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Bitki biyoteknolojisinin 6nemli konularindan birisi transgenik bitki teknolojisidir. Transgenik
bitki teknolojisinde genellikle transgenin devamli ekspresyonuna neden olan (constitutive)
promotorlar kullanilmaktadir. Baz1 gen triinlerinin siirekli sentezi ise bitkiye zararli olabilir.
Bu nedenle uyarilabilir promotorlar kullanilarak gen ekspresyonunun yeri (doku tipi) ve
zamani belirlenerek transgenin uyardigi negatif etkilerden kagimilabilir veya etkileri
azaltilabilir. Transgen aktivitesinin zamansal ve kantitatif kontrolu i¢in bir¢ok diizenlenebilir
ekspresyon sistemi gelistirilmistir. Genel olarak promotor aktive edici ve promotor durdurucu
sistemler bulunmaktadir. Bu diizenlenebilir molekiiler anahtarlar viriislerden boceklere kadar
degisen organizmalardan elde edilmis olup, bitkilerde ise kullanilabilirligi birgok arastirmalarla
ortaya konulmustur. Gelistirilen diizenlenebilir sistemler arasinda kimyasal olarak
uyarilabilenlerin digerlerine oranla uygulanabilirlik agisindan birgok stiinlikleri séz
konusudur. Her model avantajlara ve dezavantajlara sahiptir ki, bu ¢aligmada ¢esitli
diizenlenebilir modeller 6zetlenmektedir.
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Majority of biotechnology research in plants depends heavily on the genetic manipulation of
crops. In transgenic plant technology, the gene of interest is mostly expressed in a constitutive
manner although this may be harmful for several applications. Constitutive expression of
foreign genes in plants may interfere with physiological processes, compromise development
and occasionally be deleterious or even lethal. Currently, there are several inducible expression
systems for the temporal, spatial and quantitative control of transgene activity. In general,
there are two promoter systems: promoter activation and promoter repression. These molecular
switches are derived from viruses, prokaryotes and higher eukaryotes. They have also been
shown to be usable in plants in many studies. Among these systems chemically inducible ones
are more superior than the others in respect to applicability. Each system has its own
advantages and disadvantages which were summarized in this review.

1.Giris

Bitki fenotipi ¢ok gen (pleiotropik) ve bir tek gen iriinii
dahil farkli sekillerde olusabilir. Bu nedenle transgen iiriind,
bitkide diger 6nemli karakterler iizerinde bir degisiklige neden
olmamalidir. Bu amaca uygun olarak son yillarda gelistirilen
uyarilabilen promotorlar ¢esitli avantajlara sahiptir: 1) asir1
miktarda sentezlendiginde Sliimciil olan gen expresyonlarinin
dozu ve zamani ayarlanabilir, 2) transgen, sadece uyarici ilave
edildiginde c¢alisir ve ekspresyon gerceklesir. Bu amacin
gergeklesebilmesi igin, uyarict (inducer) olarak adlandirilan
kimyasalin kullanilmasiyla ¢ok siki olarak diizenlenebilen gen
ekspresyonuna ihtiya¢g vardir. Bununla beraber uyarilabilir
promotor sistemlerinde dikkate alinacak bazi onemli kriterler
vardir: a) uyaricinin ilave edilmemesi halinde ya hi¢ ya da ¢ok
diisik seviyede ekspresyon goriilmelidir, b) ekspresyon

pleiotropik etkiye (bir genin birden fazla karakteri kontrol
etmesi) sebep olmamalidir, ¢) uyarict madde bitkiye toksik
olmamalidir, d) uyaricilar bol ve alternatifli olarak piyasadan
temin edilebilmelidir, ) uyarict maddenin uygulamasi kolay ve
etkili olmalidir, f) uyarici uygulandiginda transgen hizli bir
sekilde eksprese olmalidir.

