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TRANSPOZAN TEKNIiGi ve GEN iZOLASYONU
Cahid CAKIR" Miinevver GOCMEN (@) Ziibeyir DEVRAN")

1.GiRIS
‘ Bitki biyolojisinin temel amaci, bitki gelismesinin, farklilagmasinin, blyime
maddelerinin ve cevreye tepkisinin genetik kontroliini anlamaktir. Bunu gergeklestirmenin
yolu ise; sistemde rol alan genlerin tanimlanmasina, izolasyonuna ve 6zelliklerinin
bilinmesine baghdir. Sistemde rol alan genlerin tanimlanmasini ve izolasyonunu
kolaylastirmak igin molekiler yontemlerden yararlaniimaktadir. Recombinat DNA
Teknolojisi, Restriction Fragment Length Polimorfizim (RFLP), Polymerase Chain
Reaction (PCR), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP), Kromzom Uzerinde Yiriime , Gen Haritalama, Sekans
Analizleri, mMRNA dan yada'protein saflastirmadan hareket ederek gen klonlama vb.
bircok molekkiiler ydntem bu gibi calismalarda amaca uygun olarak kullaniimaktadir.
Bitlin bu yontemler geleneksel gen tanimlama yontemlerine gére basit ve kisa, fakat
"oldukga pahali yontemlerdir.

Geleneksel gen tanimiama yontemlerinden mutasyon, biyolojik ¢alismalardan
biridir. Kimyasal ya da fiziksel etkenler kullanilarak olusturulan mutant bireylerde,
bir cok dnemli genin tanimlanmast mimkln olmustur. Bu tir mutasyonlarla direk geni
tammlamak mimkin olmasina ragmen, genin izolasyonunda bir gok zorluklarla
karsilagabilmektedir. Karsilasilan zorluklar, mutant bireylerin olugturulmasi agsamasinda
olabilecegi gibi, gen izolasyonun ileri agamasinda kullaniimasi diginilen ydntemlerden
ve tekniklerden de kaynaklanabilmektedir. Bu nedenle mutasyon ¢alismalarimin her
asamasinda ortaya ¢ikan zorluklan ortadan kaldirmak igin, afternatif mutasyon kaynaklar
ve izolasyon teknikleri her gegen glin arastiriimaktadir. Son yillarda popiler olan
alternatif bir ydntem ise insersiyon mutasyon’dur. Diger gen tanimlama ve izolasyon
yontemlerinde lodugu gibi gen ve gen Griinlerinin 6n bilgi birikimine gerek kalmadan
direk gen izolasyonunu mimkin kilan insersiyon mutasyon, canh bir genoma yabanc
bir DNA’nin (bitkilerde genellikle T-DNA ve transpozan elementi gibi) girdirilmesi
olarak ifade edilebilir. Bu sekilde genoma yerlesen yabanct DNA bir genin arasina
girdiginde, o genin fonksiyonunu kaybettirerek mutasyon olugturmakta ve bu sistem
gen mimleme (tagging) olarak da bilinmektedir. Araya yerlesen bu yabanci DNA'nin
sekans analizi bilindiginden mutasyona ugratilan genin 8nce bir pargisanin ve daha
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sonrada genin tamaminin kolay bir sekilde izolasyonunu mimkiin kilmaktidir. Bitkilerde
bize en uygun insersiyon elementini Agrobacterium tumefaciens vermistir (HORSCH
ve ark., 1995 veTINLAND, 1996). Agrobacterium bitkileri infekte ettiginde T-DNA’sin
bitki genomuna yerlestirerek bitkide dogal olarak kalici mutasyonlara neden olmakta,
yalnmz T-DNA transfer oldugu bolgede sabit olarak kalmakta ve tekrar hareketli
kilnamamaktadir. Ayrica bir bdlgede de birden fazla kopyasinin bulunmasina yol
acabilmektedir ( Bu durum genlerin ifade edilmesini komplekslestirmektedir). Bununla
birlikte, yapilan son calismalarda da T-DNA'nin rasgele olarak bitki genomuna girmedigi
ve akvitesi fazla olan bdlgelere tercihli olarak yerlestigi belirtiimektedir (ALTMAN ve
ark., 1992;). Bitin bunlar T-DNA’min insersiyon mutasyon icerisinde kullanimi
kisitlamaktadir.

