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¥Z 

Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst), buĵdayda sarē pas hastalēĵēna sebep 

olan obligat, biotrofik bir mantardēr ve d¿nya apēnda buĵdaya en fazla zarar veren 

patojendir. Baĸta T¿rkiye olmak ¿zere d¿nya buĵday ¿retimi iin en b¿y¿k 

problemlerden birini oluĸturmaktadēr. 

Bu tez alēĸmasēnda, diren mekanizmasēnda rol¿ olduĵu d¿ĸ¿n¿len Pstôye ait 

aday efektºr gen PstHa12j12ônin 342 baz uzunluĵunda olan kēsmē sentezlettirilmiĸtir. 

Sentezletirilen gen fragmanēnēn 180 baz uzunluĵundaki bºl¿me ºzg¿n primerler 

dizayn edildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile oĵaltēldē ve susturma vektºr¿ 

olan pSL039B-1 vektºr¿ne klonlanmasē amalandē. Daha ileriki  aĸamada Avocet 

Yr10 buĵday eĸidinden enzimatik yolla protoplast h¿crelerinin izolasyonu 

amalandē. PZR ile PstHa12j12 gen fragmanē oĵaltēmē baĸarēyla gerekleĸti ve 

transformasyon sonucu klonlar elde edildi. Sekansa gºnderilen klonlarēn analiz 

sonularēna gºre klonlama iĸleminin baĸarēsēz oldu, Avocet Yr10ôden protoplast 

izolasyonu gerekleĸti fakat b¿y¿meleri iin konulduklarē ortamda oluĸan 

kontaminasyondan dolayē tek bir h¿creden yeni bir bitki oluĸumu 

gerekleĸtirilemedi. 

Anahtar Kelimeler: Buĵday, Puccinia striiformis f. sp. tritici, bitki imm¿n sistemi, 

klonlama, protoplast. 
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ABSTRACT 

Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) is an obligate, biotrophic fungus which 

causes yellow rust disease and it is the major patogen that gives destruction to the 

wheat around the world. Especially Turkey, one of the biggest problems for world 

wheat production. 

In this thesis, the 342 base pair of PstHa12j12 gene, which has an important 

role on resistance mechanism in Pst, was synthesized. The primers specific to the 

180bp of the synthesized gene fragment were designed. After amplified by PCR 

reaction, the gene fragment was aimed to inserted into the silence vector pSL039B-1. 

further studies, wheat cultivar Avocet Yr10 cells protoplast isolation with enzyme 

aimed. PstHa12j12 gene fragment was amplified by PCR succesfully and the clones 

were obtained after transformation. According to the results of clones sequence 

analysis the clonning process failed, protoplast isolation from Avocet Yr-10 was 

perfomed successfully but there was no plant growing observed since the culture 

medium was contaminated. 

Key words: Wheat, Puccinia striiformis f. sp. tritici, plant immune system, cloning, 

protoplast. 
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1. GĶRĶķ 

Tahēllar insanoĵlunun varolmasēndan g¿n¿m¿ze kadar t¿ketilen baĸlēca besin 

kaynaklarēndan biridir. Tahēllar ierisinde ekim alanē ve besin deĵeri en fazla olan 

bitki buĵdaydēr. 

Bitkiler doĵada diĵer canlēlar ile etkileĸim halinde olmakla birlikte 

yararlarēnēn yanēnda zararlarēna da maruz kalabilmektedirler. Konak olarak buĵdayē 

seen ve hastalēklara sebep olabilen bakteri, vir¿s, nematod ve mantarlar vardēr. 

Puccinia striiformis triticiôde bunlardan biridir ve sarē pas hastalēĵēna sebep olur. Bu 

mantarē diĵerlerinden ayēran ºzelliĵi yaprak, sap ve baĸak kēsēmlarēnda sarē renkli 

izgi ĸeklinde p¿st¿ller oluĸturmasēdēr. Konak bitki patojenin saldērēsēna uĵradēĵē 

zaman patojenden salgēlanan efektºr molek¿lleri bitkide bulunan direnlilik genleri 

(R genler) tarafēndan tanēnēr ve sinyal iletimi ile imm¿n sistem aktif hale gelir. 

Bitkilerde hastalēklarē ºnlemek amacēyla kimyasal yºntemler uygulanmēĸtēr 

fakat kimyasallarēn evreye ve insan saĵlēĵēna olan zararlarēndan dolayē pek tercih 

edilmemektedir. Bunun yerine biyoteknolojik yºntemlerden yararlanarak hastalēk 

oluĸturan patojen ve konak bitki arasēndaki iliĸkiyi anlayēp ºz¿mler ¿retilerek daha 

baĸarēlē ve saĵlēklē sonularēn elde edilebileceĵi d¿ĸ¿n¿lmektedir. Bu sebeple bu tez 

alēĸmasēnda bitki diren mekanizmasēnda rol¿ olduĵunu d¿ĸ¿nd¿ĵ¿m¿z aday 

efektºr geni olan PstHa12j12 gen fragmanēnē PZR ile oĵaltēlēp susturma vektºr¿ 

olarak kullanēlan pSL039B-1 vektºr¿ne klonlanmasē amalanmēĸtēr. Daha sonraki 

aĸamada ise Avocet Yr10 buĵday protoplast h¿crelerinin izole edilip PstHa12j12 gen 

fragmanēnēn protoplast h¿crelerine aktarēlarak bitkide meydana getirdiĵi 

deĵiĸikliklerin incelenmesi amalanmēĸtēr. 

1.1 BUĴDAY 

Tahēllar d¿nyada k¿lt¿re alēnan ilk bitkilerdendir ve ekonomik anlamda en 

yaygēn olarak kullanēlan iekli bitkiler ierisinde yer almaktadēr
1
. ¦lkemizde 

iĸlenen tarēm alanlarē ierisinde tahēllarēn oranē % 52ôdir ve insanlar tarafēndan 

t¿ketilen baĸlēca besin kaynaĵēdēr. En fazla ekim alanē ile buĵday tahēllar arasēnda ilk 

sērada yer almaktadēr
2
. 
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Ķnsanoĵlu buĵdayē 10.000 yēldan beri yetiĸtirmesine raĵmen ancak M.¥. 8000 

yēllarēnda k¿lt¿re alēnmēĸtēr
3
. Buĵday bitkisinin kºkeni G¿neybatē Asya kabul edilen 

Anadoluônun doĵusudur. Ayrēca T¿rkiye, Suriye, Irak ve Kafkasyaôda yabani buĵday 

t¿rleri bulunduĵundan dolayē bu bºlgenin gen merkezi olarak kabul edilmesi 

gerektiĵi belirtilmektedir
4
. 

Tablo 1. 1. Ekmeklik buĵdayēn bilimsel sēnēflandērmasē 

Alem Plantae ï Bitkiler 

ķube  Magnoliophyta ï ¢iekli bitkiler 

Sēnēf Liliopsida ï Tek enekli bitkiler 

Ordo Cyperales 

Familya Poaceae ï Buĵdaygiller 

Cins  Triticum ï Buĵday 

T¿r Triticum aestivum 

 

Buĵday tanesinin ieriĵindeki glutenden dolayē makarna, bisk¿vi ve unlu 

mam¿llerin ¿retiminde
3a
, alkoll¿ ieceklerin kaynaĵē olarak, sentetik kauuk ve 

patlayēcē maddelerin yapēmēnda kullanēlmaktadēr. Buĵday tanesi ºĵ¿t¿ld¿kten sonra 

geriye kalan kepek kēsmē ise hayvanlarēn beslenmesinde kullanēlēr. Ayrēca yetiĸme 

ĸartlarē gºz ºn¿ne alēndēĵēnda kolay yetiĸtirilebilmesi, evre ĸartlarēna uyum 

saĵlayabilmesi, depolanmasēnēn kolay olmasē ve besin yºn¿nden zengin maddeler 

iermesi buĵdayēn ºnemli bir bitki olmasēnē saĵlayan ºzelliklerdendir
5
. 

