

ISSR  belirtecleri  genetik varyasyonun ortaya konmasinda,
germplazmlar arasindaki genetik iliskiyi ortaya koyan g¢aligmalarda,
genom haritalariin  olusturulmasinda ve evrim biyolojisinin
anlagilmasinda bircok bitki de uygulanabilen etkili bir yontemdir

(Reddy vd. 2002).

ISSR belirteglerinin kullanimi hizli olmasi, uygulanmasinin kolay
olmas1 ve SSR bolgeleri arasini ¢ogaltan primerlerin RAPD teknigi

primerlerine gore daha uzun olmasi bu yontemin giivenirligini
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artirmaktadir (Bornet ve Branchard, 2001). Yeterli bilgi sunan ISSR
yonteminde kullanilan primerlerin diisiikk bir maliyet sunmasi,
zamandan tasarruf etmesi ve genetik analizlerde kolaylik saglamasi bu

yontemin avantajlar1 arasindadir.

ISSR yontemi bazi durumlarda ko-dominant belirte¢ sunmalarina
kars1 genelde Mendel kalittimina uygun olarak dominant belirtegler
vermektedir (Wang vd. 1998). Genelde dominant belirte¢ iiretiyor
olmasi da bazi molekiiler belirte¢ yontemlerine kars1 dezavantaj olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

ISSR belirtegleri AFLP belirteclerinin yiiksek maliyeti, RAPD
belirteglerinin diigiik giivenirligi ve Primer sentezlenebilmesi igin
sekans bilgisi gerektiren SSR belirteclerinin  olumsuzluklarini

gidererek Onemli Ol¢iide avantaj saglamaktadir (Zietkiewicz vd.
1994).

3.4. SSR (Mikrosatellit)
Okaryotik genomlar dnemli miktarda ardisik olan ve ardisik olmayan
tekrarli DNA dizleri igermektedir. Ardisik tekrarlar (TR - “tandem
repeat”), en az iki bitisik tekrarlayan birimi iceren DNA dizi
motifleridir. Ardisik tekrarlar hem prokaryotik hem de oOkaryotik
genomlarda bulunmaktadirlar (Victoria vd. 2011). Ardisik dizileri
farkli tekrar birim biiyiikliigiine ve tekrarlanma sayisina gore iig

kategoriye ayrilmaktadirlar (Aydin 2018).
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Bunlar:

1. Basit tekrarli diziler (SSR’lar) olarak da adlandirilan
mikrosatallitlerdir (Sekil 3) ve 1-50 baz c¢ifti “base pair”
(bp) biiytikliiglindeki DNA tekrar dizilerinden olusurlar, 5-
100 kez arasinda tekrarlarlar ve siklikla genomun
Okromatin bolgelerde bulunurlar,

2. Minisatallitler, genellikle genomun Okromatin  ve
heterokromatin bolgelerinde bulunan 20-50 kez tekrarlanan
ve 10-400 bp biiyiikliigiinde olan DNA tekrar dizilerinden
olusur,

3. Satallitler ise birim boyutu 5-300 bp’dir, genellikle
sentromer ve telomerlerin heterokromatin bdlgelerinde
bulunan 10,000-1,000,000 kez tekrar eden bdlgelerdir
(Jeffreys vd. 1985; Gemayel vd. 2012; Bagshaw 2017).

Son yillarda ardisik tekrar eden DNA dizileri arasinda mikrosatellitler,
bitki genotiplemeleri i¢in en yaygin sekilde ve gilivenilir kullanilan
molekiiler belirte¢ tipi olmustur. Ilk olarak Litt ve Lutty (1989)
tarafindan isimlendirilen bu basit tekrarli DNA dizileri mono-, di-, tri-,
tetra-, penta-, ve hexaniikleotit motiflerinin bitki ve hayvan
genomlarinda ardisik olarak dizilmektedirler (Ashley 2010).
Mikrosatallitler ko-dominant 6zellikte olmasi, genomda bol miktarda
bulunmalart ve diizgiin dagilis  gostermeleri, polimorfizim
diizeylerinin yiiksek olmasi, multi-lokus ve multi-allellik 6zelligi
gostermesi, tekrarlanabilirliklerinin yiiksek diizeyde olmasi ve

giivenilir 6zellikte olmalar1 bu belirte¢ tekniginin hem giivenirligini
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artirmis hem de kullanilirhigmi yaygimlastirmistir (Ince vd. 2017). Bu
belirtecler basta genetik ¢esitlilik, popiilasyon yapisini anlama,
hibritlerin tanimlanmasinda, genetik haritalamalarda, gesit teshisinde,
ebeveynleri bir birinden ayirmada, filogenetik c¢alismalarda,
poplilasyon genetiginde, MAS ve pek cok agronomik caligmalarda
dahil olmak fiizere bir c¢ok calismada kullanimi yayginlagsmistir

(Azpilicueta vd. 2013; Dufresnes vd. 2014).

Mikrosatallitler (SSR) hiicre i¢inde bulunan organel DNA’s1 ya da
niiklear genomda bulunma durumlarina gére siniflandirtlabilir. Bunlar
mitokondri, kloroplast veya cekirdekteki bulunma durumuna gore
degisir. Ayn1 zamanda SSR’lar DNA dizisi iizerindeki bulundugu
bolgeye gore de smiflandirilmaktadirlar. DNA dizisi iizerindeki
bulundugu bélgeye gore genomik-SSR ya da EST-SSR’lar olarak
siniflandirilmaktadirlar. Genomik tabanli SSR’lar gelenekseldir ve
genomun ifade edilmeyen bdlgeleri lizerinde bulunmaktadirlar. EST
tabanli SSR’lar ise genin ifade edilebilen kismindan elde edilmekte ve

agronomik ozellikleri de etkilemektedirler (Aydin 2018).
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Allel (CA)n diniikleotid tekrar

#1 — ___  (ACACACACACACACACACACA =
#2 == CACACACACACACACACACACACACA —
#3 =/ CACACACACACACACACACACACACACACACA —
Genotipler
—— fileri primer 1/1 2/2 3/3 1/2 1/3 23

4—— Geri primer
Kahp DNA dizisi

Sekil 3. SSR Amplifikasyonunun Cogaltim Semasi

SSR’lar arasinda epistatik ve pleiotropik etkilerinin olmamasi hem de
diger lokuslarla etkilesimlerini engeller hemde polimorfizim diizeyleri
cevre sartlari, bitki gelisim, doku-organ varyasyonlarindan etkilenmesi
durumunu ortadan kaldirmakta ve bu belirte¢ teknigi i¢in biiylik bir
avantaj saglamaktadir. Buna karsin SSR’lardaki Null allelerin varligi
ve homoplasi durumu dezavantaj saglamaktadir (Aydin 2018). Null
allelerin varlii SSR belirteclerinin trasnfer edilebilirigini olumsuz
yonde etkilemekte ve homozigot ile heterozigot bireylerin ayirt

edilmesinde sorunlar ortaya koymaktadir.
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3.5. SNP

SNP belirtegleri ayni DNA dizileri arasindaki tek niikleotidten
kaynaklanan polimorfizim olarak tanmimlanmaktadir (Jordan and
Humphries 1994). SNP’ler, genomda en fazla miktarda bulunan
molekiiler belirtectir. Genomun kodlanmayan bdlgelerinde genelde
daha yaygin bulunurlar. Kodlama boélgelerinde, bir SNP mevcut
oldugunda, bir amino asit sekansi degisimine (Sunyaev vd. 1999)
neden olan esanlamli olmayan mutasyonlar veya amino asit sekansini
degistirmeyen es anlamli mutasyonlar iiretebilir. Bununla birlikte, es
anlamli degisiklikler mRNA eklemesini degistirerek fenotipik
farkliliklara neden olabilir (Richard ve Beckman 1995).

SNP genotipleme analizlerinin ¢ogu, alel spesifik hibridizasyon,
oligontikleotit ligasyonu ya da primer uzatma gibi yontemlere dayanir
(Sobrino vd. 2005). Genotipleme yontemleri, DNA ¢ipleri dabhil,
SNP’lere dayanan allel spesifik PZR ve primer uzatma yaklagimlari,
yiiksek veri c¢ikislari ve otomasyona uygun olmalar1 agisindan
ozellikle cekicidir. Bitki g¢esitlerinin hizli tanimlanmasi1 ve ultra
yiiksek ¢oziintirliikte genetik haritalarin olusturulmasi da dahil olmak

tizere ¢ok cesitli amaglarla kullanilmaktadirlar (Mondini vd. 2009).
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Tablo 2. Bazi1 Molekiiler Belirteclerin Farkli Ozelliklerinin Karsilastiriimasi.

Molecular Belirtecler RFLP RAPD AFLP SSR CAPS SCAR :-\;AMP'IAP RAMP SSCP SNP
Polimorfizim Derecesi O 0 0 ) D ) ) 0 D Y
Lokus Spesifikligi E H H H E E E E E E
Dominant/Kodominant Ko Do Do Ko Ko Ko Do Do Ko Ko
Cogaltma Kolayln Y D Y () Y Y Y (0] (0] Y
Bulunma sikhig1 Y Y Y o} D D Y (0] D Y
Dizi Bilgi istegi E H H H E E E H E E
DNA Kalitesi Y D (0} D D D D D D D
Otomasyon H E E E E E E E H E
Maliyet Y D o D/O O D D 0] Y D
Teknik Gereksinim Y D 0] D/O Y 0] Y Y Y O

Anahtar: Y: Yiksek, O: Orta, D: Diisiik, E: Evet, H: Hayir, Do:

Dominant, Ko: Kodominant

SONUC

Molekiiler belirteclerin  gelismesiyle bitki genomu daha c¢ok
taninmakta ve bu baglamda bitki 1slahindaki gelismeler hiz kazanarak
daha da ileri diizeye gelmektedir. Molekiiler belirtecler gelistirildikce
ve teknolojinin ilerlemesi ile hem saglik alaninda hem de tarim
alaninda ilerlemeler saglanmaktadir. Ayrica biyoloji bilimi ile evrim
stireci daha iyi analiz edilip organizmalarin gelisme siiregleri ve

populasyonlar hakkinda daha fazla bilgiye ulasilmaktadir.

Molekiiler  belirteclerin  gelistirilmesinden  6nce  morfolojik
belirtegclerin = ¢evre  sartlarindan  etkilenmesi  yapilan  1slah
caligmalarinda yaniltic1 sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Fakat molekiiler belirteclerin  gelistirilmesi, PZR’nin ortaya

cikmasiyla artmis ve islah calismalari daha hizli ve kesin bilgilerle
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sonuclanmistir. Molekdiler belirteglerin gelistirilmesi en ideal belirteg
yonteminin ortaya konmasini amaglamis ve bu baglamda ¢ok sayida
molekiiler belirte¢ gelistirilmistir. Islah amacina gore, farkli belirteg
teknikleri kullanilmakta ve bu amagla da gen piramitleri
olusturulmakta, istenen oOzellikler molekiiler 1slah teknikleri ile
seleksiyon yapilabilmekte, Populasyon yapisi anlasilarak istenen
genetik varyasyonlar ortaya cikarilabilmekte, tiirlerin ve cesitlerin
tanist teshis edilebilmekte, yabani gen kaynaklarindan istenen
Ozellikteki genlerin transferi daha hizli sekilde yapilarak yeni
cesitlerin gelistirilmesi hiz kazanabilmektedir. Gelisen molekiiler
belirte¢ teknolojisi ve MAS teknigi sayesinde bitki 1slahi ¢aligmalari
daha olumlu bir sekilde yiiriitiilebilecek, klasik 1slaha oranla ¢ok daha
hizl1 bir zaman diliminde basarili ve giivenilir sonuglarin elde edilmesi

mumkiun kilacaktir.
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GIRIS
Bitki biyoteknolojisi, tarimsal iiretimde kayiplar1 6nlemek, verim ve
kaliteyi arttirmak, bitki verimliligini sinirlayan hastalik, zararlilar
engellemek, genetik kaynaklarimizi gen ve protein diizeyinde
tanimlamak, biyotik ve abiyotik stres kosularina karsi dayanikliligin
arttirilmasim1 ~ saglamak  amaciyla  bitkileri, hayvanlart = ve
mikroorganizmalar1 modifiye etmek i¢in genetik miihendisligi,
molekiiler biyoloji, fizyoloji ve biyokimya gibi alanlarin
kullanilmasini saglayan multidisipliner bir teknolojidir. Ayrica klasik
1slah yaklagimlarin siiresini kisaltmak ve basarisini artirmak amaciyla
iistiin nitelikli bitki genotiplerinin etkin bi¢imde se¢imine olanak
saglamak, yerel bitki gen kaynaklarimizin  belirlenmesini,
korunmasini, degerlendirilmesini ve karakterizasyonunu saglamak,
gen aktarim c¢aligsmalari ve bitki doku kiiltiirii calismalari ile yeni nesil
bitkiler elde etmeye olanak saglayan bir teknolojidir. Herbisit ve
pestisitlere dayanikli, raf 6mrii uzun, tarimsal iirlinlerden yiiksek
verim elde etmek i¢in iistiin 6zelliklerin secilip yeni nesil bitkiler elde
etmek icin kullanilan gen aktarim (bitki transformasyon) tekniklerinin
cogunun On kosulu bitki doku ve hiicrelerinin steril besiyerinde
cogaltilmasina imkan verecek olan doku kiiltiirii yontemlerinin

kullanilmasidir (Giirel, 2016; Onay ve digerleri, 2012).
Bitki doku kiiltiirti steril kosullar altinda (in vitro ortamda), yapay bir

besiyerinde, hiicre, doku organ gibi bitki kisimlarindan veya biitiin bir

bitkiden yeni bir bitki veya bitkisel iiriin elde etmeyi saglayan bitki
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biyoteknolojisinin énemli bir alanidir. Bu sayede bircok bitki ¢esidi
klonal olarak ¢ogaltilabilir, endemik ve tehlike altindaki tiirler
korunabilir, meristem kiiltiirii ile hastalik ve viriisten ari bitkiler elde
edilebilir, somatik embriyolardan sentetik tohumlar {iretilebilir,
bitkisel gen kaynaklar1 korunabilir ve Kkallus-hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden sekonder metabolitler elde edilebilir (Babaoglu ve
digerleri, 2002; Giirel, 2016). Biitlin bunlarin hepsi bitki hiicrelerinin
totipotensi yetenegine sahip olmalarindan kaynaklidir. Totipotensi,
farklilagsmis her bir bitki hiicresinin rejenerasyonla, uygun biiyiime
ortami, 151k ve sicaklik gibi ¢evre kosullar1 saglandiginda ana bitkiye
benzer tam bir bitki meydana getirme yetenegidir (Babaoglu ve
digerleri, 2002; Onay ve digerleri, 2012). Bu 6zellik bitki hiicrelerini

hayvan hiicrelerinden ayirir ve onu essiz kilar.