T-DNA’ya alternatif bir ydntem olarak, yine insersiyon mutasyon igerisinde
yer alan tranpozan elementinin kullaniimasi olmaktadir. Transpozan elementler genomda
hareketli genler olup, bir-gen arasina girig yaptiginda, o gen tzerinde kalici yada
gegici (somatik) mutasyonlara neden olmaktadir. Transpozan elementlere Bakterilerde
(Tn5), Drosiphila melanogaster (Meigen) (Pi), misir (Ac/Ds, Es/Spm ve Mu), tutin
(retrotranspozan benzeri bir yap! (Tnt1)) veya Antirrhinum majus (Tam) gibi, bir
cok canlida rastlanmistir. Transpozan elementler ézelliklerine goére gesitli isimler
altinda tanimlanmis olup; jumping (sigcrayan) genler, hareketli genler, transpozan ve
gen tagging (mimleme) gibi isimlerle yapilan literatiir galismalarinda karsilagimaktadir
(AITKEN ve ark., 1992 ve CARDON ve ark., 1993; KALOS V ZISSLER, 1990; STARICH
ve ark., 1985 ve WALBOT, 1992). Transpozan elementlerinin orjinal konukgularindan
baska diger canlilarda kullanma imkanlarinin dogmasiyla, yapilan mutasyon caligmalarin
da buyuk artislar olmustur.

Zea mays veya Antirrhinum majus bitkilerindeki transpozan elementler
daha iyi anlagiidigindan rutin olarak bu bitki genlerinin izolasyonunun da kullaniimaktadir.
Bununla birlikte 6zellikle misir transposable elementlerinden Activator (Ac) ve turevi
olan Dissociation (Ds) en ¢ok ¢alisitan transpozan elementleridir. Bunlardan Ac element
transposase genini icermekte ve kendi kendine bir yerden diger yere hareket edebilir.
Ds ise tranposase geni olmadigindan kendi kendine hareket etme kabiliyetinde yoksundur
ve hareketli oimasi icin Ac elementine ihtiyag duymaktadir. Ayni zamanda Ac/Ds
transposable elementleri molekilier calismalarda en fazla ¢aligilanlar olup, sadece
misir bitkisinde degil diger bitkilerde de (titin, domates, patates, piring, havug, Datura,
legume ve Arabidopsis gibi) bir gok genin izole edilmesinde son yillarda yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir (CHARNG VE PFITZNER, 1994; THYKJAER ve
ark., 1995: YODER, 1990). Bu sistem yardimiyla ilk gen izolasyonu petunya ve



Arabidopsis bitkilerinde yapiimistir.

Bu derlemede genel anlamda transpozan teknigi ve ¢zellikle de Activator
(Ac) ve Dissociation (Ds) transpozan elementlerinin bitki 1slahinda kullanimi hakkinda
bilgi verilmektedir.

2.TRANSPOZAN TEKNIGININ SAGLADIGI KOLAYLIKLAR

Transposable elementlerinin kullaniimasindaki avantajlari asagidaki sekilde
6zetlemek mumkindur;

- Misir transposable elementlerinde Ac ve Ds misir bitkisinden baska monikotiledon
ve dikotiledon (domates, titin, havuc ve Arabidopsis) bitkilerine de uygulamakta
ve bir genden digerine hareket ederek, yerlestigi yerdeki geni inaktive etmektedir.
Sekans analizleri de bilindiginden mutasyona ugrayan genlerin kolay bir sekilde izolasyonu
ve tanimlanmas| mimkadn olmaktadir.

- Transpozan mutasyonlari stabil olmayip, genellikle somatik ve ¢gimlenme
esnasinda hareketli hale gecerek yeni mutasyonlara sebep olmaktadir. Ornegin Ac
elementinin somatik cikislari (hareketligi) %50 den ylksek oranlarda olurken, F1 ve
F2 nesillerinde gorilen gimlenme cikislarnt %1 veya daha disiik oranda oldugu
bildiriimektedir. Bu yaklagik 10.000 ya da 1.000.000 bitki arasindan tek bir mutant
bitkinin secilmesi olarak ifade edilebilir (THYKJAER ve ark., 1995).