D¿nyada yēllēk buĵday ¿retimi 600 milyon tonun ¿zerindedir ve 2020ôye 

kadar bu miktarēn yaklaĸēk 1000 milyon tonu aĸmasē tahmin edilmektedir. 

T¿rkiyeônin bu ¿retime katkēsē FAOônun (Food and agriculture organization) 

verilerine gºre 19.3 milyon tondur ve ilk 10 ¿lke arasēnda yer almaktadēr (Tablo 1.2). 
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Tablo 1. 2. D¿nyaôda buĵday ¿retimi (www.fao.org, 2011) 

 

1.2. SARI PAS HASTALIĴI 

Sarē pas hastalēĵē Pstônin tahrip edici etksi nedeniyle d¿nya apēnda ºnemli 

bir pas hastalēĵēdēr. Antartika hari 60ôtan fazla ¿lkede sarē pas hastalēĵēna 

rastlanmamēĸtēr
6
. 

 

ķekil 1. 1. D¿nyada sarē pas hastalēĵēnēn daĵēlēmē (CABI, 2000). 

¢izgi pasē olarak da bilinen sarē pas hastalēĵē ilk kez Gadd ( 1777) tarafēndan 

tanēmlanmēĸtēr. Hastalēk hakkēnda ilk rapor ve bilgiler Hassebrauk (1965), Stubbs 

(1985), Line (2002), Li ve Zeng (2003) tarafēndan verilmiĸtir
7
. 
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Tablo 1. 3. Pstônin bilimsel sēnēflandērmasē 

Alem Fungi 

ķube Basidiomycota 

Sēnēf Urediniomycetes 

Ordo Uredinales 

Familya Pucciniastraceae 

Cins Puccinia 

T¿r Puccinia striiformis 

Varyete Puccinia striiformis tritici 

 

Sarē pas hastalēĵēna sebep olan Pst obligat, biotrofik bir mantardēr. Tahēllarēn 

sap, baĸak ve yapraklarēnda gºr¿l¿r. Yapraklarēn ¿zerinde sarē renkli izgiye benzer 

dikiĸ ĸeklinde p¿st¿ller oluĸturur. P¿st¿ller yazlēk sporlarēn ¿retildiĵi yerlerdir. Sarē 

pas hastalēĵē buĵday haricinde yaklaĸēk 300 adet k¿lt¿r ve yabani buĵdaygiller 

familyasēna ait t¿rde de hastalēĵa sebep olmaktadēr ama ana konak bitkisi buĵdaydēr
8
. 

 

ķekil 1. 2. Buĵday yapraĵē ve baĸaklarēnda sarē pas
8
. 

Sarē pas hastalēĵē bitki geliĸiminde en erken gºr¿len pas mantarēdēr ve 

baĸlangē enfeksiyon noktasēnēn ºtesinde s¿rekli yayēlma gºsteren tek buĵday 

pasēdēr
8
. Bu hastalēkla m¿cadele etmek ve enfeksiyon sērasēnda bitkide ne gibi 

deĵiĸiklikler olduĵunu anlayabilmek iin patojenin yaĸam dºng¿s¿n¿n bilinmesi 

gerekmektedir. Sarē pasēn yaĸam dºng¿s¿ iki safhadan oluĸmaktadēr bunlar; ¿redinial 

(yazlēk sporlar) ve telial (kēĸlēk sporlar) safhalardēr. Patojenin ¿redosporlarē yuvarlak 

veya oval, eperleri dikenli, ¿ veya dºrt adet olan porlar ise y¿zey ¿zerine 
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daĵēlmēĸtēr. Teliosporlar ise uzunca, h¿cre eperi kalēn ve d¿z iki h¿creli, bu h¿creler 

arasē hafif boĵumludur. Buĵday tarlalarēnda ilkbaharda hava sēcaklēĵēnēn 10-15 ÁC 

arasē olduĵu zaman nem ile birlikte hastalēk gºr¿lmeye baĸlar. ¢izgi gibi uzunlu 

kēsalē dikiĸ benzeri p¿st¿llerin iinde patojenin yazlēk sporlarē oluĸur. Bu p¿st¿ller 

limon veya portakal rengindedir. Ķlkbaharda bu p¿st¿llerden oluĸan milyonlarca 

yazlēk spor r¿zg©r ile evreye daĵēlarak uygun koĸullar saĵlandēĵēnda buĵday 

bitkilerine bulaĸēp yeni p¿st¿ller oluĸtururlar. Hastalēĵēn oluĸumunda sēcaklēk ve nem 

ok ºnemlidir. ¦redosporlarēn imlenip konukuya giriĸ yapabilmesi iin % 100'e 

yakēn oranda neme veya yaĵēĸa gereksinim vardēr. Mevsim sonunda ¿redosporlarēn 

yataklarēndan aynē p¿st¿llerde siyah renkli teliosporlar (kēĸlēk sporlar) oluĸur ve 

hayat devresinde bir ºnemi bulunmamaktadēr. Patojen yaz mevsimini, y¿ksek rakēmlē 

bºlgelerde canlē kalan yabani buĵdaygillerde, kēĸ mevsimini ise g¿zl¿k ekilen 

buĵdaylar ¿zerinde ¿rediospor veya ¿rediomisel halinde geirir. Pas mantarēnēn 

ink¿basyon s¿resi 12-14 g¿n ve ara konukusu bilinmemektedir. Fakat son yapēlan 

araĸtērmalara gºre Berberis, Valerianella ve Mahoniaônēn alternatif konaklarē 

olabileceĵi bildirilmektedir
9
. 

 

ķekil 1. 3. Pstôye ait yaĸam dºng¿s¿
8
. 
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1.3. SARI PAS ENFEKSĶYON S¦RECĶ 

Pstôye ait aseks¿el hayat dºng¿s¿ iyi bir ĸekilde tanēmlanmēĸtēr. Hava ile 

taĸēnmēĸ olan ¿rediniosporlar bitki y¿zeyinde imlenir ve stoma aēklēĵē boyunca 

bitki ierisine girer. Stoma boĸluĵunun ierisinde 3 adet enfeksiyon hiflerinin 

geliĸtiĵi bºlgede bir adet substomatal vezik¿l¿ oluĸmaya baĸlar. Bir enfeksiyon hifi 

ve konak mezofil h¿cresi arasēnda kontakt (baĵlantē) kurulmak ¿zere iken ana 

haustorya h¿cresi farklēlaĸēr. Mezofil h¿cre duvarēna doĵru dallanan enfeksiyon 

kancasē geliĸir ve mezofil h¿cresinin ierisinde haustoryum oluĸur. Yaprak boyunca 

geliĸen, daha ok haustorya oluĸumunu saĵlayan h¿creler arasē daĵētēcē (runner) hif 

meydana gelmesi daha fazla kolonizasyonu saĵlar. Enfeksiyondan 14 g¿n sonra 

aseks¿el yaĸam dºng¿s¿ tamamlanēr ve urediniosporlar yaprak y¿zeyine ēkarak sarē 

pasa ºzg¿ olan sarē p¿st¿ller meydana gelir10. Patojenin geliĸiminin farklē 

safhalarēnda sarē pasa ait farklē R genleri gºr¿lmesi enfeksiyon s¿recini anlamayē 

zorlaĸtērmaktadēr11. Enfeksiyon s¿recinin bilinmesinin en iyi yolu h¿cresel ve 

molek¿ler mekanizmalarēn arkasēndaki ērka ºzg¿ dayanēklēlēĵēn anlaĸēlmasēdēr
12

. 