Bu béliimde;
v' Bir doku kiiltiirii laboratuvari ve diizeni nasil olmali,
v Kullanilacak malzemelerin ve ¢alisilacak bitki pargasinin
(eksplant) sterilizasyonu nasil yapilmali,
v" Besiyerleri ve bitki biiyiime diizenleyicilerin temel 6zellikleri
nelerdir,
v" Kiiltiir ortami ve sartlar1 nasil olmali,
v’ Kiiltiir gesitleri ve rejenerasyon sistemleri nelerdir bunlar

uzerinde durulacaktir.
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1. DOKU KULTURU LABORATUVARI

Bir doku kiiltiirii laboratuvart diger laboratuvarlardan bagimsiz ve ayri
bir yerde kurulmalidir. Ciinkii bir doku Kkiiltiiri laboratuvarinda en
onemli faktor aseptik sartlarin saglanmasidir. Laboratuvarin kurulumu
sirasinda kullanilan malzemeler (yalitim, pencereler, su tesisati, klima
sistemi, elektrik tesisati, dolaplar, bengler vb.) laboratuvar diizeni ve

sartlarina uygun bir sekilde secilmelidir.

Genel olarak standart bir doku kiiltiirii laboratuvar1 agagidaki tesisleri

icermelidir;

1.1. Yikama Odasi
Yikama odasi ¢aligmalar sirasinda kullanilan tiim cam malzemenin ve
kiltiir kaplarinin yikanmasi, distile su iiretilmesi, besiyeri ve kiiltiir
kaplarinin sterilitasyonu icin gereklidir. Yikama odasi biiyiik bir
yikama lavabosu, su musluklari, asitlere ve bazlara dayanikli bosaltma
sistemleri, raflar, ¢alisma tezgahlar1 ve distile su iiretim cihazlarini
(Sekil 1) igermelidir. Yikanmis malzemeleri kurutmak i¢in sicak hava
firmlarmin, bulagik makinelerinin, asit banyolar1 ve pipet

yikayicilarinin yikama alaninda bulunmasi gerekmektedir.

75



Sekil 1. Distile Su Uretim Cihaz1

1.2. Hazirhik Odasi
Laboratuvarin bu bdlimii besiyeri hazirlanmasi i¢in kullanilir.
Besiyeri hazirlanmasi i¢in gerekli malzemeler ve cihazlar sunlardir:
v' Caligma tezgahi (beng),
v' Sicakliga duyarli kimyasallarin  ve stok ¢ozeltisinin
depolanmasi i¢in bir buzdolab1 ve dondurucu,
v' Siirekli saf su ihtiyaci i¢in distile su cihazi,
v pH metre,
v Hassas terazi,
v Istya dayanikli maddeleri sterilize etmek icin filtre
sterilizasyon {initeleri,

v’ Besiyerini steril etmek i¢in otoklav,
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v’ Besiyeri hazirlarken kullanilan kimyasallart ¢ozmek igin
manyetik karistirici,

v Inorganik kimyasallar1 depolamak igin steril bir raf veya
dolap,

v' Besiyerini ve stok ¢ozeltileri saklamak i¢in borosilikat cam
siseler ve besiyerini dagitmak ig¢in kiiltiir kaplari-magentalar,

v" Bir hava ve vakum pompasi, ispirto ocagi veya gaz ocagi
(Sekil 2),

v’ Besiyerini hazirlamak igin bir mikrodalga firin,

Sekil 2. Sira fle Ph Metre, Hassas Terazi, Otoklav Ve Borosilikat Cam Siseler,
Kiiltiir Kaplari, ispirto Ocag1
Kiiltiir ortam1 hazirlarken, analitik safliktaki kimyasallar kullanilmali

ve cok hassas tartilmalidir. Besiyerini hazirlarken kullanilan su en




yiiksek saflikta ve en yiiksek kalitede olmalidir. Musluk suyu uygun
degildir ¢iinkii katyonlar (amonyum, kalsiyum, demir, magnezyum,
sodyum, klortirler, floriirler, fosfatlar vb.), mikroorganizmalar (algler,
mantarlar, bakteriler), gazlar (oksijen, karbon dioksit, azot) ve partikiil

maddeler (silt, yaglar, organik madde vb) igerebilir.

1.3. Ekim Odas1
Bu oda ekimi yapilacak eksplantin besiyeri igeren kiiltiir kaplarina
aktarildig1 steril odalardir. Herhangi bir kontaminasyondan kaginmak
icin hava akimini kontrol etmek gereklidir. Bunun i¢in laminar hava
akisli HEPA filtreli steril kabinlere ihtiya¢ vardir (Sekil 3). Ekim
oncesi kabinin i¢i %70-95’lik etil alkol ile silinmeli ve g¢alisilacak

malzemeler kabine konulup ultraviyole 1sikla steril edilmelidir.

Sekil 3. Laminar Hava Akigli HEPA Filtreli Steril Kabin
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1.4. Kiiltiir Odas1
Kiiltiirler biliylime odalarinda veya bitki biiylitme kabinlerinde
buyiitiliirler (Sekil 4). Kiltiirlerin iyi bir sekilde biiyiitiilmeleri i¢in
kiltiir odasmin sicakligi, nemi ve 15181 kontrol altinda tutulmasi
gerekmektedir. Bu ¢evresel faktorler, kiiltiir sirasinda veya dolayl
olarak sonraki nesillerde tepki olarak biiylime ve farklilasma siirecini
dogrudan etkilemektedir. Sicaklik genel olarak 22-25 °C civarinda
tutulur ve bunun i¢in biiyiime odalar1 ¢ok iyi yalitimli olup sicakligi
sabit tutmak i¢in klimalar kullanilmaktadir. Odanin bagil nemi %50-
60 arasinda olmalidir. Kiiltiir odasinda kullanilan raflarin her birine
25-50 pmol m? s? 151k siddetine sahip beyaz floresan lambalar
kullanilmalidir. Floresan lambalar kiiltiir kaplar ile arasinda 40-50 cm
mesafe olacak sekilde yerlestirilmelidir. Sicaklik sensorii ve 151k
zamanlayicisi, kiiltlir sartinin gerektirdigi sekilde sirasiyla sicakligi ve
fotoperiyodu diizenlemek icin kiiltiir odasina yerlestirilir. Hem 151k
hem de sicaklik, genel olarak 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
kiltlirlerin inkiibe edilmesi i¢in 24 saatlik bir siire boyunca
programlanabilir olmalidir. Kiiltiirler magenta kaplari, tiipler, petri
kaplari, siseler ve erlenler gibi degisik kiiltir kaplarma

ekilebilmektedir.
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Sekil 4. Sirs1 ile Bitki Biiyiitme Kabini Ve Bitki Biiyiitme Odas1 (Sahin, 2016)

1.5. Seralar
Cogaltilmis kiiltlirlerin iklimlendirilmesi (aklimatizasyon) i¢in uygun
nem, 151k ve sicakliga sahip seralara ihtiya¢ vardir. Kiiltiirler dig
ortama karst ¢ok hassas olduklar1 i¢in olast bir enfeksiyon,
kontaminasyon ya da baska bir problem i¢in ¢evrenin buna uygun
olarak diizenlenmesi kiiltiirlerin kaybini engellemek icin son derece
onemlidir. Seranin, bitkilerin ihtiya¢ duydugu su ve uygun nemliligi
saglamak icin sisleme sistemi ya da buhar ve iyi bir sulama sistemi
icin donanimli olmasi gerekmektedir (Samal ve Rout, 2018; Giirel,

2016; Onay ve digerleri, 2012).

2. STERILIZASYON

2.1. Calisma Ortaminin ve Malzemelerin Sterilizasyonu
Steril bir calisma alani olusturmak icin oncelikle calisilacak alan ve
kabin i¢i (laminar flow hood) en az 10-15 dakika 6nce %10’luk ticari

sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%S NaOCl) veya %70’lik etil alkol ile
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silinir. Eger kabinin ultraviyole lambasi var ise ¢alisma Oncesi

calistirilir.

Bisturi, pens vb. aletler kullanimdan once etil alkole daldirilip aleve
tutularak, yiiksek sicaklikta isitilmig cam boncuklar (glass beads)
kullanilarak ya da aliiminyum folyoya sarilip otoklav igerisinde steril
edilir. Calisilacak tiim malzemeler otoklavda (kiiltiir kaplari, erlenler,
beherler, cam siseler, besiyerleri, fayanslar, petri kaplari, tiipler vb.)
15 dakika boyunca 105 kPa basingta 121 °C’de steril edilir. Agz1 agik
olan malzemeler (erlenler, beherler, tiipler), petri kaplar1 ve fayanslar
aliminyum folyo ile kaplanarak otoklava konulur. Besiyerlerinin
hazirlandig1 cam siselerin agizlar1 otoklava konmadan once gevsek
birakilmali ¢ikarildiktan sonra hemen sikilmalidir. Besiyerine
eklenecek olan bitki biiylime diizenleyicileri, vitaminler ve sicakliktan
etkilenen diger organik maddeler 0.22-0.45 pm poroziteye sahip steril
siringa filtreler ile steril edilir. Calisma ortaminda mutlaka siirekli
ispirto ocaginin acik olmasi gerekmektedir. Kiiltiir kaplar1 ve petri
kaplar1 acildiktan sonra bogaz ve agiz kisimlar1 mutlaka aleve
tutulmalidir. Bu iglem sayesinde kaplarin agiz kismindan gelebilecek
olas1 kontaminantlarin engellenmesi saglanir. Ayrica ¢alisma sonunda
kiltiir kaplarinin ve petri kaplarimin kenarlar1 stre¢ film ile sikica
sartlmalidir. Bu islem sayesinde disaridan gelebilecek kontaminasyon
kaynakli patojenlerin igeri girmesi engellenir. Caligma Oncesinde
mutlaka temiz bir Onliik giyilmeli, eller yikanmali, saglar toplanarak
bone takilmali, ylize maske takilmali ve kabine girmeden Once eller

etil alkol ile steril edilmelidir. Boylelikle disaridan gelebilecek
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bakteriyel ve fungal kontaminantlar engellenmis olunur. Aksi taktirde
kabine giren ufacik bir kontaminasyon kaynagi biitiin bir denemenin

kaybedilmesine neden olabilir.

2.2. Eksplantlarin Yiizeysel Sterilizasyonu
Yiizey sterilizasyonu doku kiiltiirii islemleri igerisinde en Onemli
noktadir. Bitki materyallerinin yiizeylerinde fakli psaral ve funguslar
bulunmaktadir. Bu bakteriler ve funguslar bitki materyalleri lizerinde
cogalarak toksik ve Oldiiriici etkiye neden olurlar. Ortamda gelisen
bakteriler ve funguslar da bitkiler ile besin rekabetine girerler ve
bitkilerin 6lmesine neden olurlar. Biitiin bunlar tiim bir denemenin
yok olmasina neden olarak zaman ve emegin bosa gitmesine neden
olur. Bunlarin olmamasi i¢in, doku kiiltiirii ¢calismalar1 igin en ideal
eksplant kaynagi steril tohumdan elde edilmis fidelerdir. Boylelikle bu
sekilde elde edilmis fidelerin kullanilmasi ile sterilizasyon islemine
thtiya¢ olmayacak ve eksplantlar sterilizasyon isleminin zararl
etkilerinden korunmus olacaklar. Aksi taktirde bdyle bir imkan yok ise
dis kosullardan (tarla, sera vb.) alinan eksplantlar (tohum, yaprak,
stirglin, yumru, govde vb.) kullanilir. D1s ortamdan alinan eksplant
oncelikle musluk suyu altinda en az yarim saat yikanmalidir. Bir
deney i¢in kullanilan dezenfektanlar kullanilacak eksplant tipine ve
bitki tiirtine gore degisiklik gostermektedir. Genellikle yiizey
sterilizasyonu i¢in kullanilan dezenfektan tiirleri etil alkol, sodyum
hipoklorit, civa kloriir, hidrojen peroksit ve giimiis nitrattir.
Sterilizasyon siiresi ve kullanilacak dezenfektanin konsantrasyonu

kullanilacak eksplant tipine gore degismektedir. Sterilizasyon
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sirasinda ortama yayict yapistirict olarak 2 damla Tween-20
eklenebilir. Cok kiiciik tohumlarin sterilizasyonu filtre kagidi
igerisinde yapilabilir. Bazi eksplant tipleri (yumru, govde, kalin
kabuklu tohum vb.) endojen kontaminasyon etmenleri tasimaktadir.
Bunlar1 yok etmek icin eksplant tipine gore farkli siire ve
konsantrasyonda biyositler kullanilabilir (Giirel, 2016; Babaoglu ve
digerleri, 2002).

3. BITKI DOKU KULTURU ORTAMI

3.1. Temel Besiyeri
Doku kiiltiirii ¢alismalarinda basarinin saglanmasi icin en Onemli
unsur  calisilacak  eksplanta  uygun  besiyerinin  sec¢imidir.
Besiyerlerinde bitkinin ihtiyag duydugu makro ve mikro elementler,
vitaminler, sekerler, bitki biiylime diizenleyicileri mevcuttur. Bunlarin
yan1 sira jel yapict maddeler, antibiyotikler, biyositler ve diger

igerikler vardir.

Bitkiler biiylime ve gelisme igin en az 17 besin maddesine ya da
elementine ihtiyag duymaktadirlar. Bunlardan ii¢ tanesi hidrojen (H),
oksijen (O) ve karbondur (C). Bitkiler diger 14 tane zorunlu elementi
dogrudan topraktan aldiklar1 i¢in besiyeri igeriSinde bulunmasi
gerekmektedir. Biitiin bu elementler her bitkinin ihtiyacina gore farkl
konsantrasyonlarda bulunur ve bitkinin yasamini devam ettirebilmesi
icin olmas1 gereken, diger elementler ile yeri doldurulamayan yani

yoklugunda bitkinin yasaminin tehlike altinda oldugu olmazsa olmaz
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elementlerdir. Bitkilerde biiylime, gelisme ve farklilasma icin son

derece 6nemli rollere sahiptirler.