- Transpozan elementinin hareketliligi genellikle bagl oldugu kromozomlarda
daha fazla olmaktadir (BANCROFT ve ark., 1993 ve BURBIDGE ve ark., 1995 JONES
ve ark., 1990). Bu 6zelliginden hareket ederek transposable elementin bulundugu
bélgelerin detayh sekilde haritalanmasin da bize kolayliklar saglamaktadir.

- ki farkh transpozan elementi kullanildiginda, Ds elementi ve mutant fenotip
arasinda goriilen baglanti, Ds ve Ac elementini iceren hatlarin birbirlyle geriye melezlenerek
Ds elementi tekrar hareketli kilinabilir. Mutant fenotipin tekrar eski §zelligini sergilemesi
ise mutasyonun Ds elementi tarafindan olustuguna delil olmas agisindan énemlidir.

- Transpozan elementlerle olusan degisim g.eneliikle kesin olmamakta ve
deneysel olarak faydali allelik ¢esitlige de yol agmaktadur.

- Transpozan elementler, bir sistemde yer alan genlerin tim fonksiyonlarinin
belirlenmesinde de kullanilabilir.

) - Baz! mutant bitkiler homozigot yada haploid devrede 6ldirlicU olrugundan,
genin ifadesi canl heterozigotlarda bu sistem yardimiyla gozlenebilir.

- Transpozan elementler belirli markér genleri ve promotdriarin kontroll altinda
kullaniimasiyla, hem mutant bitkiler kolaylikla segilebilmekte hem de transpose olmasi
spesiflik promotdrlardan dolay! istenilen zamanda gerceklestirmek mimkiin olmaktadir.
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3. TRANSPOZAN TEKNIGININ KULLANILMASINDAKI SINIRLAMALAR

Transpozan elementlerinin kullaniimasindaki sinirlamalart kisaca asagidaki
baslikiar altinda toplanabilir.

- Transpozan elementlerinin kullanimi her seyden 6nce Agrobacterium
tumefaciens'un enfeksiyon spektrumu ile kisitl olmaktadir.

- Mutasyonlari olusturmak oldukga dusuk oranlarda olup, transjenik bitkilerin
secimi zorlasmaktadir.

- Birgok markdr gen ayni zamanda mutant transjenik bitkileri segmek igin
kuflaniimasi zoruniu olmaktadir. Boyle bir yapinin olusturulmasi ek harcamalara ve |
zaman kaybina neden olmaktadir.

- Transpozan elementlerini stabil etmek her zaman mimkin oclmamaktadir.
Bu daha onceki mutanlarin korunamamas anlamina da gelebilir. Bu durum 6zellikle
¢cimlenme ya da somatik gelismeden sonra belli oldugundan ekstra harcamalara yol
acmaktadir.

- Transpozan elementlerin sayisindaki artiglar ¢ikislarn ve yeniden entegrasyoniart
etkileyerek olumsuz etki gézterebilir.

- T-DNA da oldugu gibi transpozan elementlerde daha ¢ok bagl oldugu bdlglere
transpose ihtimali yliksek olup, aslinda buda yeni ve bagimsiz mutasyonlarin olusumu
igin olumsuz bir etki olarak gdz oniine alinabilir.

4. AC VE DS TRANSPOSOBLE ELEMENTLERININ BITKILERE UYGULAMA
YONTEMLERI

McClintock tarafindan ilk olarak incelemeye alinan ve misir transpozan elementlerinden
Ac yukarida ifade edildigi gibi iki ayri tipde bulunmakta olup, bunlar Activator (aktif
(Ac)) ve Dissociation (ayrisma (Ds)) dir. Ac transpozan elementi taransposase genini
icermekte ve bu enzim yardimi ile bulundugu bdlgeden ayrilarak genomdatesaddfi
olarak farkli bir yere entegre olmaktadir. Transpozan elementler yaklasik 4-6 kilo
baz (kb) biylkliginde bir DNA parcasi olup, uclar diger transpozan elementlerinde
de ortak ozellik olan benzer tekrarli baz dizilimine sahiptirler. Ds ise Ac nin farkli bir
trevi olup, transposase enzimini icermediginden transpose olabilmesi i¢in Ac’ye
ihtiyac duymaktadir. HARING ve ark., {1991) tarafindan Ac Uzerinde yapilan mutasyon
gal@m‘asmda ise elementin hareket kabiliyetinden sorumlu transpozan geni ve diger
gerekli bolgeleri asagidaki sekil 1 de ¢zetlenmektedir.