 

ķekil 1. 4. Pst geliĸimi ve bitkinin h¿cresel tepkisi (A) ¢imlenen ¿rediniospor (GU), 

substomatal vezik¿l (SSV), birinci enfeksiyon hifi (IH) ve daĵētēcē (runner) hifi (RH). 

(B) Daĵētēcē (runner) hifinin uzunluĵu boyunca oluĸan haustorya ana h¿cresi(HMC) 

(C) Mezofil birincil (1ÁHCD)  ve ikincil (2ÁHCD) hipersensitif h¿cre ºl¿m¿. (D) 

¢ºkm¿ĸ mezēfil h¿creleri (MCC). B¿t¿n resimler 72 hpi(hour post inoculation=saat 

sonra inºk¿lasyon) Avocet 6/Yrl ve Yrl-avirulan izolatēnēn 232E137 ile etkileĸimi 

Bar=50 mm
13

. 
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1.4. PSTHA12J12 GENĶ 

PstHa12j12 geni Pst t¿r¿ne ait bir gendir. Bu gen Pst ile y¿ksek d¿zeyde 

enfekte edilmiĸ hassas ekmeklik buĵday da oluĸan haustorya elde edildikten sonra 

yapēlan cDNA sekans analizi sonrasēnda elde edilmiĸtir. Yin ve ark.,
14 
tarafēndan 

yapēlan alēĸmada haustoryada ifade edilen t¿m RNAôlardan (ribo n¿kleik asit) 

mRNAôlar elde edilerek oluĸturulan cDNA k¿t¿phanesinden gen sekanslarē 

bulunmuĸtur. Sekans sonucu elde edilen ESTôler (Expres Sequence Tags) BLAST 

yapēlarak diĵer protein ve patojenlerle arasēndaki etkileĸime bakēlarak 15 adet gen 

belirlenmiĸ ve PstHa12j12ôde bu genlerden bir tanesidir (Tablo 1. 4). Bu genin 

anlatēm seviyesi analizlerine gºre Pst ile muamele edilmiĸ yapraklar ¿rediniosporlara 

gºre 100 kat daha fazla anlatēm gerekleĸtirmiĸtir ve sekans sonucunda bitki genomu 

ile homoloji gºstermemektedir. Pst ile enfekte edilmiĸ yapraklarēn anlatēm 

d¿zeylerinin artmasē bu genin patojen tarafēndan salgēlanēp bitkide hastalēk 

oluĸturmada ºnemli bir role sahip olduĵu gºr¿lmektedir.  

G¿n¿m¿ze kadar yapēlan alēĸmalarēn incelenmesi sonucunda PstHa12j12 

yeni bulunan bir gendir. Bu genin fonksiyonu ve kodladēĵē proteinin diĵer 

proteinlerle etkileĸimi hen¿z bilinmemektedir. Hulbert H. S. ve ark. (2010)  

yaptēklarē gen susturma alēĸmalarēnda PstHa12j12 geninin anlatēm seviyesinde % 53 

azalma tespit etmiĸler ve BMSV-VIGS yºntemi ile PstHa12j12 geninin yazēlēmēnēn 

baskēlanabileceĵini gºstermiĸlerdir. 
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Tablo 1. 4. Pstôye ait haustorya cDNA k¿t¿phanesindeki genler ve tahmini olarak 

kodladēĵē proteinlerin homolojileri
14

. 

Gen  GenBank 

No 

Boyut 

(a.a) 

Homoloji  

PstHa2a5 GH737102 117 P.graminisôde tahmin edilen protein 

PstHa9F18 GH737274 259 P.graminisôde tahmin edilen protein 

PstHa12a4 GH737444 289 P.graminisôde tahmin edilen protein 

PstHa12j12 GH737467 133 Homolojisi yok 

PstHa15N21 GH737567 98 Homolojisi yok 

PstHa21O8 GH737139 92 Kabul edilen s¿lfat transportēr 

PstHa5a23 GH737046 108 Homolojisi yok  

PstHa6i16 GH737950 73 P.graminisôde tahmin edilen protein 

PstHa8F13 GH737007 116 Homolojisi yok 

PstHa2c7 GH737231 204 P.graminisôde tahmin edilen protein 

PstHa1683 GH737129 87 Homolojisi yok 

PstHa10F24 GH737323 56 Homolojisi yok 

PstHa16D6 GH737598 66 Aspergillus nigerôde tahmin edilen protein 

PstHa9C13 GH738022 65 P.graminisôde tahmin edilen protein 

PstHa12h2 GH737173 70 Homolojisi yok 

 

1.5. BSMV SUSTURMA VEKT¥R¦ PSL039B-1PDS 

Arpa izgi mozaik vir¿s¿ (BSMV) Hordeivirus grubuna ait arpayē enfekte eden bir 

vir¿st¿r. Asēl konak olarak kullandēĵē bitki arpa olmasēna raĵmen buĵday bitkisinide 

enfekte edebilmektedir. BSMV genomu ¿ bºl¿mden oluĸmaktadēr Ŭ, Ç, ɔ
15

. 

pSL039B-1PDS vektºr¿n¿n yapēsēnda 185 baz uzunluĵundaki PDS geni PacI ve 

NotI enzimleri ile kesilip yerine PstHa12j12 gen fragmanē konulmak ¿zere 

tasarlanmēĸtēr. pSL039B-1PDS vektºr¿ Steven R., Scofield of Purdue Unēversēty, 

USAôdan temin edilmiĸtir. 
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ķekil 1. 5. pSL039B-1PDS vektºr¿n¿n haritasē. 

 

1.6. PROTOPLAST 

H¿cre k¿lt¿r alēĸmalarēnda kullanēlan yºntemlerden biri protoplast 

izolasyonu ile gen aktarēmēdēr. Bitki h¿creleri sel¿lozdan oluĸan bir h¿cre duvarēyla 

evrilmiĸ ve doku ierisindeki h¿creler birbirlerine zengin bir matriks ile baĵlēdērlar. 

Mekanik ya da enzimatik yollarla bitki h¿cre duvarēnēn uzaklaĸtērēlmasē sonucu 

oluĸan yapēya da protoplast denir.  

Protoplazma ismi ilk kez Purkinje tarafēndan 1840 yēlēnda ve daha sonra Von 

Mohl tarafēnda 1846 yēlēnda ºnerildi. Protoplazma bug¿n bildiĵimiz en kompleks 

yapēlardandēr. Canlē protoplazma organizmadan organizmaya ve h¿creden h¿creye 

yapēsē deĵiĸse de ortak metabolizma, b¿y¿me, ¿reme ve uyarēlabilme ºzelliklerinin 

fazla deĵiĸmediĵi gºzlenmektedir. 