MS besiyeri arastirmacilar tarafindan en sik kullanilan kiiltiir
ortamidir. Murashige ve Skoog (1962) tarafindan tiitiin igin
gelistirilmis tuz konsantrasyonu yiiksek olan bir ortamdir. B5 besiyeri,
soya kallus kiiltiirleri i¢in gelistirilmis nitrat azotu yiiksek bir ortamdir
(Gamborg ve digerleri, 1968). LS besiyeri, MS besiyerine benzerdir
(Linsmaier ve Skoog, 1965). MS besiyerinden farki ise organik
bilesikler bakimindan farklilik gostermesidir. WH besiyeri, domates
koklerinin kiiltiirii icin gelistirilmis diisiik tuz konsantrasyonlu bir
ortamdir (White, 1963). NN besiyeri anter kiiltiirii i¢in gelistirilmistir
(Nitsch ve Nitsch, 1969). WPM besiyeri odunsu (agag) tiirlerin
kiiltiirtinde yaygin olarak kullanilmaktadir (McCown ve Lloyd, 1981).
DKW besiyeri nodal eksplantlardan siirgiinlerin ¢ogaltimi1 i¢in
gelistirilmistir (Driver ve Kuniyuki, (1984); McGranahan, ve digerleri,
(1987)). Knudson (Knudson, 1946) ve Orchimax besiyerleri orkide
doku kiiltiirti i¢in gelistirilmistir. Piyasada bunun gibi pek ¢ok kiiltiir
ortam1 mevcuttur. Bu yiizden kullanilacak besiyeri bitki ve eksplantin
tiriine ve ayrica ne Uretmek istedigimize bagli olarak deney
tasarimindan 6nce belirlenmelidir (Babaoglu ve digerleri, 2002, Giirel,
2016; Gardiner ve Miller, 2008; White, 2006; Fageria, 2009; Rice,
2007).
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3.1.1. Makro Elementler
Azot (N), fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg)
ve kiikiirt (S) 6nemli makro elementlerdir. Bitkiler i¢cin 6nemli bazi
rollere sahiptirler. Onlardan bazilar1 sunlardir: Azot bitkilerin biiyiime
hizin1 etkilemektedir. Niikleik asitlerin, proteinlerin, klorofilin, amino
asitlerin, alkaloitlerin ve bazi bitki hormonlarinin molekiiler yapisinda
onemli bir elementtir (Samal ve Bout, 2018; Aktas ve Ates, 1998;
Bosgelmez vd., 2001; Giizel vd., 2004; Kacar ve Katkat, 2010).
Bitkilerde koklerin solunumunda, meyvelerin olgunlasmasinda,
ciceklenmenin zamaninda gergeklesmesinde ve yeni hiicrelerin
olusumunda son derece Onemlidir (Kantarci, 2000; Fageria, 2009).
Azot eksikliginde bitkilerde biliylime orani diiser, vegetatif gelisimi
olumsuz etkiler ve yapraklarda klorozis goriliir. Azot fazlaligi
bitkilerde vegetatif gelisme periyodunu uzatir, ¢igeklenme zamanini
geciktirir, meyvenin ge¢ olgunlasmasina neden olur ve hastaliklara
kars1 dayanmiklilign azaltir (Foth, 1984; Aktas ve Ates, 1998;
Bosgelmez vd., 2001; Giizel vd., 2004; Kacar ve Katkat, 2010).
Besiyerlerinde farkli formlarda bulunmaktadir (NH4*, NO3’), fakat en
fazla NOs formda bulunur. Bitkiler ilk énce NH4" formunda azotu
kullanir, daha sonra pH diisiince NOs™ formunu kullanmaya baslar

(Babaoglu ve digerleri, 2002).

Fosfor, DNA ve ATP (Adenozin trifosfat) molekiillerinin bir parcast
olarak meristematik ve diger hizli gelisen dokularda bol miktarda
bulunur (Samal ve Bout, 2018). Fosfor, hiicre boliinmesi, ¢icek ve

meyve olusumunda Onemli rol oynar, bitkilerin olgunlasmasini
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hizlandirir, potasyumun bitkiler tarafindan alinmasini saglar, bitkinin
hastalik ve zararlilara karst dayanikliligint artirir ve bitki koklerinin
suyu almasimi diizenler (Foth, 1984; Plaster, 1992; McCauley vd.,
2009; Aktas ve Ates, 1998; Bosgelmez vd., 2001). Fosfor eksikligi
bitkilerde biiylimeyi yavaglatir. Meyve ve agaglarda siirglin ve
tomurcuk olusumu azalir, kdk gelisimi zayiflar, hastalik ve don
olaylarinda bitkinin dayanmikliligi azalir (Foth, 1984; Aktas ve Ates,
1998; Bosgelmez vd., 2001; Plaster, 1992).

Potasyum normal hiicre boliinmesi i¢in gereklidir ve meristematik
bliylimeyi tesvik eder. Bitki protoplazmasinin, yaglarinin veya
karbonhidratlarinin gercek bir bileseni olmamasina ragmen, bitkilerde
bir¢ok reaksiyonda rol oynar (Samal ve Bout, 2018). Protein ve
nisasta olusumu, enzim ve koenzim aktivasyonunda, fotosentez, seker
transferinde rol oynarlar. Bitkinin su dengesini saglamasinda, kuraklik
ve don olaylarinda dayanikliligi arttirir (Brady, 1990; McCauley vd.,
2009; Kantarci, 2000). Potasyum bitkilerin hastaliklara karsi
dayanikliligini arttirir, kok sisteminin gelisimini saglar, klorofil
olusumunda rol oynar, stomalarin agilip kapanmasini saglar (Brady,
1990; McCauley vd., 2009; Foth, 1984; Bosgelmez vd., 2001; Kacar
ve Katkat, 2010). Potasyum eksikligi yaprak olusumunu olumsuz
etkiler, turgor basincini diisiirerek bitkide su kithigina sebep olur,
kurakliga ve dona karst bitkinin daha hassas olmasma sebep olur,
floem ve ksilem dokularinin olusumunun gerilemesine neden olur
(Aktas ve Ates, 1998; Bosgelmez vd., 2001).
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Kalsiyum pektat formundaki kalsiyum, bitki hiicre duvarlarinin
ayrilmaz bir bilesenidir (Samal ve Bout, 2018). Bitkileri hastalik ve
zararhllara karst korur ve protein olusumunda, karbonhidratlarin
tasinmasinda rol oynar (Bosgelmez vd., 2001; Kacar ve Katkat, 2010;
Plaster, 1992). Bitkilerde kalsiyum eksikligi yapraklarda nekrozlara
neden olur. Bitkinin gelisimini saglayan meristem dokularmnin
gelisimini yavaglatir, siirgiin ve kok ucu biiyiime ve gelisimini
olumsuz etkiler (Bosgelmez vd., 2001; Giizel vd., 2004; McCauley
vd., 2009). Fazla olmasi durumunda diger besin elementlerini
bitkilerin yararlanamayacagi formlara doniistliriir (Aktas ve Ates,

1998; Bosgelmez vd., 2001).

Magnezyum klorofilin yap1 tasidir. Fotosentezde anahtar elementtir.
Protein sentezinde, ATP’nin yapiminda, karbondioksit
asimilasyonunda ve enzimlerin aktivasyonunda rol almaktadir (Samal
ve Bout, 2018; Aktas ve Ates, 1998; Bosgelmez vd., 2001; Kacar ve
Katkat, 2010; McCauley vd., 2009). Magnezyum eksikliginde
fotosentez geriler ve klorofil miktar1 diiser. Yashi yapraklarda
damarlar arasinda klorozis goriiliir (Aktas ve Ates, 1998; Kacar ve

Katkat, 2010; Samal ve Bout, 2018).

Kiikiirt baz1 proteinlerin bilesiminde bulunmaktadir. Baz1 enzimlerin
yapisinda bulunmaktadir (Samal ve Bout, 2018). Kiikiirt kok
biiyiimesini ve nodiil olusumunu hizlandirir. Kiikiirt eksikliginde

protein ve klorofil sentezi olumsuz etkilenir. Geng¢ yapraklarda
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klorozis goriiliir. Biiylime ve gelisme geriler, bitkiler bodur kalir ve

gdovde ince bir hal alir.

Tablo 1. MS ortaminda bulunan makro elementler (Babaoglu ve digerleri, 2002;
Samal ve Bout, 2018)

Makro Elementler Mg/l
KNO3 1900
NHsNO3 1650
KH2PO4 170
MgS04.7H20 370
CaCl,.2H20 440

3.1.2. Mikro Elementler
Makro elementlerin yanmi sira bitkiler i¢in 6nemli olan bir diger
element grubu mikro elementlerdir. Fakat bunlar bitkiler i¢in makro
elementlere kiyasla daha az miktarlarda gereklidirler. Demir (Fe),
manganez (Mn), ¢inko (Zn), bor (B), bakir (Cu), molibden (Mo) ve
klor (Cl) 6nemli mikro elementlerdir (Babaoglu ve digerleri, 2002;
Giirel, 2016; Samal ve Bout, 2018).

Demir hiicre boliinmesinde, solunum ve fotosentez reaksiyonlarinda
onemli rollere sahiptir. Demirin bitki hiicreleri tarafindan daha iyi bir
sekilde kullanilmas: i¢in selatlanmis formda ortama ilave
edilmektedir. Demir EDTA ile selatlandiginda kiiltiir ortaminda daha
kararli hale gelir ve bitkiler tarafindan daha genis bir pH aralifinda
absorbe edilmektedir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016;

Samal ve Bout, 2018). Demir eksikliginde klorofil iiretimi azalir,
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yapraklarda nekroz ve klorozis goriiliir. Bitkilerde biiylime ve gelisme
yavaglar (Aktas ve Ates, 1998; Bosgelmez vd., 2001; Kacar ve Katkat,
2010).

Manganez kloroplast membraninda 6nemli bir elementtir. Yasamsal
oneme sahip enzimlerin aktivasyonunda, fotosentezde suyun
parcalanmasinda, tohum ¢imlenmesinde ve meyve olgunlasmasinda
onemli bir role sahiptir. Bitkilerde manganez eksikliginin en belirgin
semptomu yapraklarda klorozis olugmasidir (Samal ve Bout, 2018;
Aktas ve Ates, 1998; Bosgelmez vd., 2001; Kacar ve Katkat, 2010;
McCauley vd., 2009; Plaster, 1992).

Cinko oksin (indol-3-asetik asitin (IAA)) iretiminde oldugu gibi
klorofil olusumunda da yer alan bir enzim aktivatoriidiir (Samal ve
Bout, 2018). Cinko eksikliginde enzim aktivitesinin azalmasina bagl
olarak karbonhidrat, protein ve biiyiime hormonlari (oksin) da zarar
goriir. Klorofil igeriginin azligindan dolayr yaprak damarlarinda
klorozis goriliir. Siirglinler o6liir ve yapraklar erken dokiiliir

(Bosgelmez vd., 2001; Kacar ve Katkat, 2010; Plaster, 1992).

Bor, seker, su ve hormonlarin hareketinde rol oynadig:1 tahmin edilen
onemli bir iz elementtir. Hiicre duvarlarinin olusumunu ve dokularin
yeniden ¢ogalmasini saglamaktir. Karbonhidrat biyosentezi, niikleik
asit ve protein metabolizmalar1 ilizerinde rol oynar. Bor eksikliginde

yapraklarda klorozis goriiliir ve ayrica yapraklar ve govde gevrek,
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kolay kirilir ve bigimsiz bir hal alir (Samal ve Bout, 2018; Bosgelmez
vd., 2001; McCauley vd., 2009; Plaster, 1992).

Bakir solunum ve protein sentezinde, klorofil iiretiminde, cesitli
oksidaz enzimlerin aktivasyonunda, protein ve karbonhidrat
metabolizmasinda rol oynamaktadir. Bakir eksikliginde bodur
gelisme, sekil bozuklugu, gen¢ yapraklarda klorozis, ge¢ olgunlasma
ve mantar hastaliklarina karsi hassasiyet olusur (Plaster, 1992; Aktas
ve Ates, 1998; Bosgelmez vd., 2001; McCauley vd., 2009; Kacar ve
Katkat, 2010).

Molibden protein sentezinde, enzim aktivitesinde ve baklagillerde azot
fiksasyonu i¢in gerekli bir elementtir. Molibden eksikliginde
baklagillerde bodur bir biiyiime ve yapraklarda klorozis meydana gelir
(Samal ve Bout, 2018; Bosgelmez vd., 2001; Kacar ve Katkat, 2010;
McCauley vd., 2009).

Klor fotosentezde, turgor basincinda, ATP enzim aktivasyonunda,
stoma hareketlerinin diizenlenmesinde ve hiicre ¢ogalmasinda etkili
bir elementtir (Plaster, 1992; Bosgelmez vd., 2001; McCauley vd.,
2009; Kacar ve Katkat, 2010). Klor eksikliginde klorozis goriiliir,
yaprak kenarlar1 solar, transpirasyon etkilenir, bazi bitkilerde hiicre
cogalmasi geriler ve yapraklarin biiylimesinde yavaslama meydana
gelir (Bosgelmez vd., 2001). MS ortaminda bulunan mikro elementler

Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. MS ortaminda bulunan mikro elementler (Babaoglu ve digerleri, 2002;

Samal ve Bout, 2018)

Mikro Elementler Mg/l
MnS0O4.7H20 22.3
ZnSO4 8.6
H3BOs 6.2
KI 0.83
NazMo004.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeS04.7H20 27.8
Na,EDTA.2H.0 37.3

3.1.3. Vitaminler ve Sekerler
Vitaminler enzim sistemlerinde Katalitik fonksiyonlara sahiptir ve
sadece eser miktarda gereklidir. Thiamin (B1), nikotik asit (Bs) ve
pridoksin (Bs) en sik kullanilan vitaminlerdir. Myo-inositol, d-biotin
(H), riboflavin (B2), d-pantotenik asit (Bs), askorbik asit (C), a-
tokoferol (E), retinol (A), folik asit (M) ve kolekalsiferol (Ds)
besiyerine eklenen diger vitaminlerdir. MS ortamina eklenen

vitaminler Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. MS ortaminda bulunan vitaminler (Babaoglu ve digerleri, 2002; Samal ve
Bout, 2018)

Vitaminler Mg/l
Myo-inositol 100.0
Thiamin-HCI 0.1
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Glisin 2.0

Bitkiler in  vitro kosullarda heniiz  yeterince fotosentez
yapamadiklarindan dolay1 karbon ihtiyacini kargilamak i¢in disaridan
karbon kaynagi olarak seker ilave edilir. En sik kullanilan karbon
kaynag1 sakkarozdur. Besiyerinde sik¢a kullanilan diger sekerler
glikoz, maltoz, rafinoz ve fruktozdur. MS ortaminda, genellikle litre
basina 30 g sakkaroz karbon kaynagi olarak eklenir (Babaoglu ve

digerleri, 2002; Giirel, 2016; Samal ve Bout, 2018).

3.1.4.Jel Yapicilar, Antibiyotikler ve Biyositler
Jel yapicilar besiyerini yar1 kati hale getiren bilesiklerdir. Bunlar
genellikle kirmiz1 deniz alglerinden elde edilirler. En sik kullanilanlari
agar, agaroz, Phytagel™ ve ya Gelrite™, Sea-Kem agaroz, silikajel,

aljinat, nigasta ve jelatindir.

Kullanilan eksplantin tiiriine gore kontaminasyonu engellemek amaci
ile karbenisilin, eritromisin, genetisin, sefotaksim, kanamisin,

higromsin, gentamisin ve streptomisin gibi antibiyotikler besiyerine
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eklenebilmektedir. Besiyerinin kontaminasyonunu engellemek amaci
ile en sik kullanilan biyosit PPM (bitki koruma soliisyonu)’dir
(Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016).