Tranpozan elementlerin bitkilere transferi genellikle bir vektor aracihgiyla,
cogunlukla Agrobacterium tumefaciens ile olmaktadir. Agrobacterium‘u
transformansyonda kullanilan bitiin teknikler de (infiltrasyon, injekte etme veya bulastirma)
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transpozan elementinin transferinde kullaniimaktadir. Bu sistemde transpozan elementler
T-DNA'ya yerlestirilerek bitkilere transforme edilmektedir. BRUBIDGE ve ark., (1995)
yaptiklari calismada Ac elementini spektinomisin dayanikli geni ile onun prométér
olan 35S arasina yerlegtirmis ve olusan yapi da T-DNA'nin BamH1 resriksiyon enziminin
kesim bolgesine yerlestiriimistir. Bu sekilde olusturulan T-DNA bitkilere transforme
edilmekte ve transforme olan bitkiler neomisin fosfotransfrese Il geni sayesinde kanamisine
karsi dayaniklilik gdstermektedir.
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Sekil 1. Transpozan elementinin bazi 6zellikleri
Transformasyonda énemli olan transferi gergeklesecek olan yapinin itk énce
olusturulmasidir. Genetik mihendisligi burada da bltin islevlerini gosterecek ve bir
cok markdr gen ve spesifik promotériarin kullaniimasi sayesinde, mutant bitkilerin
secimi ve tranpozan elementi hareketli kilindiktan sonraki takibini kolaylastiracak
yonde olacaktir. Kullanitan markér genler, cogunlukla antibiyotige ya da herbiside
dayanikli ve enzimatik 6zelligi olan genler (gus ve atesbocedi luciferase geni gibi)'dir
(CHARNG ve PFITZNER, 1994; FEDOROFF ve SMITH 1993; FINNEGAN ve ark.,
1989; LONG ve ark., 1993; THYKJAER ve ark., 1995). Bu genlerden bazilar transpozan
elementin icerisine yerlestirilerek hem yeni mutasyonlarin secimini kolaylastirmakta
hem de mutant fenotip ile markdr genin birlikte acilimlari gésterilerek elementin
mutasyon tarafindan olusturdugu gbsterilebilmektedir.Ayrica T-DNA'daki markdr gen
Ac elementinin araya girmesiyle faaliyet gostermemekte, yalniz Ac elementinin ayrildiginda
tekrar faaliyet gosterebilmektedir. Bu durum sekil 2'de agik olarakgdstermistir.
Trazspozan elementlerinin kontrollli sekilde hareket etmesini saglamak igin
yine son yillarda doku spesifik promotorlarin kullanimi giindeme girmistir. Tohumun
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¢imlenmeden baslayip bitkinin gelisme esnasindaki herhangi bir devresinde hakim
olan promotérlarin kullaniimasi ile gergeklestirilebilir. Yapilan bir ¢alismada da, Ds
hareketini kontrol etmede 1s1 tesvikli bir promotdr Ac

T
T-DNA .
-DIN/ |
S T I p—
L] i
Ac clenent

B 35S promoter
E=== Spektinonisindayamkl gen
Neomysin posfotransferase davamkl gen

Sekil 2. Transpozan elementi ve kullanilan bazi markér genler

- elementinin dnlne yerlestiriimekte ve Ac elementinde ki transpozase geni sadece
istenilen sicaklikia saglandiginda faaliyet gostermektedir. Transpozan elementin
hareketliligi Arabidopsis de denenmis ve hareketlilik bitkinin embriyo devresinde
ve 42 °C de ylksek frekansda gerceklestigi agiklanmistir (BALCELLS ve ark., 1994).