iki tip promotor sistemi vardir: promotor aktive edici
sistemler (promotor activating) ve promotor durdurucu
(promoter repressing) sistemler. Her iki metod da ¢ok sayida
olmasa da arastiricilar tarafindan ¢ahisilmustir. Ikinci metodda,
uyaricinin  yoklugunda repressér proteini devamli olarak
sentezlenir ve bu protein operatdr {iizerine baglanarak
transkripsiyon faktdrlerinin promotor bélgesine baglanmasini,
dolayisiyla transkripsiyonu engeller. Transkripsiyon, yalnizca
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uyarict ortama ilave edildiginde gergeklesir. Buna karsin
promotor aktive edici sistemlerde, uyarict yoklugunda
transaktivator proteini siirekli olarak sentezlenir ve boylece
transkripsiyon devam ederken uyaricinin ortama ilavesi
transkripsiyonu engeller. Cesitli bilesikler her iki sistemde de
kullanilabilir. Hepsininde sahip oldugu ortak ozellik,
uyaricilarin  etkili olacagi promotorlarin, bitkiler disindaki
organizmalardan alinmalar1 nedeniyle promotorlarin, aktarilan
bitki i¢inde tabii olarak bulunan kimyasal bilesikler tarafindan
taninmamasi ve aktarilan transgen {irliniiniin pleiotropik etkilere
sahip olmamasidir. Bitkisel orijinli promotorlarla diizenlenebilir
bir promotor sistemi yapildiginda, evrimsel bakig agisina gore
bitki igerisinde tabii halde olusan organik bilesiklerle
promotorun uyarilmasi ihtimali bulundugundan, bitkisel orijinli
olmayan promotorlar ve onlarla birlikte kullanilan elementler
bitkilere, genetik olarak olduk¢a farkli oldugu diisiiniilen
organizmalardan transfer edilirler. Bdylelikle sikica kontrol
edilebilen gen ekspresyonunu saglayabilecek sistemler
yapilabilir. Bu konuda son zamanlarda kapsamli derlemeler
yaymlanmistir (Padidam 2003; Wang ve ark. 2003; Tang ve ark.
2004; Moore ve ark. 2006; Corrado ve ark._2009). Bu ¢alisgmada
da bitkisel kokenli olmayan cesitli uyarilabilir modeller ele
alinarak avantajlar ve dezavantajlari 6zetlenmistir.

2. Promotor aktive edici sistemler

2.1. Tetrasikline-bagimli uyarilabilir promotorlar

Bakteriyel Tet repressor proteini ve tetrasiklin (tc)
arasindaki  pozitif termodinamik  Ozellikleri  kullanarak
tetrasiklin kontrollii transaktivatér (tTA), Viriis Proteini 16
(VP16) aktivasyon DNA zinciri ile TetR DNA dizininin
karboksil sonuna fiizyonuyla yapilabilir. Bu prensip HeLa
hiicrelerine (Gossen ve Bujard 1992) ve tiitiin bitkilerine
(Nicotina tobaccum) basarili  bir sekilde uygulanmigtir
(Weinmann ve ark. 1994). Bu promotor tc’nin varliginda inaktif
hale getirilir (Cizelge 1). Tiitiin bitkilerinin siispansiyon
kiiltiiriinde transkripsiyon, tc uygulandiktan 15 dakika sonra
etkili bir sekilde durdurulabilmistir. Buna ragmen, ekspresyon
seviyeleri tc uyarilabilir sistemde goriilenin % 30’una
¢ikabilmistir. Bu sistem heniiz kesfedildiginden smirlari tam
olarak bilinmemektedir.

2.2. Steroid-bagimli uyarilabilir promotoriar

Bir memeli transkripsiyon aktivatorii, uyarilabilir promotor
yapabilmek i¢in kullanilmistir. Memeli glukortikoid reseptorii
(GR) ki, bu deksametason gibi steroidlerin varliginda
transkripsiyonu baglatir (McNellis ve ark. 1998). Bu sistem
Schiosaccharomyces pombe’de uyarilabilir sistemi olugturmak
icin kullamlmustir (Picard ve ark. 1990). Transforme edilen
titlin  hiicrelerinde transkripsiyon ¢ok etkili olarak kontrol
edilebilmis, uyarilan ile uyarilmayan seviyeler arasinda 150 kat