3.1.5.Besiyerine Eklenen Diger Maddeler
Doku kiiltiirii ortamina kimyasal olarak tanimlanamayan bir¢ok destek
maddesi eklenmektedir. Bunlardan bazilar1 farkli konsantrasyonlarda
bir amino asit, peptid, yag asidi, karbonhidrat, vitamin ve bitki
yetistirme maddesi kaynagi olarak glinlimiizde hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltiiriniin ilk basarili kiiltiiri maya
ekstrakti ile yapilmigtir. Kiiltiir ortamina eklenen diger ilaveler
sunlardir:

v' Et, malt ve maya ekstrakti ve fibrin 6ziti,

v’ Muz, ananas, domates de dahil olmak iizere c¢esitli

meyvelerden meyve sulari, meyve ekstraktlari,

v" Olgunlasmamus zigotik embriyolar1 besleyen sivilar,

v" Fide veya bitki yapraklarinin 6zleri,

v' Haglanmis patates 6zli ve misir maserasyon S1vist,

v' Bitki 06zsuyu, kok veya rizomlarin ekstraktlari. Bitki

koklerinin bitkilerde sitokinin sentezinin ana bdlgesi oldugu

diistiniilmektedir.

v" Protein (genellikle kazein) hidrolizatlar1 (Robbins, 1922;

White, 1934; Steward ve Shantz, 1959; Rangaswamy, 1963,

Guha ve Maheshwari, 1964; La Rue, 1949; Saalbach ve

Koblitz, 1978; Borkird ve Sink, 1983; Fox ve Miller, 1959).
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3.1.6. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
Bitki biiylime diizenleyicileri bitkiler tarafindan iiretilen, bitkilerin
cesitli bolgelerine tasinarak orada biiyiime ve gelismeyi saglayan ve
cok diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olan organik maddelerdir.
Doku kiiltiirli ortaminda kallus elde etmek, siirgiinlerden kok iiretmek
icin kiiltiir ortamina eklenmeleri gerekmektedir. En sik kullanilan bitki
biiylime diizenleyicileri oksin, sitokinin, gibberellin, absisik asittir ve
jasmonik asit (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016). Ayrica son
yillarda kesfedilen, strigolakton ve karrikin de doku kiiltiiri

ortamlarinda kullanilan bitki biiylime diizenleyicileridir.

Oksinler bitkilerde; hiicre gelisiminde ve farklilasmasinda,
fotoperyodizmde, kok olusumu ve lateral kok gelisiminde, yan
siirglinlerin  gelisiminin engellenmesinde, yaslanmanin (senesens)
geciktirilmesinde yaprak ve meyve dokiilmesinin engellenmesinde ve
apikal dominansta rol oynamaktadirlar. Ayrica etilen fitohormonunun
tiretimini de uyarirlar. Doku kiiltiirii ortaminda oksinlerin tek basina
kullanim1 koklenmeyi, kallus uyarimini, somatik embriyo olusumunun
uyarimini ve hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini tesvik ederler.
Sitokininler ile birlikte ise kallus olusumunda, somatik embriyo
olusumunun uyariminda ve slirgiin rejenerasyonunda rol alirlar. El
edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde sik olarak kullanilan bir
fitohormondur. Dogal oksin, indol-3-asetik asittir (IAA), sentetik
oksinler ise, naftalen asetik asit (NAA), indol biitirik asit (IBA), 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel,
2016; Eyidogan ve Ekmekgi, 2016; Unsal, 1993; Baktir, 2010).
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Sitokininler bitkilerde; hiicre boéliinmesini, siirgiin  biiylimesini,
yeniden farklilasmayi, rejenerasyonu ve yaslanmayir geciktirmeyi
tesvik eder. Doku kiiltiirii ortaminda siirglin gelisimini tesvik ederler,
kiltlir ortamina oksin ile birlikte esit konsantrasyonda eklenirse kallus
olusumunu tesvik ederler. Dogal sitokininler zeatin, dihidrozeatin,
izopentenil adenin (2IP) ve dimetilaliladenin’dir. Sentetik sitokininler
ise kinetin (N6 furfurilamino purin), benziladenin (BA) ve
tetrahidropiranilbenzil adenin (PBA)’dir. Uygulamalarda en sik
kullanilan sitokinin benziladenin’dir. Son yillarda kesfedilen
thidiazuron da (TDZ) bitki rejenerasyonunda oldukc¢a basarili sonuglar

vermektedir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016; Unsal, 1993).

Gibberellinler bitkilerde; hiicre uzamasinda, bodurlugun ortadan
kaldirilmasinda, partenokarpik meyve tutumunda, ¢cimlenmeyi tesvik
etmede, tohum ve tomurcuk dormansisinin kirilmasinda, soguklama
ithtiyacinin (vernelizasyon) giderilmesinde olduk¢a yaygin kullanima
sahiptir. Ayrica embriyo ve oviil kiltiriinde, meristemlerde bitki
rejenerasyonunda, organogenesisi ve adventif kok olusumunu
engellemede ve kallus gelisiminde kullanima sahiptir. En sik
kullanilan gibberellin GA3’tlir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Tyler ve
digerleri, 2004; Olszewski ve digerleri, 2002).

Absisik asitler bitkilerde; tohumlarda dormansiyi ve tohum depo
proteinlerini uyarmaktadir, stomalarin kapanmasini tesvik eder ve
govde biiylimesini inhibe eder. Kuraklik ve diger stres faktorlerinde

rol alir. Gibberellik asit ile antogonist g¢alisir. Absisik asitin doku
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kiiltiirtindeki roli tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen somatik
embriyolarin olgunlagmasinda kullanilmaktadir. Kiiltiir ortamina
absisik asit ilavesinin anormal embriyo gelisimini engelledigi
belirtilmektedir. En sik kullanilan absisik asit ABA’dir (Babaoglu ve
digerleri, 2002).

Jasmonik asitler bitkilerde; kok olusumunu tesvik eder, etilen
biyosentezini etkileyerek meyve olgunlasmasini tesvik eder, hastalik
ve zararhilara karst dayanikliligi arttirir, dormant durumdaki
tohumlarin dormansisini kirarak ¢imlenmeyi tesvik eder, disaridan
uygulandiginda kok biiylimesini, tohum c¢imlenmesi, klorofil
tiretimini, kallus olusumunu ve polen taneciklerinin ¢imlenmesini
engeller. Gaz halinde patates bitkisine piiskiirtiillmesi halinde ya da
doku Kkiiltiirii ortaminda yumru olusumunu (tuberizasyon) tesvik
etmektedir (Yildiz ve Yilmaz, 2001; Fan ve digerleri, 1997; Koda ve
digerleri, 1991).

Strigolaktonlar (SL) ilk kez pamuk bitkisinin koklerinden (Gossypium
hirsutum) izole edilmistir ve parazitik bitki olan Striga lutea
tohumlarinin ¢imlenmesini uyarma kabiliyetine bagli olarak strigol
olarak adlandirilmistir. Strigolaktonlar metillenmis butenolid (D-
halkasi) ve bir enol eter kismindan olusmaktadir. Strigolaktonun
bitkiler tizerindeki gorevleri arasinda, Striga spp. ve Orobanche spp.
gibi parazitik bitkilerin ¢imlenmesini tesvik eder, angiospermlerde yan
koklerin ve kok tiiylerinin gelisiminde ve siirgiin dallanmasinda

(aksiller tomurcuk biiyiimesi) rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica,
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koklerden sentezlenen SL'ler, arbuskiiler —mikorhizal (AM)
mantarlarinin = hif olusumunu indiikleyerek mantar ve konakg1
arasindaki temasi kolaylastirdigi gosterilmistir. Birgok c¢alismada
strigolaktonun, bitkinin besin, kuraklik ve tuz stresine karsi
adaptasyonunda onemli bir role sahip oldugu ortaya konmustur. En
cok kullanilan strigolakton GR24’tiir (Van der Berg ve Ewing, 1991;
Cook ve digerleri, 1966; De Cuyper ve digerleri, 2017).

Bazi bitki fizyologlarina gore Akdeniz biyomunda baz1 bitki tiirlerinin
tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in yangin gereklidir.  Arastirmacilar
duman i¢indeki bazi kimyasallarin bu tohumlar1 ¢imlendirdigini
disiinmiislerdir. Bitki kaynakli dumanin tohum ¢imlenmesini
uyardigini ilk bildiren De Lange ve Boucher (1990) olmustur.
Baldwin vd. (1994) galismalarinda GC-MS ve atomik absorbsiyon
(AA) spektrofotometresi kullanarak dumanin aktif olan kisminda 71
tane bilesik tamimlamislardir. Ayni1 calismada ayrica yanmis
selilozdan elde edilen duman ile ¢imlenme aktivitesinin
saglanabilecegi belirtilmistir. Flematti vd., (2004), duman igindeki bu
kimyasali kesfetmisler ve karrikin olarak adlandirmislardir. Yani
karrikinler; yanan bitkisel materyallerin (seker ve selilloz da dahil
olmak iizere karbonhidratlarin isitilmast veya yakilmasiyla olusur)
dumaninda bulunan bir grup bitki biiylime diizenleyicisidir. Yapilan
calismalar sonucunda dumanin igerisinde nitrojen oksitlerin ve
siyanohidrinlerin tohum c¢imlenmesini uyardigi bildirilmistir, fakat
Van Staden vd., (2004)’nin yapmis oldugu bir calisma sonucunda

dumanin igeriginde var olan butenolid ailesinden olan Kkarrikinlerin de
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¢imlenmeyi uyardigi bulunmustur. Karrikin sadece C, H ve O igeren
bir piran halkasina kaynastirilmis bir butenolit (3-metil-2H-furo [2,3-
c] piran-2-one) olarak bilinen spesifik bir lakton tipidir. Bu
Ozelliginden dolay1 strigolaktonlar ile iligkilendirilmektedir. Bu
zamana kadar alt1 tane karrikin kesfedilmistir. Bunlar; KAR1, KAR2,
KAR3, KAR4, KARS5 ve KARG6 olarak adlandirilmistir, ancak KAR1
en aktif olandir. Karrikinler dormansiyi kirarak dormant durumda
bulunan tohumun ¢imlenmesini tesvik eder. Bitki materyalinden elde
edilen dumanin (smoke water), Arabidopsis dahil olmak tizere 80
farkli cinsten 1200 bitki tlirliniin tohum ¢imlenmesini olumlu yonde
etkiledigi caligmalar sonucunda gosterilmistir. Strigolaktonlar gibi
Striga ve Orobanche gibi parazitik bitkilerin ¢gimlenmesini uyarir, yan
koklerin gelisimini ve siirgiin gelisimini kontrol eder, fide uzunlugunu
arttirir ve gesitli  stres (oksidatif stres, kuraklik, distik 1s1k
yogunluklari, yiiksek sicaklik, tuzluluk, diisiik ozmotik potansiye vb.)
durumlarinda bitki adaptasyonunu (De Cuyper ve digerleri, 2017;
Nelson ve digerleri, 2012; Flematti ve digerleri, 2015; Flematti ve
digerleri, 2011; Chiwocha ve digerleri, 2009; George ve digerleri,
2008).

4. DOKU KULTURU YONTEMI ILE BITKILERIN
COGALTIM ASAMALARI

4.1. Besiyeri Hazirlama
Besiyerleri cogunlukla pek ¢ok firmada hazir olarak satilmaktadir ve
hazirlama protokolii iizerlerinde mevcuttur. Fakat ¢aligmak i¢in temel

bir MS besiyeri hazirlamak istiyorsak kullanilacak olan makro ve
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mikro elementlerin ve vitaminlerin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

gerekmektedir.

4.1.1.MS Besiyeri I¢in Stok Soliisyon Hazirlama
41.11. MS Makro Element (MS-I, 20X) Stok
Soliisyonu
MS-I stok soliisyon elde etmek i¢in Tablo 4’teki elementler karistirilir.
Tiim makro elementler tarif edildigi gibi karistirilir ve ¢ozelti 2000
ml’ye tamamlanir ve kullanilana kadar 4 °C’de saklanir. Bu stok
soliisyondan 20 litre MS besiyeri elde edilebilmektedir. 1 litre MS

besiyeri hazirlamak i¢in 100 ml stok kullanilmalidir.

Tablo 4. MS makro element (MS-1) stok soliisyonu (Samal ve Bout, 2018)

Makro Elementler g/ml Cozgen Madde

KNOs 38.09g Yaklasik 1000 ml

NHsNOs3 33.0¢ distile su igerisinde

MgSO4 7449 coziilmektedir.

KH2PO4 3449

CaCl..2H20 8.82¢g Yaklagitk 500 ml
distile su igerisinde
¢Oziilmektedir.
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41.12. MS Mikro Element (MS-1l, 100X) Stok
Soliisyonu
FeSO4.7H20 ve Na2EDTA.2H,0 disindaki tiim mikro besinler, MS-11
stogunu hazirlamak i¢in birlikte ¢oziiliir. 100 litre MS besiyeri i¢in
MS-II stogu Tablo 5°deki gibi hazirlanir. 1 litre MS besiyeri

hazirlamak i¢in 10 ml stok kullanilmalidir.

Tablo 5. MS mikro element (MS-11) stok soliisyonu (Samal ve Bout, 2018)

Mikro Elementler g/ml ve mg/ml Cozgen Madde
MnSQO4.4H20 2.23¢ Tim kimyasallar
ZnS04.7H,0 860 mg 1000 ml distile su
H3BO3 620 mg icerisinde ¢ozdiiriiliir
Kl 83 mg ve kullanilana kadar 4
Na:Mo004.2H20 25mg °C’de saklanir.
CuS04.5H0 2.5mg

CoCl2.6H.0 2.5mg

4.1.1.3. MS Demir (MS-111, 20X) Stok Soliisyonu
100 litre MS besiyeri icin MS-III stogu Tablo 6’deki gibi hazirlanir.
Na;EDTA ¢ozeltisine FeSOs ¢ozeltisini  ekleyin  ve kuvvetlice
karistirin. Hacmi 200 ml distile su ile tamamlaym. Stoku 4 °C'de
pyrex siselere koyarak ya da aliiminyum folyo ya sararak saklayin. 1

litre MS besiyeri hazirlamak i¢in bu stoktan 10 ml kullanilmalidar.
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Tablo 6. MS demir (MS-III, 20X) stok soliisyonu (Samal ve Bout, 2018)

Demir Elementi mg/ml Cozgen Madde
Na:EDTA.2H.0 746 mg Ikisinide =80 ml
FeS04.7H.0 556 mg distile suda ¢oziiliir.

4.1.1.4. MS vitamin (MS-1V, 100X) stok soliisyonu
100 litre MS besiyeri i¢in vitamin stok soliisyon miktar1 Tablo 7°de
verilmigtir. 1 litre MS besiyeri hazirlamak i¢in bu stoktan 10 ml

kullanilmalidir.