Bir ¢ok transpozan elementlerinde ortak 6zellik, bulunduklari bélgelerden
ciktiktan sonra genomda giris yaptigi yerde bir kag baz ciftlik kenukgu diplikasyonuna
ya da bir takim silinmeler, kalici ve kontrolsiiz mutasyonlara neden olmasidir (Sekil
3). Ac elementinin konukgu genomuna girdigi yerde 8 baz giftlik duplikasyon olusturdugu’
belirlenmistir. Ozellikie transpozan lementlerinin kontrol edilmediginde bu durum
problem olarak karsimiza gikabilmektedir. Transpozan element bulundugu bélgeden
aynldiginda, duplikasyondan dolayi olusan bir mutasyon bazen kalici olarak kargimiza
cikmakia ve aranilan gergek mutasyon ile karisarak ¢alismalari zorlagtirabilmektedir.
Ozellikle duplikasyon problemi transpozanelementlerinin tekli bir sistemde kullandiginda
daha bariz olarak gériiimektedir. Bu durum transpozan elementlerinin farkli promotériar
aytinda problem olmaktan ¢iktigi bildiriimektedir.
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TCATT |CTCAAAAT CTCAAAAT| GTACG  albino

TCATT [CTCAAAAA [TCAAAAT| GTACG  doniisen |
TCATT [GTCAAAAT| GTACG  doniigen 2
TCATT | CTCAAAAT GTACG  doniigen 3
TCATT |CTCAAAAT GTACG  yabani tip

Sekil 3. Arabidopsis'in albino mutasyonundaki Ds elementi yaninda bulunan
DNA dizilimi (Duplikasyon olayl ¢erceve igerisine alinarak
gosteriliyor).

Transpozan elementinin aktivitesi, transposase enzimi tarafindan ayarlanmakia
olup, enzimden sonrumiu bdlge baglanma bolgesi de icermektedir. Bu bélge elementin
ve konukgunun nukleotip dizilimi arasindaki noktay agan enzimieri tanimakla birlikte,
elementin uclarindaki tekrarli baz dizilimini de tanimlamaktadir. Elementin bulundugu
yerden ayrildiginda, o bdlgedeki orijinal nikleotid diziliminin tekrar eski halini almasi her
zaman mumkdn olmayabilmektedir. ClUnki silinme ve karsthigi olamayan baz ilavesi cift
sarmal yapisi olan DNA da kirilmaya sebebiyet verebilmektedir. Ayrica transpozan
elementinin mutasyon etkinligi aktif fazi, sayisi, yeri ve hedef bélgenin duyarliligina bagl
olmaktadir (THYKJEAR ve ark., 1995). Bitkilerde bekienen bu tir degisiklikler transpozan
elementlerde de olmasi miimkiind(ir. Bunlar baz silinmesi ya da eklenmesi gibi mutasyoniar
transpozan elementinin ¢ikis zamanini veya ¢ikig frekanslarini kullandigi gibi bu
elementlerin hareketsiz kalmasina da neden olmaktadir (WALBOT, 1992).

Ac elementi gen klonlamada tek basina kulianildigi gibi, tirevi olan Ds transpozan
elementi ile de birlikte kullaniimaktadir. Transpozan elementlerinin gen klonlamada ilk
deneysel yaklasimi, kendi kendine transpose olan Ac elementinin gen tagging (mimieme)
olarak tek basana kullanimi olmustur. Bdyle bir yapt ile ilk gen izolasyonu ise, petunya
{(cicek renk olusumunu etkileyen gen) ve Arabidopsis bitkisinden gelmistir (SCHMITHZ
ve THERES, 1994). Daha sonra bir ¢ok bitkide farkli genlerin (titlin bitkisinde Tltln
Mozaik Virtstne dayanikh gen gibi} izolasyonu igin bu yontem kullaniimistir (DINESH-
KUMAR ve ark., 1995; YODER, 1990). Ac elementi tek basina kullanidiginda, analiz
edilen dikotiledon bitkilerde Ac elementi ylksek oranda transpose olmasina ragmen,
diger bir cok bitkilerde calismamakta ve kullanim alaninin sinirlamaktadir. Ayrica
transpozan elementi ile birlikte agithm gdsteren diger bir ¢cok mutant bireylere de
rastlanmakta olu, buna transposable elementi hareketli kilindiktan sonra, geride birakhig
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konukgu sekans dublikasyonun sebep olacagi gibi, mutant fenotipler yakin olarak
birbirine bagl iki Ac elementi tarafindan tesvik edilen kromozom kirilmasina da yol
acabilmektedir. Ac’nin bu sekilde tek bagina kullanimi bize bazt genlerin izole ediimesine
imkan saglamasi ile birlikte, beraberinde bir takim problemleri de beraberinde getireceg
gayet aciktir. Bu ylizden Ac'nin alternatif kullanim imkanlari her gecen glin arastinimakta
ve yapilan son calismalarda ta Ac ve tirevi olan Ds elementlerinin birlikte kullanim
gtindeme girmistir (BANCROFT ve ark., 1993). :