Y¿ksek yapēlē bitkilerde mekanik yolla protoplast izolasyonu ilk kez 1892ôde,  

1960ôlē yēllarda ise enzim uygulamasē yoluyla canlē protoplast izolasyonu 
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gerekleĸtirilmiĸtir. Protoplast alēĸmalarēnēn temel amacē, bir tek h¿creden yeni bir 

bitki oluĸumunu saĵlayabilmektir
16

. Protoplastlardan bitki rejenerasyonu ilk kez 

t¿t¿n bitkisinde gerekleĸtirilmiĸtir
17
. G¿n¿m¿zde ise tek yēllēk bitkiler

18
, 

baklagiller
19

 ve ok yēllēk bitkilerde
20

 protoplast k¿lt¿r¿ alēĸēlmēĸtēr. 

Protoplastlar genellikle dokularēn protoplast yapēsēnē ve canlēlēĵēnē koruyacak, 

osmotik basēncēn sabit kalmasēnē saĵlayacak, h¿cre duvarēnē paralayacak enzimlere 

maruz bērakēlarak izole edilir. Baĸarēlē bir protoplast izolasyonu; kullanēlan doku ve 

h¿crelerin fizyolojik durumuna, kullanēlan enzimlere, sol¿syon bileĸimlerine, 

osmotik basēncēn stabilizasyonu saĵlayacak maddelerin yapēsēna ve 

konsantrasyonuna baĵlēdēr.  

Protoplast izolasyonunda genel olarak yapraklar kullanēlēr.  Gen bitkiler 

veya yeni s¿rg¿nlerden alēnan tam olarak aēlmēĸ yapraklar protoplast izolasyonu 

iin uygundur. Yapraĵēn yaĸē ve yapraĵēn alēndēĵē bitkinin yetiĸtiĵi ortamdaki ēĸēk, 

sēcaklēk, toprak verimliliĵi ve su gibi evre koĸullarē protoplast verimini, canlēlēĵēnē 

ve kalitesini ºnemli derecede etkiler. Dokunun fizyolojik durumu protoplast 

izolasyonunda ºnemli bir faktºr olduĵu iin bitkiler evre koĸullarēnēn kontrol 

edilebildiĵi iklim odalarēnda ve seralarda yetiĸtirilir.  

Protoplast izolasyonunda yaprak dokusunun dēĸēnda, s¿rg¿n ularē, 

kotiledonlar, iek petallari, mikrosporlar, kallus ve h¿cre s¿spansiyonlarē da 

protoplast kaynaĵē olarak kullanēlabilmektedir. 

Protoplast teknolojisinin iki ºnemli uygulama alanē somatik melezleme ve 

protoplastlara doĵrudan gen aktarēmēdēr. Somatik melezleme, farklē eĸit, t¿r veya 

cinsten iki protoplastēn genellikle PEG (polyethylene glycol) yardēmēyla 

kaynaĸtērēlmasē olayēna denir. Ķzole edilmiĸ protoplastlar ekirdek ve kloroplast gibi 

bitki organellerini iine alabilmektedir. Ayrēca protoplastlarēn protein, DNA ve 

mikro molek¿lleri, iine alabildiĵi araĸtērmalarda saptanmēĸtēr. Bakteri ve diĵer 

organizmalarēn DNAôsē protoplastlar tarafēndan alēnabilmektedir. Bu yolla 

protoplastlara doĵrudan gen aktarēmē yapēlmaktadēr. Ķĸlemin yapēlabilmesi iin 

sadece bu genleri taĸēyan plastitlerin veya fajlarēn elde edilmesi yeterli deĵildir. 

Bunlar doĵrudan bir bitkiye aktarēlma yerine h¿crelerin iine sokulabilirler ve 

protoplastlar bu t¿r gen maniplasyonu alēĸmalarēnda ideal bir materyal oluĸtururlar. 
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Bu ºzelliĵinin yanē sēra genetik deĵiĸikliĵe uĵratēlarak yeni bitki bir oluĸturma 

yeteneĵinede sahiptirler. 
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2. KURAMSAL ¢ER¢EVE 

Ekosistem ierisinde bitkiler diĵer canlēlarla s¿rekli etkileĸim halindedir. 

Mikroorganizmalarēn ve bºceklerin olumlu ya da olumsuz etkilerine maruz kalērlar. 

Olumsuz etkilerden kendilerini korumak iin bitkiler birok savunma mekanizmasē 

geliĸtirmiĸtir. Bu mekanizmalar bazē patojenler iin engelleyici olsa da bazēlarē iin 

engelliyici deĵildir ve bunun sonucunda bitkide hastalēklar meydana gelir. Bu 

hastalēklarēn tarēmda verimliliĵi azaltēcē etkisinin yanēsēra ¿r¿n kayēplarēna da sebep 

olmaktadēr. Bu y¿zden bitki patojenle karĸēlaĸtēĵēnda patojene karĸē verdiĵi tepki 

bitki savunma mekanizmalarēnē anlamada b¿y¿k yarar saĵlayacaktēr. 

 Bitki imm¿n sistemi omurgalē canlēlarēnkinden farklēdēr. ¥rneĵin, omurgalēlar 

gibi kan dolaĸēm sistemi, antikorlarē, gezici h¿creleri yoktur. Bitkilerin sahip 

olduklarē imm¿n sistem bazē patojen ve pestisitlere karĸē doĵal dayanēklēlēk 

gºsterirken farklē patojenlere karĸē daha duyarlē olurlar. Bu duruma temel 

dayanēklēlēk (genel dayanēklēlēk) denir ve uzun ºm¿rl¿d¿r. Temel dayanēklēlēĵēn 

mekanizmasē birok durumda bitkide patojen sporlarēnēn geliĸmesini, h¿cre ve 

dokularda lezyonlarēn oluĸmasēnē engeller. Bitki, patojenin h¿cre iine girmesini 

engelleyici veya h¿cre iine girmeyi baĸarmēĸ etkenin oĵalmasēnē ve yayēlmasēnē 

ºnleyebilecek kimyasal maddelere (antimikrobiyal bileĸikler, enzimler, yapēsal 

savunma engelleyicileri vb.) ve fiziksel engellere sahiptir. Bu durum bitkinin 

hastalēĵa karĸē dayanēklē olmasēnē saĵlamaktadēr.  

Tablo 2. 1. Konuku bitki-patojen iliĸkileri 

Konuku bitki genotip 

Patojen genotip RR Rr  r r  

AA  (Avirulan) Dayanēklē Dayanēklē Hassas 

Aa (Avirulan) Dayanēklē Dayanēklē Hassas 

aa (Virulan) Hassas Hassas Hassas 

 

Herhangi bir patojen konuku bitki ¿zerinde normal yaĸamēnē devam 

ettirirken bitkiye zarar veriyorsa, bitki hassas, patojen vir¿lan ve aralarēndaki iliĸki 

uyumlu iliĸki olarak adlandērēlēr. Patojen bitki ¿zerinde normal yaĸamēnē devam 

ettirirken, bitkide herhangi bir zarar ortaya ēkarmēyorsa, bitki o patojene karĸē 

toleranslēdēr denir. Eĵer bir patojen konuku bitki ¿zerinde geliĸme ve oĵalmasēnē 
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t¿m¿yle durdurursa, bu durumda konuku bitki dayanēklē, patojen avir¿lan ve 

konuku-patojen arasēndaki iliĸkiler de uyumsuzdur denir. Patojen konuku bitki 

¿zerinde geliĸmeye baĸlamakta ve konuku h¿crenin etrafēndaki komĸu h¿creler hēzlē 

bir ĸekilde apopitoz (programlanmēĸ h¿cre ºl¿m¿) duruma geerek patojenin 

konuku bitkide yayēlmasēnē engelliyorsa bu duruma hipersensitif tepki (aĸērē 

duyarlēlēk) denir
21

. 