Tablo 7. MS vitamin (MS-1V, 100X) stok soliisyonu (Samal ve Bout, 2018)

Vitamin g/ml ve mg/mi Cozgen Madde
Myo-inositol 10.0¢g Kimyasal 1000 ml
Thiamine 10.0 mg distile su igerisinde
Nicotinic acid 50.0 mg ¢ozilir ve kullanilana
Pyridoxine HCI 50.0 mg kadar 4 °C’de
Glycine 200.0 mg saklanir.

1 litre MS besiyeri hazirlamak i¢in tiim stok soliisyonlar (MS-I, MS-
I, MS-111 ve MS-1V) belirtilen miktarda eklenir ve karistirilir. Karbon
kaynagi eklenir (sakaroz, glikoz, maltoz, rafinoz ve friiktoz vb.) ve
yapilan ¢aligmaya gore igerisine oksin, sitokinin ya da baska bir bitki
bliylime diizenleyicisi eklenir ve pH 5,2-5,8’e ayarlanir. En son ortami

yart kati hale getirmek icin agar eklenir ve agar eriyene kadar
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karistirilir. Hazirlanan ortam 15 dakika boyunca 105 kPa basingta 121
°C’de otoklavda steril edilir.

4.2. Eksplant Secimi ve Sterilizasyon
Eksplant doku kiiltiiriinde calisilacak olan bitki parcasidir. Eksplant
olarak, meristem, siirgiin ucu, kok pargasi, nodyum, tomurcuk, ¢icek
ya da c¢igek sapi, anter, govde, yaprak ya da yaprak sapi, tohum,
embriyo, hipokotil, yumru, tek bir hiicre ya da protoplast
kullanilabilmektedir. Calismanin amacina gore eksplant tiirleri Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 8. Kiiltiir tipi ve kullanilacak eksplant (Samal ve Bout, 2018)

Kiiltiir Tipi Kullanilacak Eksplant

Kallus kiiltiirti Yaprak, anter, kok ve yumru

Hiicre kiiltiiri parcalari, yaprak sapi,

Meristem kiiltiirii Apikal ve aksiller (koltuk alti)
tomurcuklar

Protoplast kiiltiiri Kallus/hiicre kiiltiirleri, yapraklar

Mikrogogaltim Meristemlerden, siirgiinlerden ve
apikal tomurcuklardan kesilen
nodyumlar

Germplazm muhafazasi Virlis ve bakteriden ari bitki
kisimlari

Organogenez Yaprak, kok ve yumru pargalari,
protoplast ve kallus

Embriyo kiltiiri Olgun  veya  olgunlasmamis
tohumlar

Anter kiltiirii Anter veya polen taneleri
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Doku kiiltiirii i¢in hastaliksiz bitkilerin kullanilmasi ¢ok 6nemlidir.
Bunun i¢in bitkilerin laboratuvar ortaminda biiyiitiilmesi daha saglikli
sonuglar verir. Arazi ortamindan alinacaksa da 2 hafta ile 6 ay
arasinda laboratuvar ortaminda kontrollii kosullar altinda 6zel bakim
yapilir ve bitkiler miimkiin oldugunca saglikli hale getirilir. Doku
kiiltiiriinde en Onemli islem bitkileri mantarlardan ve bakterilerden
arindirmaktir. Bunun i¢in kullanilacak eksplantin tiirline goére en iyi
sterilizasyon yontemi secilmelidir. Eksplantlar1 sterilize etmek igin
cesitli sterilize edici ajanlar / kimyasallar kullanilir, sterilize edici ajan
bitki dokusu i¢in toksiktir, bu nedenle eksplant hasarini en aza
indirgemek icin uygun sterilize edici ajan konsantrasyonu ve islem
sliresini standartlagtirmak gerekmektedir. Sterilizasyon 6n islemi icin
eksplant akan bir suyun altinda yikanir, yaklasik %75 etanol icerisinde
40 saniye kadar bekletilir ve birkag damla Tween-20 ile temizlenerek
durulanir. Bu agsamadan sonra kullanilacak eksplantlar (Kalsiyum ve
sodyum hipoklorit, Hidrojen peroksit, Bromiir su, Giimiis nitrat, Civa
kloriir) farkli konsantrasyon ve siirede gesitli kimyasal ajanlar ile
muamele edilir. Sterilizasyon ajan1 muamelesinden sonra eksplantlar
yapisan toksik ajanlari ¢ikarmak i¢in steril distile suyla 4-5 kez yikanir

(Samal ve Bout, 2018).

4.3. Eksplantlarin Kiiltiir Ortamina Ekimi
Eksplantlar kiiltiir ortamina ekilmeden 6nce ekim isleminin yapilacagi
odanin sterilizasyonundan emin olmak gerekmektedir. Ilk islem olarak
odanin ve calisgilacak malzemelerin sterilizasyonu yapilmaktadir.

Ekim islemi laminar hava akisli HEPA filtreli steril kabin igerisinde
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gerceklestirilir. Pensler, bisturiler, makaslar ve 6zelerin %70-95’lik
alkole daldirilip ekim isleminden Once aleve tutularak steril edilmesi
saglanmalidir. Ekim isleminden sonra kullanmilan kiiltiir kaplarmin
(magenta, petri kabi, cam siseler vb.) etrafi sikica stre¢ film ile
kaplanmal1 ve kiiltiir tiplerine pamuk tikaglar yerlestirilmelidir. Ekim
isleminden sonra eksplantlar 6zel kiiltiir odalarina ya da bitki biiyiitme
kabinlerinde = muhafaza edilir. Calisilan deney  gruplarini
kontaminasyon var mi1 yok mu diye diizenli araliklarla kontrol etmek
gerekmektedir. Ekimden yaklasik bir hafta sonra eger kontaminasyon
var ise bakteri ve mantar kolonileri olusmaya baslar. Steril olmayan
kiltiir kaplar1 alinarak bakteri ve mantarlar otoklavda oldiiriilmelidir.
Kullanilan eksplant tiiriine ve deneyin 6zelliklerine gore kiiltiire alinan
ornekler diizenli araliklarla (bir hafta ile bir ay arasindaki bir
periyotta) taze besiyerlerine (altkiiltiir islemi) aktarilmalar
gerekmektedir. Eger altkiiltiir yapilmazsa kiiltiir kaplarindaki dokular
hem azalan besin kaynagi bakimindan rekabete girerler, hem de kiiltiir
kabinin icerisinde gereginden fazla kalabalik olmaya baslarlar (Samal

ve Bout, 2018).

4.4. D1s Ortama Alstirma (aklimatizasyon)
Steril kosullarda, yiiksek nem igeren ve tiim besin maddelerinin
bulundugu bir ortamda gelisen bitkileri, daha diisiik nem igeren ve
steril olmayan bir ortama aktarmak ¢ok dikkat isteyen ve kademeli
olarak yapilmasi gereken bir islemdir. Oncelikle bitkiler kiiltiir
kaplarindan ¢ikarilir ve agarli besiyerinin uzaklagmasi i¢in ¢ok

dikkatli bir sekilde yikanmalidir. Yiiksek nem (%100) iceren sisleme
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sistemine sahip seralardaki steril topraklara ekimi gercgeklestirilir.
Ayrica su kaybini minimize etmek igin tlizerleri kaplanmalidir.
Herhangi bir kontaminasyona karsi tiim onlemler alinmalidir. Aksi
takdirde alistirma siireci uygun bir sekilde tamamlanmaz ya da
herhangi bir nedenden dolayr kontaminasyon gerceklesirse calisma
tim bitkilerin kaybi ile sonuglanabilir. Bu nedenle aklimatizasyon
doku Kkiiltiirinde ¢ok 6nemli bir asamadir (Samal ve Bout, 2018;

Giirel, 2016).

5. Kiiltiir Tipleri
5.1. Kallus Kiiltiirii

Kallus, bitkiden bir parga (yaprak, kok, gévde vb.) kesilip alinarak
icerisinde bitki biiylime diizenleyicileri (oksin-sitokinin) i¢eren steril
edilmis yar1 kati besiyerinde biiyiitiilmesi sonucu olusan
farklilasmamis hiicre kiitlesidir. Oksin ve sitokinin bitki biiylime
diizenleyicileri  genellikle kallus hiicrelerinin  siirekli  olarak
cogalmasmi ve kallus formunda kalmasini saglayabilir ya da farkh
konsantrasyonlarda kullanim1 kallus dokusunu organogenez ve
somatik embriyogenez olusumuna yonlendirebilir. Kallus kiiltiirleri
organogenez, bitki rejenerasyonu, somatik embriyogenez ve hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin baslangi¢ noktasini teskil etmektedir. Ayrica
kallus hiicreleri somaklonal varyasyonlarin da olusmasini tesvik
edebilmektedir. Kallus kiiltiirlerinin stabil bir sekilde ¢ogalmalar ve
biiyiimeleri i¢in belirli araliklar ile altkiiltiirleme yapilmasi ¢ok
onemlidir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016; George ve
digerleri, 2008).
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5.1.1.Somaklonal Varyasyon
Doku kiiltiirii galismalarinda kullanilan bitki hiicreleri in vitro kosullar
altinda biiylimeleri siliresinde bazi genetik ya da hiicre ve doku
diizeyinde bazi degisiklikler gecirirler. Bu degisikliklerin bazilari
kiiltiire alinan eksplantlardaki anormal hiicrelerden kaynaklanirken,
bazilar1 ise kiiltiir ortaminda meydana gelen degisikliklerden (bitki
bliylime diizeneyicilerinden oksin ve sitokininin konsantrasyonu,
kiltlir ortaminin bilesimi, kiiltiir kosullar1, kiiltiir siiresi vb.)
kaynaklanmaktadir. Bunlarin disindaki bazi degisiklikler kalitsal
degildir yani sonraki nesillere aktarilmaz bunlar epigenetik
degisimlerdir. Epigenetik degisikliklerin aksine belli bir genetik
degisikligin veya mutasyonun sonucunda ortaya c¢ikan (DNA
metilasyonu, niikleik asit Onciillerinin kaybi, in vitro hiicre
boliinmesindeki anormallikler vb.) ve sonraki nesillere aktarilan bu
degisikliklere somaklonal varyasyon denir. Somaklonal varyasyonun
hem iyi hem de koétii yanlart vardir. Somaklonal varyasyonun klonal
cogaltim olarak ifade edilen mikrocogaltim tekniginde meydana
gelmesi sonucunda ayni genetik yapidaki bitkileri iiretmek pek
mimkiin olmayabilir. Bu yilizden mikrogogaltim tekniginde
varyasyonlarin gerceklesmemesi i¢in en giivenilir doku kiiltiirii
tekniklerinin kullanilmasi biliylik 6nem tasimaktadir. Ama bazi
durumlarda mikrogogaltimda meydana gelen bu istenmeyen fenotipik
ve genotipik degisiklikler bitki 1slahinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
degisiklikler sayesinde dogal varyasyonun daraldigi veya varyasyon
meydana getirmenin zor oldugu durumlarda yeni hiicre hatlarmin

gelisimi i¢in istenen Ozelliklere sahip somaklonal varyantlarin
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meydana getirilmesi miimkiin olmaktadir. Bu genetik olarak farkli
bitkiler kallus dokusundan ya da siirgiin tabaninda sekillenen kallus
dokusundaki yar1 diizenli kiiltirlerden meydana gelebilir. Bu
varyasyonlar sayesinde bitki islahinda biliyiik adimlar atilmistir ve
hastaliklara, soguga, tuzluluga ve donmaya toleransli hiicre hatlar
kallus dokular1 kullanilarak elde edilmistir. Ayrica fungal toksinlere,
herbisitlere ve tuza dayanikli hiicre hatlari in vitro seleksiyon yontemi
kullanilarak elde edilmistir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016;
George ve digerleri, 2008).

5.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii
Hiicre siispansiyon kiiltiirii, c¢alkalanmakta olan biitiin besin
elementlerini iceren sivi besiyerindeki hiicre kiimeleri ve kallus
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Bu kiiltiir sayesinde pek c¢ok
alanda ekonomik Onemi olan sekonder metabolitler iiretilmektedir.
Sekonder metabolitler bitkinin normal biiyliime ve gelismesi igin
thtiyag duymadig1 fakat yan iirlin olarak bitkiler tarafindan iiretilen
kimyasal maddelerdir. Sekonder metabolitlerin bitkilerde, degisen
cevre sartlarindan kaynakli stres ortamina karsi koyma, herbivorlara
ve mikroorganizmalara kars1t savunma, polinasyonda hayvanlari
cezbetmek i¢in renk ve koku iiretmek gibi gorevleri vardir. Bitkiler
tarafindan tiretilen belli basli sekonder metabolitler flavanoidler,
alkaloidler, terpenler ve tanenlerdir. Sekonder metabolitlerin ilag
iiretiminden, besin katki maddesi olarak kullanimina, parfiimeri ve
zirai miicadelede kullanimina kadar pek ¢ok alanda ekonomik degeri

vardir. Sekonder metabolitleri bliylik 0Olgekli iiretmek i¢in
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biyoreaktdrlerden (fermentdrler) yararlanilmaktadir. Uretimde hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinden optimum biiyiime ve iiretimi arzu edilen
sekonder metabolitin maksimum birikiminin saglanmasi i¢in onciiller
(precursors), biyodoniisiim (biyotransformasyon), hiicre gegirgenligi,
tutuklama (immobilizasyon), elisitasyon, senkronize ve iki asamali
kiiltiirler gibi deneysel yaklagimlar kullanilmaktadir (Babaoglu ve
digerleri, 2002; Giirel, 2016; Aktas ve Colgecen, 2017).

5.3. Anter/Mikrospor Kiiltiirii (Haploit Bitki Uretimi)
Anter kiiltiirli, icerisinde olgunlasmamis polenler (mikrosporlar)
tastyan anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay
bir besiyerinde haploid embriyolar elde edilmesi olarak bilinir. Anter
kiiltiirti mikrospor kiiltiiriine gore daha avantajlidir. Ciinkii icerisinde
binlerce mikrospor barindirmaktadir ve bdylece aseptik sartlarda
optimum kiiltiir ortaminda bir¢ok haploid bitki elde edilebilmektedir.
Ayrica haploid bitkiler bazi kimyasallar (kolsisin vb.) ile kromozom
katlanmasi saglanir ve dihaploid duruma getirilir. Boylece kisa siirede,
cok sayida % 100 homozigot bitki hatlar1 elde edilmektedir. Haploid
bitkiler 1slah ¢aligmalarinda genetik analizlerde ve benzer
calismalarda kullanilan 6nemli bir materyaldir. Bu sayede 1slah stiresi
kisalarak ¢ok sayida %100 saf hatlar elde edilir, F1 hibrit gesit
1slahinda  dogrudan ebeveyn olarak kullanilabilir, dayaniklilik
calismalarinda istenilen oOzelliklerin se¢cimine yeni kiiltiirlerin
olusturulmasina ve mutasyon 1slahinda resesif mutasyonlarin ortaya
c¢ikarilmasina imkan verir. Bunun yani sira bazi dezavantajlar1 vardir;

genotipe bagli olarak bazi tiirlerde cevap almak zordur ve bazi tiirlerde
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ise albino bitkiler gelisebilir. Bunlar islah c¢alismalari i¢in biiyiik
sorunlardir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016; Caglar ve
Abak, 1999).