fark bulunmustur (Schena ve ark. 1991). Buna kargin ayni
sistem, transforme edilmis arabidopsis bitkilerinde (Arabidopsis
thaliana) etkili bulunmamustir (Lloyd ve ark. 1994). Oldukga
yeni bir caligmada arabidopsis ve tiitiin Dbitkilerinde, fare
GR’iiniin HBD’s1 kullanilmigtir (Aoyama ve Chua 1997). Bu
sistem bazi avantajlara sahiptir: a) glukortikoid bitkilere toksik
degildir, b) hiicre membranindan gegebilir, ¢) biiylime ortamina
direk ilave edilerek uygulanabilir, d) yogun olarak ¢alisilan ve
primitif bir bitki oldugu kabul edilen arabidopsis bitkisine
bagarili bir sekilde uygulanmustir (Cizelge 1). Ortama
deksametason ilavesi ile uygulamadan sonraki bir saat iginde,
haberci gen aktivitesi uygulamadan onceki seviyesinin 100
kata kadar ¢iktigi ve en yiiksek seviyeye ise 4 saat sonra
yiikseldigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada glukortikoidlerin 4
farkli tiirii test edilmis ve aralarinda farkliliklar bulunmasina
ragmen hepsinin de etkili oldugu tespit edilmistir. GR dizininin
oteki bitkisel diizenleyici maddeler tarafindan tanindigmma dair
bulguya rastlanmamustir. Tang ve Newton (2004) yaptigt bir
caligmada deksametazon tarafindan uyarilabilen transgenik
loblolly ¢ami  hiicreleri  gelistirmislerdir. ~ Uyarilabilen
promotorun altinda raportdr gen olarak GFP (yesil floresan
protein) kullanilmigtir. Tiim transgenik hiicre hatlarinda 5 mg L°
! deksametazon uygulamasindan 48 saat sonra GFP ifadesi
maksimum seviyeye ulagmistir. Bu deney transgenik hiicre
hatlarinda GFP ifadesinin bir uyarici tarafindan siki bir sekilde
kontrol edilebilecegini ve molekiiler fizyoloji ve yeni genlerin
tanimlanmasinda kullanilabilecegini de gostermistir.

Ecdyson reseptor geni (ECR), transgenlerin bitkide
diizenlenmesinde kullanilan sistemlerden birisidir. Padidam ve
ark. (2003), tarla uygulamalarinda 6nemli olabilecek, ladin
tomurcuk giivesi ecdyson reseptoriinii (ECR) ve non-steroidal
agonisti olan metoxifenozid’i kullanan uyarilabilir gen ifade
sistemi gelistirmistir. Bu ¢alismada ECR ligand baglayan bolge,
GAL4, LexA baglayan bolge ve VP16 igeren bolge kimerik
transkripsiyonel aktivator bolge olusturmak igin kullanilmistir.
Metoxyfenozidin varliginda transkripsiyonel aktivatorler, GAL4
ve LexA cevap elementi bulunduran minimal 35S promotor
altina klonlanan lusiferaz raportér geninin ekspresyonunu
uyarmustir. Birgok transgenik arabidopsis ve tiitiin bitkileri
metoxyfenozid‘in yoklugunda ya ¢ok az bazal ifade gostermis
veya hi¢ ifade gostermemistir. Gen ifadesinin metoxyfenozid
konsantrasyonuna bagli olarak kontrol edilebildigi de
gosterilmistir. Ayrica sistemin metoxyfenozid ligand: ile
transgenlerin regiilasyonunda ¢ok etkili oldugu belirtilmistir.
Metoxyfenozidin ticari olarak kolaylikla elde edilebilir olmasi,
kullanim izninin bulunmasi, sistemin tarlada da kolayca
uygulanabilecegine isaret etmektedir. Ecdyson reseptorleri ile
ilgili olarak yapilan bir bagka c¢aligmada da, ligand
baglananbdlgesinde birkag aminoasidi degistirilmis mutant
ecdyson reseptorlerinin liganda olan duyarliligmim 125 kat veya
daha fazla arttirildigs Tavva ve ark. (2006 ve 2008) tarafindan

Cizelge 1. Bitkisel orijinli olmayan uyarilabilir promotorlar arasinda gesitli agilardan yapilan karsilastirmalar.

P'romo_tor Uyarici Uygulanilan Toksisite Aktiva.syon i¢in Onemli dzelligi Literatiir

sistemi madde organ gerekli zaman

Promotor- Tc o kok bilgi yok 10 dak. hizli bozulur Weinmgnn ve ark. (1994)

aktivator glukortikoid  kok, yaprak Yok 1 saat farkli formlari McNeIIIS ve ark. (1998)

sistem bakar kok, yaprak m'uh'temel 24 saat ygln_lz protoplastlarda Vadim ve ark. (1993)
OOHL yaprak Bilgi yok hizli* bilgi yok You ve ark. (2006)

Promotor- tc kok Evet 10 dak. hizli bozulur Gatz (1997)

durdurucu etanol kok, yaprak Yok 4 saat biyolojik pargalanma Salter ve ark. (1998)

sistem IPTG kiiltiir Bilgi yok hizli* yalniz protoplastlarda Kulmberg ve ark. (1991)

*Zaman belirtilmemis.
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yapilan  bir c¢alismada  gosterilmistir. Mutant  genin
kullanilabilirligi arabidopsis ve tiitiin bitkisinde ¢inko parmak
geninin ifadesinin diizenlenmesinde de gosterilmistir.