2.1. DAYANIKLILIK GENLERĶ (R GENLER) 

Bitki savunma mekanizmalarēndan en ºnemlisi R (resistant=dayanēklēlēk) 

genleridir
22
. R genleri patojene karĸē dayanēklēlēĵē saĵlayan yapēsal proteinlerdir

23
. 

Genelde patojenleri tanēma ve patojenlerin b¿y¿mesini engellemekle gºrevlidirler. 

Dayanēklē bitkide bulunan R proteinleri patojene ait avir¿lan (Avr) proteinlerini tanēr 

ve diren oluĸumunu uyarēr. Bu mekanizmaya gene karĸē gen hipotezi (gene for gene 

resistance) denir
24
. R proteininin dayanēklēlēk mekanizmasēnē baĸlatabilmesi iin R-

Avr etkileĸimi olmalēdēr. Bu etkileĸim sonucu oluĸan sinyal mekanizmasē patojenin 

bitkiye enfekte olmaya alēĸtēĵē bºlgedeki h¿crelerde Hipersensitif Tepki (HR) 

ortaya ēkar ve patojenin o bºlgedeki saldērēsēnē etkin bir ĸekilde sēnērlandērēr. Bitki-

patojen iliĸkisi boyunca HR dahil birok savunma mekanizmasē aktif hale 

gelmektedir. R protein veya Avr proteinin olmadēĵē durumlarda etkileĸim olmadēĵē 

iin patojen bitki tarafēndan algēlanamaz ve patojen bitkide yayēlmaya baĸlar
25

.  

Flor (1971)
24
ôun gene karĸē gen modeline gºre, Avr geni tarafēndan 

sentezlenen efektºr ya da elisitºr, R geninin ¿r¿n¿ne baĵlanarak aktive olur. Aktif 

duruma geen R geninin ¿r¿n¿ de savunma yanētēnē baĸlatacak olan sinyallerin 

iletimini saĵlar. Ķzole edilen R genlerinin b¿y¿k oĵunluĵu, maya, Drosophila ve 

memelilerde bulunan reseptºr proteinlere yapēsal benzerlik gºsteren proteinleri 

kodlarlar. R genlerinin ¿r¿nleri de reseptºr benzeri fonksiyonlarē yerine getirirler
26

. 

R proteinlerinin b¿y¿k oĵunluĵunun yapēsēnda NBS (Nucleotide Binding 

Site=N¿kleotit baĵlanma bºlgesi) ve LRR (Leucine Rich Repeat=Lºsin zengin 

tekrarē) altbirimleri bulunur. Bitkilerde NBS-LRR yapēsēnē gºsteren ok sayēda gen 

bulunmaktadēr.  ¥rneĵin Arabidopsis thaliana genomunun % 1ôini NBS-LRR 

yapēsēndaki genler olusturmaktadēr
27

. NBS-LRR genlerindeki NBS, ATP veya GTP 

baĵlarken, LRR birimi protein-elisitºr/efektºr etkileĸiminden sorumludur. Tanēma 
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iĸlevinin spesifik oluĸunu LRR birimi saĵlar
28
. LRR biriminin ¿ boyutlu yapēsē ilk 

kez ribonukleaz inhibitºr¿nde (RI) incelenmiĸtir
29 
ve NBSôlerden birine karĸēlēk 

gelmektedir
30

. 

Genel olarak buĵday allohekzaploidôdir (2n = 6x = 42) ve olduka uzun 

genoma sahiptir (her bir haploid h¿cre iin 16 milyon kb) ve bununla birlikte % 

80ôden daha fazla tekrarlayan DNA sekanslarē bulunmaktadēr. Bu ºzellik buĵday 

genomunun agronomik ºneme sahip genlerin genetik metotlarla klonlanmasēnē 

zorlaĸtērmaktadēr. G¿n¿m¿ze kadar buĵdaydan sadece ¿ tane R geni izole edilmiĸ 

ve yayēnlanmēĸtēr. 50 adet Lr geninin sadece fenotip ve/veya kromozom ¿zerindeki 

pozisyonlarē bilinmekle birlikte sadece bunlardan 2 tanesinin fonksiyonu karakterize 

edilmiĸtir. Bunlar Lr21
31

 ve Lr10
32 
genleridir. Buĵdayda ¿¿nc¿ R geni ise Pm3ô d¿r 

ve k¿lleme hastalēĵēna karĸē dayanēklēlēktan sorumludur
33

. Yr10 geni ise buĵdayda 

sarē pas hastalēĵēna neden olan bir Pst ērkēna (Avr10 ieren) karĸē dayanēklēlēktan 

sorumludur ve GenBankôta sekansēna ulaĸmak m¿mk¿nd¿r
34
, ancak hen¿z 

NCBIôdaki sekansē Yr10 diren aktivitesine sahip olduĵunu kanētlayan bir alēĸmaya 

literat¿r araĸtērmasēnda rastlanmamēĸtēr. 

2.2. HĶPERSENSĶTĶF TEPKĶ 

Gene-karĸē-gen etkileĸiminin tetiklediĵi dayanēklēlēk mekanizmasē 

hipersensitif tepki olarak adlandērēlēr. Hipersensitif tepki yapēsal bir savunma 

mekanizmasēndan ok biyokimyasal bir savunma mekanizmasēdēr. Aĸērē duyarlē yanēt 

da denilen hipersensitif tepki, komĸu h¿creleri patojenin varlēĵēna karĸē uyaracak 

olan sinyal molek¿llerin oluĸturulmasē, antimikrobiyal enzim ve metabolitlerin 

sentezi, enfeksiyonun gerekleĸtiĵi bºlgeyi evreleyen h¿cre duvarlarēnēn 

g¿lendirilmesi ve patojenle temas kuran h¿crelerin programlē ºl¿m¿ gibi 

mekanizmalarē kapsar. Programlē h¿cre ºl¿m¿ bitkinin patojene gºsterdiĵi en ºnemli 

dayanēklēlēk mekanizmasē olup, h¿cre bileĸenlerinin kahverengileĸmesine neden olan 

katalitik reaksiyonlar tarafēndan gerekleĸtirilir. ¥l¿ h¿creler geirgen olmayan bir 

tabaka oluĸturarak, patojeni saĵlēklē h¿crelerden uzak tutar ve patojenin yayēlmasēnē 

engeller
35

. Patojen ile etkileĸime giren konuku h¿cre ne kadar hēzlē ºl¿rse, bitki 

enfeksiyona o kadar dayanēklē olur. 
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2.3. BĶTKĶ ĶMM¦N SĶSTEM 

Bitkilerde hastalēklara karĸē direnlilik ekonomik aēdan ºnemli bir sorundur 

ve bu konu ¿zerinde pek ok alēĸma yapēlmaktadēr. Bitkilerde direnlilik 

mekanizmasēnēn anlaĸēlmasē ve genlerin fonksiyonlarēnēn belirlenmesi bitki imm¿n 

sistemini anlamak ¿zere atēlan b¿y¿k adēmlardandēr.  

Bitki ve patojen arasēndaki iliĸkinin evrimsel s¿reci Jones ve ark. 