5.4. Protoplast Kiiltiirii ve Somatik Melezleme
Protoplast, hiicre duvarit yok edilmis hiicre zar1 ile ¢evrili hiicrenin
biitin unsurlarin1 igeren yapidir. Protoplast kiiltiirii ise, aseptik
kosullarda bir hiicreden protoplastin izole edilmesi, daha sonra bu
protoplastlardan yeniden hiicre duvarinin olusturulmasi, hiicrelerin
mitoz boliinme ile ¢ogaltilmasi ve bitki rejenerasyonu ile tam bir bitki
elde edilmesini saglayan in vitro tekniktir. Seliilozik yapidaki hiicre
duvar1 ya mekanik olarak ya da enzimatik olarak parcalanarak elde
edilen protoplastlar1 kullanarak, tek bir hiicreden tam bir bitki rejenere
etmek ya da somatik melezler gelistirebilmek miimkiin olabilmektedir.
Hiicre duvarinin yapist pektin, seliilloz, hemiseliiloz, lipit ve
proteinden meydana gelmektedir. Bu yapilar1 parcalamak igin bir
enzimin varligt sarttir. En yaygmn kullanilan enzimler, seliilaz ve
pektinazdir. Protoplast kiiltiirlinde eksplant kaynagi olarak, yaprak
mezofil hiicreleri, embriyogenik kallus ve hiicre siispansiyonlari, geng
bitki dokular1 (hipokotil, kotiledon vb.), olgunlasmamis bitki doku ve
organlar1 (embriyo, kotiledon, meyve kabugu vb.), meristematik
hiicreleri igeren dokular (apikal, aksillar ve kok ucu meristemleri),
0zel protoplast kaynaklar1 (polen, sepal, petal, stoma hiicreleri, yumru
dokular vb.) kullanilmaktadir. Protoplast kiiltiirii sayesinde bitki
1slahinda 6nemli bir teknik olan somatik melezleme yapilmaktadir ve

bu teknik, klasik yontemler ile gen akisinin saglanamadigi
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kombinasyonlarda melezlemeye olanak saglamaktadir. Ayrica
protoplast kiiltiirii, mutant izolasyonu, hiicre organellerinin (niikleus,
kloroplast, mitokondri vb.) izolasyonu, gen aktarimi ve hiicre zarindan

madde tagimimi ile ilgili caligmalarda da kullanilabilmektedir.

Somatik melezleme, iki protoplastin g¢ekirdek ve sitoplazmalarinin
birbiriyle birlestirilmesi olayidir. Bir protoplastin ¢ekirdek ve
sitoplazmasinin diger bir protoplastin sitoplazmasi ile birlesmesi
sonucu olusan melez bitkiye ise somatik sibrit denir. Protoplast
fiizyonu daha ¢ok kimyasal (PEG-polietilen glikol) ya da elektriksel
yollarla gerceklestirilir. Somatik melezleme cesitli uyusmazliklar
gisteren cins ve tiirler arast melezlemeye ve yeni tiirlerin elde
edilmesine olanak saglamaktadir. Ve hatta cins ve tilirler arasi
mitokondriyel DNA, kloroplast ve sitoplazma gibi c¢ekirdek dist
genetik elementlerin transferine de olanak saglamaktadir. Protoplastlar
bitki rejenerasyonu ve gen transferi i¢in ¢ok cazip goriilse de
protoplastlar ile ¢alismak ¢ok biiyiik hassasiyet ve dikkat isteyen bir
istir. Bu nedenle, protoplastlardan bitki rejenerasyonu ¢alismalarindan
ziyade, proteinlerin yerini belirleme ve gegici transgen analizleri i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel,
2016).

5.5. Embriyo Kiiltiirii
Bitkilerin tohumlarindan ya da tohum taslaklarindan embriyolarin
steril kosullarda izole edilerek yapay bir besiyerinde in vitro

kosullarda kiiltiire alinmasi islemidir. Olgun tohum embriyolarin
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kiiltiirii ve olgunlasmamis erken boliinme fazindaki proembriyolarin
kiiltiirii olmak iizere iki tip embriyo kiiltlirii vardir. Embriyo kiiltiirt,
dormant, inatg1 ve sert tohum kabuguna sahip tiirlerin ¢imlenmesinde
kullanilarak 1slah siiresini kisaltmak i¢in 1yi bir yontemdir. Bunun yani
sira embriyosu tam olarak gelismeyen tiirlerden ¢imlenebilir normal
bitkiler {liretilmesinde ve c¢imlenme yetenegi olmayan tohumlar
olusturan tiirler arast melezlerden yasayan hibrit embriyolar
olusturulmasinda kullanilmaktadir. Ayrica embriyo kiiltiirii ile haploit
bitki iretimi, tohum canlilik testi, olgunlasmamis embriyo ve
embriyogenik kallus ile direkt somatik embriyolarin iiretimi de

saglanabilmektedir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016).

5.6. Meristem Kiiltiirii
Tarla ve sahadan alinan ve in vivo olarak yetistirilen bitki materyalleri
genellikle fungal, bakteriyal ve viral hastaliklar ile bulasik olabilirler.
Doku kiiltiirii yolu ile ¢ogaltim sirasinda bitki materyallerini sterilize
etsek bile bazi durumlarda kiiltiir ortaminda bakteri ve mantar
kolonileri gelisebilmekte ve bliylik kayiplara neden olmaktadir. Bu
durum yiizey sterilizasyonun yeteri kadar yapilmadigi durumlardan,
eksplantin i¢ine gizlenmis olan mikroorganizmalardan ya da uzun bir
steril kiiltiir doneminden sonra dogal olarak meydana gelen kronik
kontaminasyonlardan kaynakli olabilir. Bunun igin 0zellikle
mikrocogaltim calismalarinda biitiin bitkiler hastaliktan ari olmasi
gerekmektedir. Apikal meristem uglar1 kullanilarak viriisten,
bakteriden ve mantardan ari hastaliksiz bitkiler elde edilebilmektedir.

Meristem kiiltiirii ile viriisten ari bitki materyali elde etmek,
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mikrogogaltim, germplazm muhafazasi, genetik transformasyon,
bakteri ve mantardan ari bitki eldesi miimkiin olmaktadir. Meristem
kiltiriinde kullanilan eksplantin  biiylikligii, fizyolojik durumu,
alindig1 mevsim, kiiltiir ortami1 (mineral tuzlar, sekerler, agar, bliyiime
diizenleyicileri vb.) ve sartlar1 bagsariy1 etkileyen faktorler arasindadir.
Meristem  kiiltiiriiniin  bagarisiz  oldugu durumlarda termoterapi
uygulamasi ile virlissiiz bitkilerin {iretiminde basar1 saglanmistir

(Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel, 2016).

6. In Vitro Bitki Rejenerasyon Yontemleri
6.1. Organogenez

Somatik hiicrelerden ya da dokulardan siirglinler, kokler ya da
yapraklar gibi organlarin olusmasina organogenez denilmektedir.
Bitkisel dokular tamamen farklilasan hiicrelere, bozulmamis bir hiicre
zar1 sistemine ve canli bir cekirdege sahip oldugu siirece tekrar
meristematik bir 6zellik kazanarak mitoz boliinme gosterebilirler. Bu
boliinmeler sonucunda adventif siirgiin ya da kok sistemi dogrudan ya
da farklilasmamis hiicre y1gimi olan kallus dokusundan siirgiin veya
kok meydana getirir. Iste bu farklilasmamis bitki dokusunun bu
sekilde  hiicre  yigimina  donlismesine  tersine  farklilasma
(dedifferentiation), bdyle bir hiicre yigmindan siirgiin ve kok gibi
morfolojik bir degisikligin olmast ise yeniden farklilagsma
(redifferentiation) olarak adlandirilir (Sekil 5). Biitiin bu &zellikler
bitkisel dokular1 essiz kilan totipotensi dzelliginden kaynaklanir. Iste

bu oOzellik sayesinde de protoplastlarin, hiicrelerin, dokularin ve
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organlarin kiiltiirleri yapilarak in vitro bitki rejenerasyonu saglanmis

olunur.

Yeterlilik Kararhhk
+ +
Eksplant — Organ

Dedifferentiation induksiyon Differentiation
(Tersine Farkhlasma) (Organogenik Uyarilma) (Farklilasma)

Sekil 5. Organogenez Olusum Asamalari
Organogenez indirekt ve direkt olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Sekil
6). Indirekt organogenezde, kullanilan eksplanttan dogrudan kallus
dokusu olusturulur oksin ve sitokinin gibi bitki biiylime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi ile siirgiin
ya da kok olusumu tesvik edilerek tam bir bitki elde edilmektedir.
Direkt organogenezde ise kullanilan eksplanttan dogrudan siirgiin ya
da kok dokusu olusturularak tam bir bitki rejenerasyonu saglanmis

olunur.

Indirekt Organogenez Direkt Organogenez
|
Kallus Stirgiin veya Kok
|
Strgiin veya Kok Bitki1
|
Bitki

Sekil 6. Organogenez Cesitleri
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Indirekt organogenezde klonal ¢ogaltim pek miimkiin olmayabilir,
fakat somaklonal varyantlarin se¢imi ve kitlesel ¢ogaltim i¢in ideal bir
sistemdir. Bitki transformasyon c¢alismalarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Direkt organogenez ise bitkilerin etkin ¢ogaltimi,
transgenik bitki tiretimi ve en onemlisi klonal ¢ogaltim i¢in basarili bir
sekilde uygulanabilmektedir (Babaoglu ve digerleri, 2002; Giirel,
2016).

6.2. Somatik Embriyogenez
Bitkinin somatik dokularindan kapali vaskiiler sisteme sahip kok ile
siirglin yapisim1 iceren bipolar (iki kutuplu) bir embriyonun
iretilmesini saglayan asekstiel gelisim siirecine somatik embriyogenez
denir. Kallus ve vejetatif dokulardan gelisen embriyolara somatik
embriyo adi verilmektedir. Somatik embriyogenez in vitro bitki
tiretiminde klonal c¢ogaltim i¢in ¢ok uygun bir tekniktir. Somatik
embriyogenez eksplant kaynagi, genotip, besin ortaminin igerigi ve
cevresel sartlar gibi  faktorlerden etkilenmektedir. Somatik
embriyogenez de organogenezde oldugu gibi indirekt ve direkt

embriyogenez olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 7).
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indirekt Embriyogenez Direkt Embriyogenez

|

Kallus Somatik Embriyolar
|
Pro-embriyolar Bitki1
|
Bipolar Embriyolar
Bitki

Sekil 7. Somatik Embriyogenez Cesitleri

Indirekt embriyogenezde eksplant dncelikle oksin iceren besiyerine
aktarilir ve kallus olusumu tesvik edilir. Daha sonra bu kalluslardan
pro-embriyolar olusur. Kallus oksin igermeyen bir besiyerine
aktarilirsa pro-embriyolardan bipolar embriyolar olusur. Eger sartlar
uygun ise bipolar embriyolardan bitkicikler elde edilir. Direkt
embriyogenezde ise eksplant dokusundaki tek bir hiicre ya da hiicre
gruplarindan bitki gelisir. Direkt embriyogenezde en sik kullanilan
eksplant kaynagi olgunlasmamis somatik embriyolardir. Indirekt
somatik embriyogenez, somaklonal varyantlarin seleksiyonunda ve
transgenik  bitki  iretiminde  kullanilirken, direkt somatik
embriyogenez somaklonal varyasyon ihtimali diisiik oldugundan
klonal ¢ogaltim i¢in daha avantajlidir. Somatik embriyogenez teknigi
kullanilarak, klonal g¢ogaltim, transgenik bitki {iretimi ve sentetik
tohum iiretimi miimkiin olmaktadir (Babaoglu ve digerleri, 2002;

Giirel, 2016).
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GIRIS
Endiistriyel Biyoteknoloji’nin tanimina ge¢meden once Biyotek-
noloji’nin tanim ve kapsamini ele alip degerlendirmek uygun
olacaktir. Sozciik olarak ilk kez 1919 yilinda Macar asilli Karoly
Ereky tarafindan kullanilan BIYOTEKNOLOJi’nin giiniimiizde
kullanilan birgok tanimi bulunmaktadir. Bunlar arasinda ilgili
cevrelerce en yaygin kabul goreni EFB (European Federation of
Biotechnology) tarafindan yapilan tanimlamadir. Bu tanimlamaya
gére BIYOTEKNOLOJI Cevre ve insan sagligina zarar vermeden,
biyolojik sistemlerin miihendislik ilkeleri esas alinarak mal ve hizmet
tiretiminde kullanilmasidir. S6z konusu tamimdaki BIYOLOJIK
SISTEMLER deyimi, her tiirlii biyolojik kaynaktan (bitki, hayvan ve
mikroorganizma gibi) elde edilen doku ve hiicrelere ek olarak enzim,
niikleik asitler gibi dogal ve yapay biyomolekiilleri de kapsar.
Tamimda CEVRE VE INSAN SAGLIGI deyimine yer verilmekle,
biyoteknoloji sistem ve siireclerinin biyolojik-silah gibi insan saglhigini
ve ekolojik yasami tehdit etmeyecek sekilde kullanilmasi gerektigi
vurgulanmak istenmistir. Diger yandan, tammdaki MAL VE HIZMET
URETIMI deyimi ile ticari degeri olan MAL (6rnegin, antibiyotk,
alkol, ¢esitli organik asitler vb) iiretimi ile kati/s1v1 kirliliklerin aritima,
insan saglhg gibi genelde kar unsuru igermeyen HIZMET lerin

tiretimine isaret edilmek istenmistir.

Biyoteknoloji sistem ve siire¢lerin kullanilmasinin insan yasamindaki

yeri insanlik tarihi kadar eskidir. Ornegin bugiin birer biyoteknoloji
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stireci olduklar1 bilinen bira yapimi, ekmek yapimi ve sarap yapimi
gibi {iiretim siireclerinin insanlik tarihinde c¢ok eski bir gecmisi
bulunmaktadir. Fermantasyonun mikroorganizmalarca gerceklestirilen
(maya ve bakteriler) tarafindan bir biyoteknoloji siireci olabilecegi, ilk
kez Louis Pasteur tarafindan (1856) 19. yiizyilda gosterilmistir.
Aseton, biitanol ve penisilin gibi fermantasyon iiriinlerinin endiistriyel
Olgekte (ticari Olgekte) tretimleri 20. yiizyillin ilk yarisinda
gerceklestirilmistir. Ozellikle 1. Diinya Savasi sirasinda gliserol,
biitanol gibi patlayici yapiminda ve penisilin gibi enfektif hastaliklarin
tedavisinde kullanilan fermantasyon iiriinlerine duyulan biiyiik
gereksinim endiistriyel-0lcekteki Fermantasyon Biyoteknolojsi’nin
kurulma ve gelismesinde Onemli rol oynamistir. Fermantasyon
Biyoteknolojisi’nin gelisimi sirasinda elde edilen teknolojik bilgi
birikimi ve kazanimlar KLASIK BIYOTEKNOLOJI olarak
tanimlanan biyoteknoloji siireglerinn ilerlemesine biiylik katkida
bulunmustur.  Klasik  Biyoteknoloji  siireglerinin  kullanildig:
fermantasyon teknolojileri giiniimiizde de ¢esitli bitkisel ve hayvansal

endiistriyel Uriinlerin iiretiminde kullanilmaktadir.