2.3. Bakirla uyarilabilir sistemler

Bakir, ekmek mayasina ait acel geni ile birlikte tiitin
bitkilerinde kullanilmugtir (activating copper-MT expression)
(Mett ve ark. 1993). Bu sistemde s6z konusu transgen, bakirin
yoklugunda calismaz (Cizelge 1). Sistemde bakir, ACE1
proteinin  seklini degistirir ve bu proteinin promotora
baglanmasina, dolayisiyla da transgenin ekspresyonuna sebep
olur. Transgenik tiitiin bitkisinde, ekspresyon seviyesinin bakir
uygulamasindan 10 giin sonra 50 katina kadar ¢iktigi tespit
edilmigtir.

Bakirla uyarilabilen promotorun kontrolu altinda, sitokinin
sentaz (ipt) geni aktarilan tiitin bitkilerinde kontrollu bir sekilde
sitokinin {retildigi gosterilmistir. Herhangi bir anomali
gostermeyen ve istenildigi zaman sitokinin {iretmek iizere
uyarilabilen transgenik tiitiin bitkileri elde edilmistir (McKenzie
ve ark. 1998). Bu bitkiler endojen sitokinin, bitki gelisimine
etkisinin arastirilmasi i¢in kullanilabilir. Bir bagka ¢alismada
ise, bakir tarafindan uyarilan promotorun, transgenik
arabidopsis bitkisinde de gen ekspresyonunun yerini ve
zamanini  diizenlemede kullanilabilecegi tespit edilmistir
(Granger ve Cyr 2001). Bu calismada, bakirla uyarilabilen
promotor altindaki ¢fp konstraktini arabidopsis bitkilerine
aktararak elde ettikleri trangenik bitkilerde disaridan uygulanan
bakir seviyesine gore gen ifadesini yukar1 ve asagiya gekerek
diizenlenebilecegi ortaya konulmustur. Genin hem kok hem de
toprak iistli organlarda eksprese edildigi belirlenmistir.

2.4. Diger aktive edici promotor sistemleri

Boceklere karst direng gelistirilmek ilizere bazi bitkisel
orijinli olmayan genlerin bitkide ifade ettirilerek bitkilerin
zararlt boceklere direng kazandirilmasi insan ve gevre saglig
acisindan son derece 6nemli ve bitki biyoteknolojisinin en fazla
iizerinde durdugu Onemli konulardan biridir. Bu amagla
bitkilerde ifade ettirilen yabanci genlerden en ¢ok caligilan ve
kullanilan1 Bacillus thuringiensis kristal proteinlerini kodlayan
genlerin ¢esitli bitkilerde ifade ettirilmesidir. Ancak bu gen
driinlerinin insan gidalarinda bulunmasinin bir tehlike arz
etmedigi bilinmesine ragmen, yine de bunlarin insan gidalarinda
bulunmasi arzu edilmemektedir. Bu tiir genlerin uyarilabilir
veya dokuya Ozgili ifade edilen bir promotor altinda bitkiye
aktarilarak kontrollii ifade ettirilmesi bu tiir transgenik bitkilerin
tilketici tarafindan kabuliinii kolaylagtiracaktir. ~ Bdyle bir
yaklagimla Bates ve ark. (2005), kimyasal olarak Bt toksini
ireten transgenik broccoli iiretmislerdir. Bu amagla patojene
cevap veren promotor olan ve salisilik asit tarafindan uyarilan
PR-1a promotoru altia cryl Ab geninin klonlandig: transgenik
brokoli bitkileri iretmiglerdir. PR-la promotoru, patojen
enfeksiyonu sonrasi biriken salisilik asitle veya disaridan
uygulanan SA analoglartyla (acibenzolar-smethyl[benzo (1, 2,
3)-thiadiazole-7-carbothioic  acid  S-methyl  ester](ASM)
uyarilabilmektedir. ~ Transgenik  bitkilerin  yapraklarinin
acibenzolar-smethyl[benzo (1, 2, 3)-thiadiazole-7-carbothioic
acid S-methyl ester veya ASM ile spray edilmesi yiiksek derece
Bt toksininin Dbirikmesine neden olmustur. Transgenin
sentezlendigi yapraklar {izerinde beslenen P. xylostellanin tiim
donemlerinde % 100 6liim gorilmiistiir. Yeni gelisen yapraklar
4. yeni yapraga kadar % 80 toksisite gostermistir. Uyarilmis
bitkiler 3 hafta boyunca bocek beslenmesinden korunmustur.