Ac ve Ds elementlerinin beraber kullaniimasindaki asil amag, transpozan
elementlerini kontrolli olarak takip etmek ve stabil kilmaktir. ikili sistemde cis- ve
trans- islevinde rol alan elementler birbirinden ayriimakta ve her birelement birbirinden
bagimsiz olarak bitkilere transfonme edilmektedir (ALTMAN ve ark., 1892). Ayriima
islemi Ac elementinin tekrarli diziliminin bir ucundaki 11 baz ¢ifti (bp) uzaklastiriarak
gerceklestirilebilir ve kendi kendini transpose edebilme yeteneginden yoksun birakir.
Degistiriimis Ac elementi atag (cilipped) Ac elementi (Ac.) olarak da adlandiriimaktadir.
Bu element bircok bitkiye transforme ediimekte ve ylksek oranda transposase aktivitesi
gdsteren bir hat secilir. Ds elementi ise transpose enziminden yoksun olacak, fakat
Ac elementi tarafindan transpose olacak 6zellige sahip olmalidir. Ayrica selekéiyon
islevi ve mutant takibi Ds elementi ile olacagindan elementin ayrilisini izleyecegimiz
bir indikatér geni arasina yerlestiriimelidir. Ayrica hareketinden sonra takibini kolaylastiracak
bir diger markdr gende icermelidir. Ac elementi bitkinin ilk jenerasyonunda Ds elementinin
ayrilmasina yardime! olmakta ve sonraki jenerasyonlarda ise agilim sayesinde birbirinden
ayriimaktadir. Seleksiyon sonucu Ds elementi sonraki jenerasyonlarda (T2 bitkilerinde)
stabil birakilmaktadir. Aca ve Ds ayni anda ya da ayri olarak bitkitere Agribacterium
araciligi ile transforme edilebilir. Ayri olarak transforme edilen bitkiler ya Birbirleriyle
melezlenir ya da Aca ile transforme olan hatlar tekrar Ds elementi ile de transforme
edilir. Bu ikili sistermde Ac elementinin Ds elementini yeniden transpose etmesi i¢in
genoma integrasyon yeri ve kopya sayisi da dnemli bir rol alabilir (ALTMAN ve ark.,
1992). Ornegin artan kopya sayisinin ¢ikislari ve entegrasyonu etkiledii bildirilmektedir
(WALBOT, 1992). ,