Petrokimya endiistrisinin 1920°’li yillardan sonra biiylik gelisme
gostererek fermantasyonla iiretilecek birgok iirtiniin bu endiistri kolu
tarafindan daha ucuz maliyetle {retilebilmesi, ayrica ucuz petroliin
kimya endiistrisinin gereksinimi olan hammadde ve enerjiyi diisiik
fiyatlarla edinebilmesi fermantasyon teknolojisinin diger bir deyimle,
KLASIK MIKROBIYAL BIYOTEKNOLOIJI’NIN ileri diizeylerde

gelismesini  engelleyen bir faktor olmustur. 1973’10 yillara
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gelindiginde, OPEC (Organization of Petroleum Exporting Countries:
Petrol Ihra¢ Eden Ulkeler Birligi) iilkelerinin PETROL fiyatlarmi
arttiran politikalar1 sonucu artan petrol fiyatlari, 6zellikle hammadde
ve enerjice petrole bagimli sanayilesmis bati lilkelerinde beklenmedik
ekonomik sorun ve krizlere neden olmustur. Bu durum, molekiiler
genetik alanindaki gelismelerin ve biyoteknoloji uygulamalarinin

gerceklesmesinde motive edici bir unsur olmustur.

Ik kez INSULIN ve BUYUME HORMONU gibi insan proteinlerini
sifreleyebilen sentetik genlerin Rekombinant DNA teknikleriyle
bakteri genomuna aktarilip bakteri genomuna entegre edilmesiyle, s6z
konusu proteinleri iretebilen klonlanmis mikroorganizmalar elde
edilmistir.  Bu sekilde MOLEKULER BIYOTEKNOLOJI veya
REKOMBINANT DNA TEKNOLOIJISI olarak da adlandirilan
MODERN BIYOTEKNOLOIJI’nin ilk adimlar1 atilmistir. Klasik
Biyoteknoji, Modern Biyoteknoloji olarak iki ayr1 grupta ele
alabilecegimiz BIYOTEKNOLOIJI diger bircok bilim dalindan farkli
olarak multidisipliner bir 6zellige sahiptir. Nitekim Biyoteknolojinin
gelismesine biyoloji, fizik, kimya, mikrobiyoloji, fizyoloji, biyokimya,
molekiiler biyoloji, genetik vb. temel bilim dallarindaki gelismelerin
onemli katkis1 olmustur. Temel bilimlerdeki gelismelerin {izerine bina
edilen giiniimiiz Biyoteknoloji’sinin, 6rnegin Cevre Biyoteknolojisi,
Gida Biyoteknolojisi, Tarim Biyoteknolojisi, Tibbi Biyoteknoloji,
Fermantasyon Biyoteknolojisi, Gen Biyoteknolojisi gibi degisik

uygulama alanlar1 bulunmaktadir.
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1. ENDUSTRIYEL BiYOTEKNOLOJi UYGULAMALARI
Endiistriyel Biyoteknoloji uygulamalar1 Siirdiiriilebilir Kalkinma ve

Biyoekonomi’nin itici giiciidiir.

1.1. Siirdiiriilebilir Kalkinma
“Stirdiiriilebilir ekonomik kalkinma” 21. ylizyilin basindan itibaren
uluslararas1 arenada kalkinmada izlenmesi gereken temel strateji
olarak kabul edilmektedir. Bu gerekliligin temelinde yeryliziindeki
hammadde ve enerji kaynaklarindaki giderek ortaya g¢ikan diisiislin
yani sira 2050 yilinda 10 milyara ulasacagi tahmin edilen diinya
niifusundaki artig gibi kiiresel 6lcekteki sosyoekonomik nedenler de
bulunmaktadir. Ozellikle son 200 yildir fosil kokenli enerji ve
hammadde kaynaklarinin kullanimina dayali {iretim siireglerinin
kullanilageldigi ekonomik modellerin gerek kaynak tiikketimi agisindan
gerekse ekolojik agidan yarattigi sorunlar, siirdiiriilebilir ekonomik
model arayislar1 i¢in zorlayict nedenler olmustur. Nitekim bu durum
Birlesmis Milletler tarafindan 2000 yili eyliil ayinda yayinlanan
deklarasyonda “Yakin gelecekte tiim ¢ocuk ve torunlarimizi insan
etkinlikleri sonucu onarilmaz sekilde bozulmus ve kaynaklari
tikenmis bir gezegende yasatmak icin Ozel bir ¢aba harcamamiza
gerek  kalmayacaktir”  ifadesiyle  Ozetlenmeye  calisilmustir.
Siirdiiriilebilir ekonomik kalkinma modeli arayislarin1 zorunlu kilan
kiiresel nedenler arasinda 6zellikle petrole bagli enerji ve hammadde
kaynaklarmin tiretiminde ortaya ¢ikan sorunlar kadar bu kaynaklarin
uluslararas1 paylagiminda gozlenen giivenlik sorunlar1 da 6nemli yer

tutmaktadir. Nedenlerden bir digeri de konvansiyonel teknolojilerin

126 || TARIMSAL VE ENDUSTRIYEL BiYOTEKNOLOJi UYGULAMALARI -
BiYOEKONOMI



yol agtigi g¢evre ve saglik sorunlari nedeniyle ¢evre-dostu yeni

teknolojiler i¢in her giin artig gosteren kamuoyu baskisidir.

Ekonomi ile dogal c¢evrenin karsilikli bagimhiliginin  kalkinma
politikalarinda ele alinmasinin gerekliligine iliskin ilk kapsamli uyar1
1972 yilinda Roma Kuliibi’niin “Biiyiimenin Sinirlar1” baglikl
raporunda yapilmistir. Ancak siirdiiriilebilir kalkinmanin kiiresel ¢apta
aktif bir politika haline doniligmesi, bu raporun yaymlanmasindan
sonra 20 yillik bir gecikme ile 1992 Rio Zirvesi’nden sonra miimkiin

olabilmistir.

Sonugta bu siire¢ 2000 yilindan itibaren Birlesmis Milletler tarafindan
kiiresel kalkinma stratejisi olarak da kabul edilmistir. Dogal
kaynaklarin (su ve fosil enerji kaynaklar1 gibi) daha az kullanimu,
basta CO2 olmak ilizere kirletici emisyonlarin azaltilarak g¢evrenin
kiiresel, bolgesel ve yerel dlgeklerde daha az kirletilmesi, bireysel ve
toplumsal yasam kalitesinin artirilmast gibi nedenler s6z konusu
stratejinin temel hedeflerini olustururken, diger yandan bu hedeflere
ulagmakta izlenecek stratejik siirecler ise su sekilde belirlenmistir:

a) Mal ve enerji iretimde hammadde olarak yenilenebilir

kaynaklarin kullanilmasi

b) Uriinlerin ¢evre-dostu nitelikte olmasi

¢) Kirlilik tiretmeyen ya da en az kirlilik iireten temiz tiretim

teknolojilerinin kullanilmasi

d) Enerji kullaniminda tasarruf
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Bu hedefler dogrultusunda ekonomik biiylimenin temel dayanagini
olusturacak  teknolojik  yenilesmelerden  (renovasyonlardan)
beklenenler arasinda ise lretilecek mal, hizmet ve proseslerde iistiin
rekabet edilebilirlik niteligine ulasmak, yiiksek katma-deger yaratmak,
yeni istthdam alanlar1 olusturabilmek, toplumun etik, kiiltiirel ve
ekonomik talepleriyle uyumlu olmak gibi o6zellikler yer almaktadir.
Sekil 1’de sematik olarak Ozetlenmeye ¢alisildigi gibi toplumsal
degerlendirme, ekonomik verimlilik ve karlilik, gevresel uyumluluk
stirdiiriilebilir kalkinmanin 3 paydasini olusturan temel 6gelerdir. Bu
Ogelerin  aralarindaki baglantinin  olusturdugu ii¢genin kenar
uzunluklar ile stirdiiriilebilir kalkinmanin verim ve basarisi arasinda
dogru orantili bir iligki vardir. Yani siirdiiriilebilir ekonomik siirece
uygun olarak iiretilecek bir mal, hizmet ya da bu amagla kullanilacak
bir teknik stireg, toplumsal-etik degerlerle uzlagsmis olmanin yani sira
kisaca Eko-yeterlilik diye tanimlanan hem ekolojik ham de ekonomik
uygunlugu ortaklasa yansitan parametre acisindan da yiiksek degerde

olmak zorundadir.

Eko-yeterlilik

Toplumsal

Sekil 1. Siirdiiriilebilir Kalkinmanin Temel Dayanaklar1 ve Eko-Yeterlilik iliskisinin
Sematik A¢iklamasi
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1.1.1. Siirdiiriilebilir Kalkinma Icin Eko-Yeterlilik
Analizi
Eko-yeterlilik analizi yeni mal, hizmet ve siireclerin siirdiiriilebilirlik
degerini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. S6z konusu analitik
degerlendirmenin grafiksel boyutlandirilmas1 ve analizi, apsise
maliyet, ordinata da 6 ayr1 paremetre agisindan c¢evresel-etki
degerlendirilmesi yerlestirilerek yapilmaktadir (Sekil 2). Cevresel etki
degerlendirmede ele alinan paremetreler asagida belirtilmistir:
a) Madde kullanimi
b) Enerji kullanimi
) Yaratilan emisyonlar
d) Yer kullanimi
e) Zarar potansiyeli
f) Toksisite

Hava ve su etkisi Yuksek eko-yeterlilik

]
L]

Ham madde ve enerji kullanimi

Maliyet

Sekil 2. Eko-Yeterlilik Analizinin Parametrik Degerlendirmesi
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1.2. Biyoekonomi
1.2.1. Biyoekonomi Nedir?

Bitki, hayvan, mikroorganizma ve diger tiim canlilarin arastirma,
gelistirme, liretim, ticaret ve tiikketimi ile ilgili ekonomik faaliyetlerin
timii  biyoekonomi olarak tanimlanmistir. Bilimsel anlamda
biyoekonomi, canlilardan biyoteknoloji gibi yeni ydntemlerle arti
degerler tiretilerek ekonomik kazang¢ saglanmasini hedeflemektedir.
Bu kazangta amag, saglikta gelisme, tarim ve endistride verim ve
kalite artis1, ¢evrede siirdiiriilebilir iyilestirmedir. Etkinlik, tarim ve
ormana yonelikse YESIL, endiistriye yonelikse BEYAZ ve denizlere
yonelikse MAVI biyoekonomi anlasiimaktadir.

1.2.2. Biyoekonomiye Neden Ihtiya¢c Duylmaktadir?
Giliniimiiz kosullarinda  gergeklestirilen  stirdiiriilebilir  kalkinma
tiretimde kullanilan kaynaklarin smirli ve yenilenemez olmasindan
dolay1 ekolojik dengeyi bozdugu sonucunu ortaya g¢ikarmaktadir.
Ozellikle gelismis iilkelerde toplumlarin mevcut fiziksel ve enerji
tikketimleri g6z oniinde bulunduruldugunda diinyanin mevcut tiiketim
diizeyinin siirdiiriilebilir olmadigi bilinmektedir. Siirdiiriilebilir ve
ekolojik dengeyi gozeten bir iiretim modeli i¢in biyoekonomi, gelecek
yillar icerisinde Onemini arttirarak devam edecektir. OECD (2009)
raporlarina gore, biyoekonomik gelismelerin temelinde, gelisen

iilkelerde artan niifus ve kisi basina diisen gelir yer almaktadir.

Diinya niifusu gelecek 10 yil icerisinde 10 milyara ulasacagi ve bu

artisin - %97’sinin  gelisen lilkelerde meydana gelecegi tahmin
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edilmektedir. Artan bu niifus sonug itibariyle gida, yem, su kaynaklari,
enerji gibi kaynaklarin iizerinde baski yaratacaktir. Yine rapora gore
2030 yilma kadar GSYIH miktarinin OECD iilkelerinde %2.3 ve

gelisen tilkelerde %4.6 oraninda artacagi ongoriilmektedir.

Ayrica biyokimyasal lriinlerin toplam kimyasal iirtinler igerisindeki
paymin %35’e, biyoteknoloji ile iretilen iriinlerin oraninin ise
%350’ye ulasilacagr tahmin edilmektedir. Bu nedenle biyoekonomi
alaninda bir yapilanmaya ihtiyag duyulmakta ve biyoekonomi
alanindaki ihtiyacin 6zel sektor girisimleri ile karsilanmasi

gerekmektedir.

1.2.3. Biyoekonominin Siirdiiriilebilir Kalkinmadaki

Yeri Ve Onemi
Biyoekonomi ya da Biyoloji-temelli Ekonomi i¢in giiniimiizde degisik
tanimlar yapilmaktadir. Bunlardan biri de “Etkin Biyoproseslerin ve
yenilenebilir biyokaynaklarin saglikli ve siirdiiriilebilir biiylime ve
gelisme i¢in kullanildig: etkinlikler biitiiniidiir” seklinde yapilmis olan
tanimlamadir. Siirecin tarimsal yoniine daha agirlik veren diger bir
tanim da “Temel yapitaslari ve enerjisi bitki / tahil kokenli
kaynaklardan gelen ekonomidir” seklindedir. Biyoekonomi, Tarimsal
Biyoteknoloji, Cevre, Saglik, Ormancilik, Enerji gibi sektorlerdeki
yeni teknoloji ve AR-GE’lerden yararlanan bir siirectir. Bunlar diginda
Biyoekonomi, Bilisim Teknolojisi, Biyolojik Bilimler, Kimya, Fizik
ve Miihendislik alanlarindaki gelismelerden yararlanan multidisipliner

bir 6zellige de sahiptir. Ne var ki, gelecekte de bugiin oldugu gibi
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kacinilmaz  olarak  Biyoekonominin  temel iticini  giiciinii
Biyoteknoloji’deki gelismelerin olusturacag: ilgili ¢evrelerce genis

capta kabul edilmektedir.