Bu amagla bazi sira dist sistemler de gelistirilmistir. Virus

ekspresyon sistemi, uyarilabilir bitki ekspresyon sisteminde
trankripsiyonel aktivatorleri kullanmak amaciyla ornek
alinabilir. Bu sistem Hull ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir
caligmada gOsterilmistir. Bu virus tarafindan uyarilan
transkripsiyonel aktivator sisteminde iyi karakterize edilmis
maya  GAL4 UAS-temelli promotor  GAL4-VP16
transkripsiyonel aktivator ile birlikte kullanilmistir. Bu sistem
kimyasal olarak uyarilabilen sisteme ¢ok benzemesine ragmen
transkripsiyon faktoriiniin viral vektor tarafindan sunulmasi
kimyasal uyariciya olan ihtiyaci ortadan kaldirmustir.

Son zamanlarda yapilan Onemli caligmalardan birisi de
Agrobacterium gibi gram negatif bakterilerden elde edilen
‘quorum sensing’ Dbileseni, bitkilerde gen ekspresyonunun
reglilasyonunda etkili ve uyarilabilen sistem olarak
kullanilmigtir (Cizelge 1). Bu bakteriler kendi popiilasyon
yogunluklarini, N-acyl homoserine lactone ailesini uyarici, onun
reseptoriinii de transkripsiyonel aktivatdr olarak kullanarak
izlerler. Yapilan calismada A. tumefacience’den elde edilen,
Tral ve onun reseptorii TraR tarafindan sentezlenen bilesen (i.e.
3-oxooctanyl-L-homoserine lactone [OOHL]) kullanilmistir.
OOHL, TraR’ye baglandiginda onun 6zel Cis elementi olan
TraR kutusunu tanir. TraR’nin amino ucuyla Okaryotik
VP16’nin  aktivasyon  bdlgesi  translasyonel  olarak
birlestirilmistir. OOHL’nin varliginda, kimerik VP16:TraR
transkripsiyonel  regiilatorii, karayosunu  (Physcomitrella
patens), arpa (Hordeum vulgare), havug¢ (Daucus carota) ve
transgenik arabidopsiste raportor gen ekspresyonunu uyarmigtir.
Uyaricinin  yoklugunda diisiik seviyede raportdr gen ifadesi
gozlemlenmistir. Yapraklara uyarict uygulanmasi sonucu 30-
200 kat uyarilma tesbit edilmistir (You ve ark. 2006).

3. Promotor durdurucu sistemler

3.1. Tetrasiklin-uyarilabilir promotoriar

Durdurma prensibi, (repressing system) bir represor
proteininin transkripsiyonda o6nemli proteinleri engellemesi
temeline dayanir. Bu sistem bakterilerde yaygin bir mekanizma

olmakla  birlikte gelismis organizmalarda (Eukaryote)
bulunmaz. Esterichia coli’ye ait Tn10 geni tarafindan kodlanan
TetR  durdurucu proteini, transkripsiyon  faktorlerinin

toplanmasin1 engelleyerek transkripsiyonu diizenler. Diisiik
miktarda olsa bile, ortama tc ilavesiyle durdurucu protein
promotordan ayrilir ve transkripsiyon baglar (Hillen ve Berens
1994).