Transpozan elementi tarafindan gergeklestigi sanilan mutant bitki bulunduktan
sonra, buntardan mutasyona ugrayan genin transpozan tarafindan gergeklestigini
molekiiler olarak tanimlamak icin bitkilerden DNA’lar elde edilirve DNA uygun bir
enzim ile kesildikten (transpozan elementini kesmeyecek sekilde) sonra southern
blot ile naylon membraniara aktarilir. Bunu takiben membranlar transpozanin uygun
bir fragmenti (probe) ile hibridize edilierek mutant fenotip ile transpozanin birlikte
acilimi ispatlanir. istenilen ézellikteki mutantlardan genin izolasyonu ise inverse PCR(IPCR)
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teknigi ya da plasmid kurtarma teknigi kullanilarak gergeklestirilir. IPCR igin mutant
bitkkilerin DNA’lari alinir ve uygun restriksiyon enzimi ile kesilir (transpozan elementi
kesilmeyecek sekilde) ve kesilen DNA fragmentlerin ligaze enzimi ile ligasyonu saglanir.
Ligasyon DNA kullanilarak inverse PCR yapilir ve transpozan elementi disinda kalan
ve faliyeti bozulan genin bir fragmenti IPCR yardimi ile cogaltiiir. Plasmid kurtama
tekniginde ise transpozan elementi icerisinde bir baska plasmid bulundugundan mutant
bitkilerden elde edilen DNA lar bir enzim ile kesilir, ligasyon edililerek ve uygun bir
Esheria coliigerisine transforme edilir. Burada kullanilan enzim transpozan elementinin
digindaki yabani DNA’yi da icerdiginden transforme edilen bakteride yabani bitkideki
DNA pargasi da gogaltimig ve direk olarak istenilen genin bir parcas! klontanmis olacaktir.
Her iki teknikle cogaltilan yabani bitki DNA s bir enzim kullanilarak transpozan elementinden
alinarak isaretlenmis prob olarak hazirlanir. Yabani bitki genomunda olugan genom ya
da cDNA kltlphaneleri hazirlanan prob ile hibridize edilir ve gen kionlanir. Daha sonraki
calismalarda genin faaliyetlerinin belirlenmesi ve ispatlanmasi yénlnde olup, normal
genizole edildiginde uygulanmasi gereken tim protokoller burada da takip edilir.

5. SONUC

insersiyon mutasyon icersinde yer alan T-DNA ve transposonlar son yillarda
bazi avantajli ézelliklerinden dolayi gen kollamada yaygin olarak kullaniimaktadir. T-
DNA mutasyonlardaki yukarida ifade edilen bazi dezavantajlar ve transpozan elementinin
diger bitkilere uygulanma imkanlarindan dolay: transpozantar gen klonlamada daha stk
sekilde kullaniimaya baslanmistir. Transpozan elementi diger gen izolasyon yéntemlerine
gore de oldukga kolay ve ucuz olarak bize gen klonlamada karsimiza gikmaktadir. Bazi
ozelliklerini tekrar siraliyacak olursak; direk gen izolasyonu, mutant 6zellige sahip bitkinin
kullamilan markér genleri ile kolay olarak segimi, mutasyonlarin kontrolii, kutant bitkinin
tekrar eski Ozelliginin iyilesmesi, gen haritalamada kullanilabilmesi, markér olarak
kullanilabilme 6zellidi sayilabilir. Geleneksel gen klonlama metodiarinda oldugu gibi
transpozan elementi genin dzelliklerini tanimlamakla kalmamakta, direk olarak genin
izole edilebilmesini saglamaktadir.

OZET

Istenilen gen izolasyonu ve tanimlama ydntemlerine yeni ve kolay bir alternatif
yontem olarak insersiyon mutasyon burada incelenmeye alinmisgtir. insersiyon mutasyon
icersinde yer alan T-DNA ve transpozan tekniklerinin bitkilerde kullanilabilirligi ve calisma
sistemleri ele alinmistir. Her iki yontemde de yabanc! bir DNA'nin genomda bir gen
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arasina yerlesmesi ve genin islevini kaybetmesi, sonugta da fenotipik 6zelliklerinir
gdzlenmesidir. Burada ayrica transpozan elementlerinden Ac ve Ds transpozan elementler
incelemeye alinmis ve diger bazi yontemiere kiyaslanmigtir.

Trasposable Elements and Gene Isolation

SUMMARY
The insertion mutation as new and easy alternative methods to the gene

isolation and identifcation was looked over in here. The usage of T-DNA and the

transposan elements taken part in the insertion mutation and their work system in
the plants were investigated. In both methods, a wild DNA were firstily inserted intc
the genome and the wild DNA-inserted gene properties known were lost, as result

of this, the phenotype of its properties were observed. After that, the proccesses o

the gene isolation were carried out. In here, some properties of Ac and Ds from

insertion mutation elements were tried to give and compared {o the other gene isolatior

‘methods.
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