Endiistriyel devrim siirecine gecilmeden once toplumlarin yasaminda
gecerli olan Tarim Ekonomisi ¢evre ile uyumlugu temelinde
siirdirilebilirlik  6zelligi de tagimaktaydi. Giiniimiiz ekonomik
yasaminin temelini olusturan ve 200 yillik gecmisi olan endiistriyel
devrimin tlizerinde yasadigimiz gezegende gerek hammadde ve enerji
kaynaklarinin tiiketimi, gerekse cevre ve insan sagligi agisindan
onemli olumsuzluklar yarattigi bilinen bir gercektir. Bu nedenle
gelecekteki siirdiiriilebilir ekonominin temeli ancak endiistriyel alanda
teknolojik yenilesmeyle saglanabilecektir. Yeni teknolojiler arasinda
bu yonde en umut verici olant Biyoteknoloji olarak goze
carpmaktadir. Giiniimiizde Biyoteknoloji teknikleri kullanilarak
tarimsal kokenli tahil ve bitkisel lignoseliilozlart enerji ve mal
iretiminde hammadde olarak degerlendirebilmek olanaklidir. Boylesi
Biyoteknoloji siireclerinin ayn1 amaglarla fosil kaynaklarin tiiketimine
dayanan konvansiyonel teknolojilere segenek olusturabilecegi ilgili
otoritelerce genis kabul goren bir gergektir (Sekil 3). Yenilenebilir
kaynaklara dayanmasi ve ¢evre dostu iiretim ozellikleri bakimindan
Bitkisel ve hayvansal kokenli kaynaklardan iiretilen Biyoteknoloji
riinlerin ~ eko-yeterlilik  degerlerinin  yiikksek olusu  bunlarin
stirdiiriilebilir katsayilarini da olumlu ydnde etkilemektedir. Diger
yandan, siirdiiriilebilirlik agisindan bir diger énemli konu da, petrol

gibi fosil kaynaklarin aksine bitkisel kaynaklardan tiretilecek enerji ve
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iriinler bunlarin tiikketimine bagl olarak olusacak ve sonucta kiiresel
boyutta iklimsel degismelere neden olabilecek gaz emisyonlar

yaratmayacaktir.

Yenilenemeyen Sardardlebilir

]
21.¥iiznl

Bioekonomi

20.viizvil
o Petrol Ekonomisi

Sondaj

paol ]

Biyotemelli

Petrokiya Urdinler

Urtinleri

Sekil 3. Petrole Dayali Konvansiyonel Ekonomi ile Biyoekonominin Sematik

Kargilagtirmasi

Giliniimiizdeki Biyoteknoloji uygulamalari, ilag, gida-igecek, tekstil,
deterjan, kagit, kimya ve tarim gibi ekonominin degisik sektorlerinde
yiiksek katma deger ve eko-yeterlilik gibi paremetreler acisindan
olumlu sonuglar yaratan yeniliklere neden olmustur. Bilindigi gibi
kimya endiistrisi iirettigi mal ve hizmetlerle insan yagaminda gidadan
giyime kadar degisik alanlarda onemli bir yer tutmaktadir. Bazi
cevrelerce “Beyaz Teknoloji” olarak da adlandirilan Endiistriyel
Biyoteknolojideki son gelismeler, bu teknoloji dalinin Kimya
Endiistrisi’ne secenek olusturacagini ortaya koymaktadir. Endiistriyel
Biyoteknoloji “mal ve hizmet iiretiminde mikroorganizma veya

enzimlerin  kullanildigt  endistriyel  tiretim  siireci”  olarak
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tanimlanmaktadir. Ancak felsefi temelde “doganin alet c¢antasinin
endistriyel liretim amagli kullanimidir” seklinde de tanimlanmaktadir.
Diinya genelinde heniiz emekleme doneminde oldugu sdylenen
Endiistriyel Biyoteknoloji her gegen giin biliylime gosteren bir pazar
potansiyeline  sahiptir.  Endiistriyel ~ Biyoteknoloji  iriinlerinin
diinyadaki pazar payinin Oniimiizdeki yillarda 200 milyar ABD
dolarinin tizerine ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Son yillarda diinya
pazarlarinda satisa sunulan kimyasallarin %10-20’sinin Endiistriyel
Biyoteknoloji iiriinii olacagi ileri siiriiliirken, bu sektdrde her yil 11-22
milyar Euroluk katma deger iiretilecegi diisiiniilmektedir. Endiistriyel
Biyoteknoloji giiniimiizde petrokimya kokenli bir¢ok iiriinii biyokiitle
ve tahil gibi bitkisel kokenli kaynaklardan iretebilmektedir (Sekil 4).

Gelecekte Biyoekonominin temelini olusturacak Biyoteknoloji
stirecinin kuracagi biyorafinerilerin giiniimiizdeki petrolrafinerilerin
yerini  almasit s6z konusudur. Endiistriyel Biyoteknolojinin

stirdiiriilebilir kalkinmaya getirecegi kazanimlar ise:

o Kirlilik ve atikta azalma

e Enerji, hammadde ve su kullaniminda azalma

o [yi kalitede gida iiretimi

o Atiklardan yeni malzemeler ve biyoyakitlarin iiretimi

e Kimyasal siireglere alternatif olusturmak seklinde siralanabilir.

Biyoteknolojinin siirdiiriilebilir endiistriyel liretime katkisini Vitamin
B12 6rnegi lizerinden yapilan degerlendirmeyle anlatmak miimkiindiir:

S6z konusu vitaminin Biyoteknoloji siireciyle liretimi kimyasal iiretim
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stireciyle karsilagtirildiginda; Biyoteknoloji siireciyle iiretime baglh
olarak maliyette ve tiim cevresel etkide % 40, CO2 emisyonunda %
30, kaynak kullaniminda % 60 ve atik iiretiminde % 95 tasarruf

saglandig1 gorlilmiistiir.

Petrol-rafinerisi

Solvent

Petrol
Plastik

Kimyasalar

Lifler g e

\ Yaglar

Sekil 4. Degisik Uriinlerin Uretiminde Petrole ve Biyokiitle Kullanimma Dayali

Stirecler

1.2.4. Biyoekonominin Uluslararasi Arenada Gelisimi
Diinya iizerinde 1992 yilinda 8.1 milyar ABD Dolar gelir getiren,
100.000 kisi istihdam eden biyoendiistri, 2001 yilinda 34.8 milyar
ABD Dolart gelir getiren ve 190.000 kisi istthdam eden bir sektor

haline gelmistir.

Ancak s6z konusu Biyoendiistriyel gelirlerin % 97’sinin ve istihdamin

% 96’sinin ABD’de, Kanada’da ve Avrupa iilkelerinde gerceklestigini

135




sdyleyebiliriz. Istatistiklerine gore resmi kayd: bulunan biiyiik firmalar
temelinde ABD’de 318 (yillik cirosu 33 milyar ABD Dolari),
Avrupa’da 102 (yillik cirosu 12.8 milyar ABD Dolar1) firma
bulunmaktadir.

Gegtigimiz  yillarda ABD’de Biyoteknoloji alaninda AR-GE
caligmalari i¢in 20.5 milyar ABD Dolari, Avrupa’da ise 7.6 milyar
ABD Dolar biitge ayrildigi rapor edilmistir. Biyoekonomiyi stratejik
hedef segen iilkelerden ABD’nin Ulusal Arastirma Kurumu bu
yizyilin sonunda ABD’de yakitlarin % 50’sinin, organik
kimyasallarin da %90’ninin yenilenebilir kaynaklardan iiretilecegini

ongormektedir.

AB’ de siirdiiriilebilir kalkinma ile ilgili zirve kararlar1 ilk kez 2000
yilit Lizbon Stratejisi ile ele alinmistir. Lizbon Stratejisi ile 2010 yilt
icin rekabet giicii yiiksek ve bilgi teknolojilerine dayali ekonomik
kalkinma hedefi belirlenmistir. 2001 yili Kopenhag Zirvesi ile de
rekabet  edilebilirlikte  ve  siirdiiriilebilirlikte ~ Biyoteknoloji
potansiyelinin kullanilmasi kararina varilmistir.

Sonugta AB tarafindan 2001-2006 yillar1 arasi 2020 yili hedefli “Biyo
Temelli Yasam Bilimleri ve Bilgi Temelli Biyo-Ekonomi” (KBBE:
The European Knowledge Based Bio-Economy) Stratejisi
gelistirilmistir. AB {ilkelerinin Biyoekonomi etkinlikleri arasinda
esgiidiimii saglamak amaciyla kurulan KBBE-NET aginin toplantisina

ait rapordaki saptamalara gore:
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e ABD‘de Biyoteknoloji alanindaki AR-GE yatirimlarinin
miktar1 AB’dekilerin 3 kat1 kadardir.

¢ Biyokiiitle kullanimi i¢cin ABD’de ayrilan biitce AB’de bu
amagla ayrilan biitcenin 2 kat1 kadardir.

o Cin 2001-2005 doneminde Biyoteknoloji yatirimlarinda 1.5
milyar Euroluk harcama yapmis olup gelecek 5 yilda bunu 2 kat
artiracag diistiniilmektedir.

eJaponya’nin 2007°de Biyoteknoloji AR-GE’sine ayirdigi
destegi 2 kat, isttihdami 3 kat artiracagi tahmin edilmektedir.

e Hindistan’da gelecek 5 yil iginde 5 milyar dolarlik gelir
getirecegi tahmin edilen Biyoteknoloji sektoriinde 1 milyon

istihdam saglanacagini beklenmektedir.

1990’ladan sonra dile getirilmeye baslanan Biyoekonomi siireci hizla
gelisme kaydetmektedir. Son yillarda, gerek AB ve gerekse ABD,
gelecek i¢in biyoekonomi planlarini ardi ardina ilan etmislerdir. 2012
yilmin Subatinda AB “Avrupa Igin Siirdiiriilebilir Biyoekonomi”,
daha sonra da ABD “Ulusal Biyoekonomi” planlarini agiklamislardir.
Bu planlarda ana hedef biyolojide AR-GE ve yeniliklere yoneliktir.
Fakat AB BEYAZ biyoekonomiye odaklanirken, ABD YESIL,
BEYAZ, MAVI olmak iizere her ii¢ dali da birlikte ele almaktadur.

2050’lere dogru bitkisel ve hayvansal iiretim artisina iligkin hususlar
Uluslararas1 Gida Politikalar1 Arastirma Enstitiisliniin (International
Food Policy Research Institute — IFPRI) yaymladigi bir raporda ele

alimmustir. S6z konusu rapor, su anda tiikettigimiz gidanin miktarinin
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%70 artirllmasi geregine deginirken, bu artisin et i¢cin %80 ve tahil
icin %52 civarinda olmasi 6ngoriilmiistiir. Bu da, giliniimiizde 260
milyon tonluk diinya et iiretiminin 2050’lerde 455 milyon tona

cikarilmasi gerekecegi anlamina gelmektedir.

2. Sonu¢ Ve Genel Degerlendirme
Endiistriyel Biyoteknoloji ve Biyoekonominin kirsal kalkinma
alaninda saglayacagi yararlar oldukg¢a fazladir. Uluslararas1 ve ulusal
ekonomik model olarak secilmesi durumunda getirecegi yararlar ve
kazanimlar su sekilde 6zetlenebilir:

 Ekonomik Yararlar

—Siirdiiriilebilir yeni pazar firsatlar1 / is olanaklar: yaratilacaktir

—Petrol iiriinlerine bagimlilikta azalma olacaktir

* Cevresel Yararlar

—Kiiresel ekosistemde karbon dengesi saglanacaktir

—Insan kaynakli kirlenme minimize edilecektir

« Sosyal Yararlar

—Insan ve gevre saghiginda iyilesme olacaktir

—Kirsal ekonomik kalkinmada itici gii¢ olusturulacaktir

Bolgesel ve havza boyutunda Igdir ilimizi ele aldigimizda, kirsal
alanda yapilacak Endiistriyel Biyoteknoloji ve Biyoekonomi’ye ait is
yatirimlarmin  toplam isttihdam oranlari bakimindan iilkemize

getirecegi onemli kazanimlar s6z konusudur.
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Kirsal alanda yapilacak Endiistriyel Biyoteknoloji temelli yatirim ve
tiretimler lilkemizde toplam istihdamin yaklasik %35’ini olusturan
tarim sektoriindeki istihdami olumlu yonde etkileyecektir. Yine bu
yondeki yatirimlar kirsal bolgelerden kent go¢ gibi sosyal sorunlarin
engellenmesine de neden olacaktir. Ornegin kirsal bolgelere kurulacak
biyorafineriler — kirsal — bolgelerde  yeni isttihdam  olanaklari
saglayacaktir.  Ayrica, biyoekonomiye  yonelik  endiistriyel
uygulamalarin kirsal kalkinmada yaratacagi olumlu gelismelerin,
tilkenin i¢inde bulundugu bazi bdlgesel sorunlara da ¢oziim getirmekte

yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

Endiistriyel Biyoteknoloji ve Biyoekonominin 6zellikle tarim
potansiyeli yiiksek tlilkelerde uygulanmasiyla gerek enerji gerekse
hammadde yoniinden disa bagimhilik azalacagindan ulusal

biitgcelerdeki sorunlara da ¢6ziim getirebilecegi ileri siirtilmektedir.

Sonug olarak, mikroklimatik Igdir Havzasinda bitkisel ve hayvansal
iiretim potansiyeli orta dlgekte yeterli olup, gerek kirsal kalkinma,
gerek siirdiiriilebilir tarim agisindan Bioyoekonomiye katki saglayacak

Endiistriyel Biyoteknoloji uygulamalarina ihtiyag vardir.

Biyoekonomiye ge¢isin, girisimcilik anlayisi ile bu alandaki pazarlara
ve 1 firsatlarina erisimin kolaylasmasina yardimci olacak cesitli
girisimei  iligkileri ve girisimleri incelenmeli, biyogirisimciligin
bilesenleri  kategorize edilmeli, Diinyada ve Tiirkiye’deki

biyogirisimcilige iliskin ¢aligsmalar takip edilmelidir. Bu kapsamda
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tarim  sektoriindeki biyoekonomi alaninda yapilan faaliyetler
belirlenerek sektordeki yeni firsatlar incelenmeli ve c¢aligma
kapsaminda tarimsal biyoekonomi alanindaki gelismeler ile iilkelerin
kalkinmalar1  arasindaki iliskiler ortaya konularak, tarimsal

biyoekonomi girisimciligi yayginlastiriimalidir.

Biyoekonomi alaninda AR-GE c¢alismalarinin artirilmasi ve piyasa
talebi dogrultusunda yonlendirilmesi saglanmali ve arastirma projeleri
desteklenmelidir. Bu kapsamda iiniversite, kamu, o0zel sektor
uzmanlarindan olusan ¢alisma gruplartyla patente konu AR-GE
hizmetlerinin hayata gecirilmesi, milli ve yerli {iiretime katki

saglanmasi oncelikli konular arasinda yer almalidir.

Sekil 5. Bitkisel - Hayvansal Uretimde Kullanilan Endiistriyel Biyoteknoloji
Uygulamalar1 ve Biyoekonomi’nin Sematize Edilmesi (Https://Www.Google.

Com.Tr/Search?Q=Biyoekonomi&Source)
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