Transgenik tiitiin bitkilerinde ekspresyon seviyesinin 500
katina kadar ¢iktig1 ve tc’ye tepki olarak, tc’nin 0,1 mg/l gibi
diisiik dozlarinda bile yalnizca 10 dakikada expresyon bagladigi
tespit edilmistir (Cizelge 1) (Gatz ve ark. 1991). Tc, toksik
etkisi nedeniyle yapraklara uygulanamaz. Biitiin bitkide
maksimum uyarim i¢in 10-14 giin gereklidir ve tc’nin kisa
stirede bozulmasi nedeniyle, ortama hergiin ilave edilmelidir.
Bu son o6zellik ve uygulanabildigi organlarm simirli olmasi
sebebi ile bu sistem tercih edilebilir olmaktan uzak
goriinmektedir. Tc’nin  yoklugunda, TetR ekspresyonunun
yiiksek seviyelerinin domates ve tiitin Dbitkilerinde azalan
siirglin  kuru aguligina, yaprak Kklorofil igerigine, yaprak
biiyiikliigline ve olumsuz etkilenmis fotosentez fizyolojisine
sebep oldugu belirtilmistir (Chorlett ve ark. 1996). Buna ilave
olarak arabidopsiste transkripsiyonal kontrol igin yeterli Tet
durdurucu protein konsantrasyonlarina tolere edilemez. Bu
dezavantajlar bu sistemin pratik agidan uygulanabilirligini
azaltmaktadir.
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3.2. IPTG-uyarilabilir promotorlar

Bakteriyel lac operator durdurucu sistemi, uyarilabilir bir
sistem yapmak tizere kullanilmigtir (Wilde ve ark. 1992). Bir
repressdr proteini olan Lacl, IPTG gibi bir uyaricinin
yoklugunda sentezlenir. Bu olay repressor proteininin operatore
olan egilimini arttirmayla gerceklesir. Tiitlin bitkileri basarili ve
kolayca transforme edilebildiginden bu sistem oncelikle tiitiin
bitkisine uygulanabilmistir. Transforme edilen bitkilerdeki
ekspresyon kapasitesi 6teki diizenlenebilir promotorlara gore
diisiiktiir. IPTG ile uyarilabilir promotorlarin diger bitkilere
uygulanmast heniiz gergeklesmemistir.

3.3. Etanol-uyarabilir promotorlar

Etanolun yoklugunda Aspergillus nidulans’a ait ALCR
proteini (tc uyarabilir sistemdeki TetR benzeri bir protein),
PalcA kontrol bolgesine baglanir ve transkripsiyonu engeller
(Caddick ve ark. 1998). Etanol ortama ilave edildiginde
ALCR’mn sekli degistirilir ve promotor aktif hale gelir. Plazmid
35S:alcR konstrakti bir alcR ¢cDNA’s1 kullanarak yapilmistir ve
alcR: CAT konstraktiyla birlikte Agrobacterium tumefaciens
icine transfer edilmistir. Daha sonra tiitiin bitkisi, transgenleri
iceren bakteri ile transforme edilmistir. Bu sistemde iki
konstrakt vardir: 35S CaMV’den devamli olarak sentezlenen
durdurucu proteinin (ALCR) bulundugu konstrakt ve CAT
haberci geninin yanisira ALCR proteinin baglandigi DNA dizini
ile 35S downstream dizinini igeren haberci konstraktir.

Kullanilan alcR:35S  konstrakti, alcR  promotorunun
upstream aktivator bolgesi (palcA) ile transkripsiyonu baglatma
yetenegine sahip olmayan -46 ve +5 bolgesini igeren minimal
35S promotorunu igerir. Bu konstrakt rekombinant PCR teknigi
yardimiyla yapilmistir (Higuchi 1990). Bu transgen agisindan
homozigot tiitlin bitkileri, heterozigotlarin kendilenmesinden
elde edilmis ve bu homozigot hatlar etanolla uyarildiginda
maksimum ekspresyonu elde etmek igin kullanilmigtir (Caddick
ve ark. 1997; Salter ve ark. 1998). Etanol uyarimu, tetrasiklin
sistemine gore uygulamadan 4 saat sonra ekspresyon
gosterdiginden oldukg¢a yavas bulunmus ve her iki caligmada da
4 giin sonra maksimum seviyeye ¢iktig1 tespit edilmistir
(Cizelge 1). Etanolun yoklugunda tespit edilebilir senteze
rastlanmamugtir. Kontrol bitkileri 0,38 ng CAT sentezlemesine
ragmen her bir uyarilmis bitkide, her bir mg toplam protein igin
32 ng CAT sentezlemistir. Bununla birlikte, diizenleyici
elementlere sahip olmayan transforme edilmis bitkiler, hem
etanol uygulanmis bitkide hem de uygulanmamus bitkide yiiksek
ekspresyon gostermiglerdir. Tabii biiylime kosullarinda,
bitkideki tabii olarak bulunan uyaricilarin seviyelerinin ¢ok
diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden alcR, igsel etanol
diizeyini asirt derecede arttiran asirt sulamaya ragmen igsel
etanol tarafindan uyarilmamistir (Cadddick ve ark. 1998). A.
nidulensis ve bitkiler arasindaki evrimsel olusum doénemleri
arasindaki zaman farki oldukca biiyiiktiir. Bu durum, ALCR
proteinin bitkiler tarafindan taninmasi ihtimalini azaltmaktadir.
ALCR proteini, ¢inko-biniikleer demet benzeri Gal4 (zinc
binuclear cluster-like Gal4) bulundurmaktadir. Bu duruma
genellikle bitkilerde raslanilmamaktadir ve aymi sey alcR
promotorunu engelleyen transkripsiyon faktorleri icinde
gecerlidir.