(2006)
36a
ôlarēnēn zikzak modeline gºre dºrt bºl¿mden oluĸmaktadēr. Ķlk bºl¿mde, 

bitki patojen tarafēndan salgēlanan faktºrler yani mikrop iliĸkili molek¿ler motifleri 

(MAMPs) tanēdēĵē zaman bazal savunmayē ind¿kler. Bu imm¿niteye patojenin 

tetiklediĵi imm¿nite, PTI, denir. ¥rneĵin bakteriyal flajellinler, mantar kºkenli kitin, 

Pep-13 gibi MAMPôlar bitki tarafēndan tanēnēr. Mikrop iliĸkili molek¿ler motifler 

(MAMPs) bitkinin motif tanēma reseptºrleri (PRRs) tarafēndan tanēnēr. ¥rneĵin flg2 

flajellin domain membran ¿zerinde konumlanmēĸ olan FLS2 adlē LRR-RKs (leucine 

rich repeat-receptor kinase=Lºsin zengin tekrar-reseptºr kinazlar) tarafēndan tanēnēr. 

PRRs tarafēndan tanēnan MAMPs zayēf bir imm¿nite saĵlar ve daha fazla 

kolonizasyonu engeller
36

. 

Ķkinci bºl¿mde patojen bazal savunmanēn ¿stesinden gelmek iin bazē 

adaptasyonlar geliĸtirir fakat patojen ataklarēna karĸē ok etkili deĵildir. Patojenin bu 

modifikasyonlarē oĵunlukla konaĵa ºzg¿d¿r. Bu bºl¿mde patojenler PTIônēn 

¿stesinden gelir ve ETS ile sonulanēr. Bu baskēlama patojenin kazandēĵē bazē 

fonksiyonlar; ºrneĵin yapēsal rol ile baĸarēlēr. Patojenler ayrēca k¿¿k molek¿ller 

¿retirler ve bunlar bitki h¿cresinin fonksiyonlarēnē taklit eden ya da tahrip eden 

molek¿llerdir. ¥rneĵin taklit eden bitki hormanlarēndan jasmonik asit, oksin, 

giberellin ve sitokinin patojenin konak h¿creyi baĸarēlē bir ĸekilde istila etmesini 

saĵlar. Bu molek¿llerin daĵētēmē TTSS (Tip ¿ salgē sistemi) tarafēndan yapēlēr. 

TTSS, PTIôyē baskēlar ve bºylece PTIôda daha fazla kolonizasyona izin verir
36

. TTSS 

daha ok bakteriyal patojenler iin kullanēlēr ama mantar patojenleri iin 

kullanēmēyla ilgili yeterli alēĸmabulunmamaktadēr. 

Bitki cevap s¿reci dayanēklē patojenlere karĸē bitkilerin evrimini ierir. 

Spesifik elisitºrler diĵer bir deyiĸle avir¿lan (Avr) genleri R genleri tarafēndan tanēnēr 
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ve ETI (effektºr¿n tetiklediĵi imm¿nite) oluĸur. Bitkide R geni patojende Avr 

geninin her ikisi de bulunduĵu zaman patojene dayanēklēlēk oluĸur fakat bu genlerden 

biri olmadēĵē zaman hastalēk gºr¿l¿r. Bu R-Avr iliĸkisi zincir sinyal transd¿ksiyonu 

olaylarēnē tetikler ve patojenin kolonize olmasēnē engellenir. R geni aracēlē ETI ok 

hēzlē, g¿l¿ ve PTIôdan daha etkilidir. ETI genellikle enfeksiyon bºlgesinde HR ile 

sonulanēr. R genleri patojenin tetiklediĵi savunma cevabēnēn doĵrudan ya da dolaylē 

olarak farkēna varēr. Gene karĸē gen hipotezi R-Avr iliĸkisini doĵrudan etkileĸim 

olarak ºnerir ve aynē kºkenli R genleri iinde bu geerlidir. Bunun aksine Guard 

hipotezi de R proteinlerinin dolaylē olarak elisitºrleri algēladēĵēnē, yani iliĸkinin baĸka 

bir protein ile saĵlandēĵēnēºnermektedir, yani iliĸkiyi bir baĸka protein saĵlar
37

.   

Zikzak modelinin son bºl¿m¿nde, patojen ETIôēn ¿stesinden geldike 

evrimleĸir. Eĵer R-Avr genleri arasēndaki etkileĸim doĵrudan ise mutasyon ĸeklinde 

deĵiĸikliĵe sebep olur. Diĵer taraftan R-Avr iliĸkisi dolaylē ise, patojen vir¿lan 

aktiviteyi duraklatarak kaar
36b

. 

 

 

ķekil 2. 1. Bitki imm¿n sistemini gºsteren zikzak model
36a

. 
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3. MATERYAL VE Y¥NTEM 

3.1. MATERYALLER 

3.1.1. Kimyasallar 

Tablo 3. 1. Kullanēlan kimyasallar ve ¿retici firmalar 

Kimyasallar  ¦retici firma 

Agaroz Applichem 

DNA marker NEB 

Taq DNA polimeraz NEB 

TAE tampon  Applichem 

Primer Heliks biyoteknoloji 

10X PZR tampon Fermantas 

Restriksiyon enzim Fermantas 

PZR p¿rifikasyon kit Qiagen 

Jel ekstraksiyon kit Qiagen 

T4 DNA ligaz enzim Fermantas 

Agar Lab M 

Yeast extract Lab M 

Tripton Applichem 

NaOH Fluka 

Cellulase Onuzuka R-10 Yakuruto 

Murashige and Skoog (MS) Sigma Aldrich 

Macerozyme R-10 Yakuruto 

Mannitol Sigma Aldrich 

Percoll Sigma 

Ç-Mercaptoetanol Sigma Aldrich 

BSA Gerbu 

Ampisilin Applichem 

 

3.1.2. Alet ve Ekipmanlar 

Tablo 3. 2. Kullanēlan alet ve ekipmanlar 

Alet ve ekipmanlar ¦retici firmalar 

Santrif¿j Sigma 3K15 

Spektrofotometre Shimadzu UV 1601 

Agaroz jel elektroforez sistemi Continental Lab  

Vorteks Fisons whirlimixer 

Ķnk¿batºr ve alkalayēcē Biosan Es-20 

Jel gºr¿nt¿leme sistemi Kodak jel logic 

Mikropipet Eppendorf 

Sēcak su banyosu Grant w-14 

Mikrosantrif¿j Continental Lab 3410 
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3.1.3. Tampon ve ¢ºzeltiler 

T¿m ºzeltiler aksi belirtilmediĵi takdirde 0.22-mikron steril filtreden 

geirilerek sterilize edildi. ¢ºzeltilerin hazērlanmasēnda bidistile H2O (ddH2O) 

kullanēldē.  

Agaroz jel: % 1.5 agaroz 1XTAE tamponunda ēsētēlarak ºz¿ld¿ ve agaroz 

jel elektroforezi deneyinde kullanēlmak ¿zere jel kasetine dºk¿ld¿. 

Ampisilin stok ºzeltisi (100 Õg/mL): 100 Õg/mL konsantrasyonda olacak 

ĸekilde ampisilin steril ddH2O ierisinde ºz¿ld¿, 0.22-mikron steril filtreden 

geirilip 500 ÕL hacimlerde -20 ÁCôde saklandē.  

CaCl2 (1M):  CaCl2x2H2Oôdan 29.4 g tartēldē ve 200 mL ddH2O ierisinde 

ºz¿ld¿. Filtreden geirilerek sterilizasyonu saĵlandē ve +4 ÁCôde saklandē. 

NaOH (0.5N): 3.99 g NaOH tartēldē ve 200 mL steril ddH2O iersinde 

ºz¿ld¿ ve oda sēcaklēĵēnda saklandē. LB ve LB agar hazērlarken pHôē ayarlamak iin 

kullanēlmaktadēr. 

Protoplast besiyeri: 4.3 g MS makro element, 0.1 g MS mikro element ve 30 

g sakkaroz tartēldē ve 900 mL ddH2O ierisinde ºz¿ld¿. pH 5.7-5.8ôe ayarlanarak 

toplam hacim 1 Lôye tamamlandē. 7 g agar eklenip ēsētēcēlē karēĸtērēcēda agarēn erimesi 

saĵlandē. Besiyeri sēcaklēĵē 50-55 ÁCôye d¿ĸt¿ĵ¿ zaman 50 cc cam ĸiĸelere besiyeri 

dºk¿ld¿ ve 20 dakika otoklavlandē daha sonra besiyerlerinin donmasē beklendi ve 

oda sēcaklēĵēnda saklandē. 

LB:  5 g Tripton, 5 g NaCl, 2.5 g Yeast Extract, 1.6 mL NaOH 488 mL 

ddH2O ierisinde ºz¿ld¿ ve 1 atm basēn 121 ÁCôde 20 dakika otoklavlandē ve 4 

ÁCôde saklandē. 

LB Agar:  5 g Tripton, 5 g NaCl, 2.5 g Yeast Extract, 1.6 mL NaOH, 7.5 g 

Agar 480 mL dH2O ierisinde ºz¿ld¿ ve 1 atm basēn 121 ÁCôde 20 dakika 

otoklavlandē. LB agarēn sēcaklēĵē 55-50 ÁC olduĵu zaman petri kaplarēna dºk¿ld¿ ve 

donmasē beklendi. Kontaminasyonu ºnlemek iin petri kaplarēnēn kapaklarē parafilm 

ile sarēldē ve 4 ÁCôye kaldērēldē. 
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Protoplast ºzeltisi: 0.6 M Mannitol, % 1.5 Cellulase RS (Yakuruto), % 0.3 

Macerozyme R10 (Yakuruto), 10mM MES, % 0.1 BSA, 1mM CaCl2ôdan gerekli 

miktarlarda tartēldē ve 150 mL ddH2O ierisinde ºz¿lerek pH 5.7ôye ayarlandē. Daha 

sonra 5mM Ç-MercaptoEtOH, 50 ppm Ampisilin eklenip toplam hacim 200 mLôye 

tamamlandē ve filtreden geirilip steril edildi. 

S¿spansiyon ºzeltisi: 0.6 M Mannitol, 20mM KCl, 4mM MES 180 mL 

ddH2O karēĸtērēlēp KOH yardēmē ile pH 5.7ôye ayarlandē ve toplam hacim 200 mLôye 

tamamlandē ve filtreden geirildi.  

3.1.4. Bitki Materyalleri ve B¿y¿me Koĸullarē 

Avocet-S (susceptible=hassas) buĵday tohumlarē bir saksēya ekildi ve 16 saat 

18 ÁC ēĸēklē ortamda ve 8 saat 15 ÁC karanlēk ortamda b¿y¿meye bērakēldē. Ķlk 

yapraklar ēktēktan sonra yapraklarēn eĸit b¿y¿mesini saĵlamak iin maleik hidrazit 

(20 mL/kap) konuldu. Ķkinci yapraklar ēkmaya baĸladēĵē zaman buĵday bitkisi 

inok¿lasyona hazēr hale gelmiĸ oldu. Buĵday yapraklarēna elle s¿r¿lerek sarē pas 

sporlarē inok¿le edildi ve buĵday bitkisi 10 ÁCôde 24 saat karanlēk ve nem ieren 

ortamda bērakēldē. Ertesi g¿n bitkiler normal b¿y¿me koĸullarēna (16 saat 18 ÁC ēĸēk, 

8 saat 15 ÁC karanlēk ortam) alēndē. Sekiz g¿n sonra buĵday yapraklarē ¿zerinde 

beyazēmsē renk kayēplarē oluĸmaya baĸladē ve inok¿lasyonun 14. g¿n¿ sonunda 

yaprak ¿zerinde sarē renkli sporlar oluĸtu. Sporlar yapraklardan toplandē ve 1 g¿n 4 

ÁCôde desikatºr de bekletildikten sonra -80 ÁCôye kaldērēldē. 

3.2. Y¥NTEM 

3.2.1. Pstha12j12 Gen Sekansē 

PstHa12j12 gen sekansē dizi ifade etiketi (Expression Sequence Tag=EST) 

NCBI, National Center of Biotechonology, kayētlarēndan alēndē (Eriĸim No: 

GH737467) ve kērmēzē ile gºsterilen gen sekansē ise Sentegen Biotechnology 

(Ankara, T¿rkiye) firmasē tarafēndan pBluescript (pBSK) ierisine klonlanmēĸ olarak 

satēn alēndē.   

 



20 

 

 

 

 

 

 

 

ķekil 3.1. PstHa12j12 gen sekansē (Eriĸim No: GH737467). Sarē ile belirlenmiĸ olan 

kēsēm ileri ve geri primerleri ile oĵaltēlmasē istenen bºl¿m. 

3.2.2. Pstha12j12 Gen fragmanē Ķin Dizayn Edilen Primerler 

PZRôda kullanmak ¿zere PstHa12j12 gen fragmanēna ºzg¿n primerler 

Primer3 programē kullanēlarak dizayn edildi. 180 baz uzunluĵunda olan PstHa12j12 

gen fragmanēna PZR ile primerler eklenenince 210 baz uzunluĵunda elde edildi 

(ķekil 3.1). Ķleri ve geri primerleri BMSVônin ɔ genomunu ieren pSL039B-1PDS 

vektºr¿ iindeki PDS geni ēkartēlēp yerine PZR ile oĵaltēlmēĸ PstHa12j12 gen 

fragmanēnē iine alacak ĸekilde tasarlanmēĸtēr. Tablo 3.3ôde PstHa12j12 geni iin 

dizayn edilen primerlerde ileri primerine PacI, geri primerine NotI tanēma bºlgeleri 

eklenmiĸtir. 

Tablo 3. 3. PstHa12j12 gen fragmanēna ºzg¿ primerler 

Primer adē Primer sekansē (5ô- 3ô) 

PstHa12j12 PacI ileri  GGATTAATTAAGGCATTTCTTGAGCCATTGT 

PstHa12j12 NotI geri TAACGCCGGCGCGAACGAAGCTTGTTGCATA 

 

3.2.3. Primer Hazērlanmasē 

PstHa12j12 primerler toz halde Heliks Biotechnology (Ankara, T¿rkiye) 

firmasēna sentezlettirildi. 100 ÕM toz stok primerleri PZR suyunda ºz¿ld¿ ve 

konsantrasyonu 10 pmol olacak ĸekilde seyreltilip -20 ÁCôde saklandē. 