Etanolla uyarim belirli avantajlara sahiptir: a) piyasadan
kolaylikla ve bol miktarda temin edilebilir, b) caligilan
konsantrasyonlarda bitkilere toksik olmadig: tespit edilmistir ve
¢) hem yapraklara hem de koklere uygulanabilir. Bu avantajlar
nedeniyle etanolla uyarilabilen promotor sistemlerinin

kullaniminin yayilmasi kuvvetli ihtimaldir.

Transgenik tiitiin bitkilerinde alc promotor sisteminin
etanole ek olarak asetaldehit tarafindan da uyarilabildigi
Schaarschmidt ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
gosterilmistir. Transgenik tiitiin bitkilerinde, etanoliin aksine alc
promotorunun dokuya &zgii promotora ihtiyag duymadan
dokuya 0zgii aktivite gosterdigi de bu ¢aligmada ispat edilmistir.
Garoosi ve ark. (2004), domateste etanolla uyarilabilir alc
geninin ekspresyonunun gerceklestirildigi bitkileri karakterize
etmistir. A. nidulans’dan elde edilen transgen ekspresyon
sistemi kullanilmustir. iki farkli konsrakt (alcR; alcA: CAT ve
alcR; alcA: GUS) kullanilarak sistemin etkinligi test edilmistir.
Geng yapraklarda ekspresyonun daha yogun oldugu
gozlenmistir. En yiiksek ekspresyon seviyesinin ise karnibahar
mozaik virisi 35S promotoru tarafindan ortaya konulan
seviyeye yakin oldugu belirlenmistir.

4. Sonug

Yukarida da agiklandig1 gibi diizenlenebilir promotorlarin
hig¢ birisinin, her agidan ve her tiirlii kosulda avantajli olmadigi
ortaya c¢ikmaktadir. Her promotor sistemi belirli agilardan
digerlerine gore kesin avantajlara sahiptir. Genelde promotor
durdurucu ve bakira bagimli promotor aktivator sistemlerinde
uyarict uygulandigr durumda transgen eksprese edildiginden,
ekspresyonunun bitkisel gelisimin ¢i¢eklenme ve hastalik
epidemiyolojisi gibi spesifik donemlerinde gerekli oldugu
durumlarda biiylik avantajlar saglayabilir. Bununla birlikte
uyariciin yoklugunda sentezlenen durdurucu protein, bitki
iizerinde herhangi bir pleiotropik etkiye ve insan sagligi
iizerinde olumsuz etkiye sahip olmamalidir. Tetrasiklinin kisa
Omiirlii ve 1518a duyarli olmasi nedeniyle, tetrasiklin temeline
dayali sistemlerin tarim ve bilimde yayilmasmin giic oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, uygulandiginda ¢ok hizl
tepki gostermesi nedeniyle belirli durumlarda diger sistemlere
gore avantajli olabilir. Etanol temeline dayali promotor
sistemleri etanolun pazardaki bollugu ve goriinlirde Oteki
sistemlere gore ¢ok Onemli dezavantaji tespit edilmediginden
gelecekte daha yaygmm kullanim alam1  bulacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica metoxyfenozidine dayali sistemlerin, bu
iriiniin ticari olarak piyasada kolayca bulunmasi, kullanim
izninin olmasi, sistemin pratie kolayca aktarilabilecegi
sonucunu dogurmaktadir.
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