 

GGGGGACGATTTCAAAAACCACATATTCCGACGTTTGAAATTTTGAATAACCTACCTACCTC

TCAAGATTTTTTCCAGTTCAATCCCCAACAATTATTATCGACTGTTCACCTTAGTCGGCAAT

GCAGCTCTACATATCAATTGGATTAGTACTGCTTATAGCAACGACAGTGAAAACCCTAACTA

AGACAGGGGCATTTCTTGAGCCATTGTTTACAAAAGTAACAAAACGTGAAGACAAGTTTTGT

ACAAACGGGGGGGCTCATTACTGCTTCAAGAAAATCGCGAAAGAGGGTGGCTTATTTGTACA

TATTGCTATACCAACATCACCAAATGAAAAAACGGATGATTCTTTATGCAACAAGCTTCGTT

CGGGATTCAAAGCAACTAAGTCCTGCTGTGAATATAAAAAATTTGATCAAATTCCTCAGGAA

AAGGACATTGATAGAGATATCTTTATTGTTACAAATAAGGGCTTCGAAACTGCCTGTTCCCA

AGATGTTGGGAGAAGCACATCTTAATCAGCTCCCATCTGCTTATCAAGGGCTGCGGTCTCTC

TCCAATTCG 
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3.2.4. DNA Fragmentinin Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile 

¢oĵaltēlmasē 

PZR, oĵaltēlmasē istenen DNA molek¿l¿n¿n in vitro koĸullarda enzimatik 

olarak kopyalanmasēdēr. PZRôēn temel prensibi 3 aĸamadan oluĸur: DNAônēn 

denat¿rasyonu, primerlerin baĵlanmasē ve DNA polimeraz enzimi yardēmēyla DNA 

sentezi adēmlarēnēn 20ï40 defa tekrarlanmasēyla DNA fragmenti oĵaltēlēr
38

. 

Amplifikasyon reaksiyonlarē ēsē dºng¿s¿ cihazēnda (thermocycler)  PZR 

(Eppendorf Mastercycler) yapēldē ve her bir reaksiyon volum¿ 50 ÕL olarak 

ayarlandē. PZR en uygun ĸartlarē saĵlamak iin baĵlanma sēcaklēĵē ve s¿resinde 

ayarlamalar yapēldē. Polimeraz zincir reaksiyonu bileĸenleri 200 ÕL ependorf t¿plerin 

ierisinde karēĸtērēldē ve Tablo 3.5ôde gºsterilen koĸullar uygulandē. 

Tablo 3. 4. PZR bileĸenleri ve miktarlarē 

PZR kullanēlan malzemeler Kullanēlan miktarlar (1X) 

Kalēp DNA 1 ÕL 

10X PZR ºzeltisi + MgCl2 5 ÕL 

Taq DNA polimeraz (5 u/ÕL) 0.4 ÕL 

dNTPmix (20 mM) 1 ÕL 

Ķleri primer (10 pmol) 1 ÕL 

Geri primer (10 pmol) 1 ÕL 

PZR suyu 40.6 ÕL 

Toplam hacim 50 ÕL   

 

Tablo 3. 5. PZR koĸullarē 

PZR basamaklarē Sēcaklēk derecesi ve s¿resi 

Ķlk denat¿rasyon 94 ÁC 3-5 dakika 

Denat¿rasyon 94 ÁC 30 saniye 

Baĵlanma 58 ÁC 1 dakika 

Sentez 72 ÁC 1 dakika 

Son sentez 72 ÁC 5 dakika 

 

3.2.5. Agaroz DNA Jeli Hzērlanmasē ve PZR ¿r¿nlerinin Gºr¿nt¿lenmesi 

Agaroz jel elektroforezi DNA molek¿lllerinin ayrēĸtērēlmasēnda, 

tanēmlanmasēnda ve saflaĸtērēlmasēnda kullanēlan yºntemlerden biridir. 

¢alēĸmamēzda PZR ile oĵaltēlan kalēp DNA ºrneklerini gºrebilmek iin  % 1,5 
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(w/v) agaroz 1XTAE (Applichem) tampon ºzeltisi iinde kaynatēlarak ºz¿ld¿. El 

deĵecek sēcaklēĵa geldiĵi zaman ierisine 30 ÕL etidyum brom¿r eklendi ve jel 

kasetine dºk¿ld¿. Jel donduktan sonra ºrnek:y¿kleme boyasē oranē 1:5 olacak ĸekilde 

karēĸtērēldē ve jele y¿klendi. 65 Vôda 1 saat boyunca ºrnekler jelde y¿r¿t¿ld¿. Daha 

sonra Kodak gel logic gºr¿nt¿leme sistemi yardēmēyla jel gºr¿nt¿s¿ elde edildi
39

. 

3.2.6. PZR ¦r¿nlerinin Saflaĸtērēlmasē 

PZR ile oĵalttēĵēmēz DNA ºrneklerimizin daha sonraki alēĸmalarda verimli 

bir ĸekilde kullanabilmek iin PZR ¿r¿n¿ saflaĸtērmasē yapēldē. PZR ¿r¿n¿ 

saflaĸtērēlmasēnda Gene Jet PCR Purification Kit (Fermantas, K0702 Lot# 00080748) 

kullanēldē. Kit kullanma kēlavuzuna gºre; 

ü 1:1 oranēnda baĵlayēcē tampon PZR karēĸēmēna eklendi.  

ü Bu karēĸēm daha sonra PZR kolonuna aktarēldē ve 13000 rpmôde 1 dakika 

santrifi¿j yapēldē.  

ü Altta kalan kēsēm dºk¿ld¿ ve 700 ÕL yēkama tamponu eklendi. 

ü  3-5 dakika beklenip ve tekrardan 13000 rpmôde 1 dakika santrif¿j yapēldē. 

ü Kolon yeni 1,5 mL ependorf t¿p¿ne aktarēldē ve ¿zerine 20-50 ÕL el¿syon 

tamponu eklendi.  

ü 1 dakika santrif¿j yapēlēp elde edilen saf DNA -20 ÜCôye kaldērēldē. 

3.2.7. Plazmit Ķzolasyonu 

Plazmit izolasyonu iin Qiagen Plasmid Miniprep kiti (Cat. No: 27106, Lot. 

No:124104532) kullanēldē ve ¿r¿n ierisinde bulunan yºntem uygulandē; 

ü Bir g¿n ºnce LB-Amp besi ortamēnda 16-18 saat b¿y¿meye bērakēlan 

pSL039B-1PDS vektºr¿ microsantrif¿j yardēmēyla 2 mL ependorf t¿p¿ kullanēlarak 

h¿crelerin dibe ºkmesi saĵlandē.  

ü Bakteri h¿crelerini ieren dipteki pellet ¿zerine 250 ÕL tampon P1 (RNase A 

eklenmiĸ) eklenip pelletin ºz¿lmesi saĵlandē.  

ü 250 ÕL tampon P2 eklendi. Eppendorf t¿p¿ ierisindeki karēĸēm tamamen 

maviye dºnene kadar hassas bir ĸekilde karēĸtērēldē. 
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ü  350 ÕL tampon N3 konuldē ve eppendorf t¿p¿ hemen hassas bir ĸekilde 

yoĵun beyaz ºkelti oluĸturana kadar karēĸtērēldē.  

ü Eppendorf t¿p¿ microsantrif¿j kullanēlarak 10 dakika 13000 rpmôde 

santrif¿jlendi.  

ü Santrif¿j sonucu oluĸan s¿pernatant kēsēm Miniprep kit ierisinde bulunan 

spin kolona pipet yardēmēyla konuldu. 

ü 1 dakika 13000 rpmôde santrif¿j yapēldē ve kolonun alt kēsmēna geen sēvē 

kēsēm dºk¿ld¿. 

ü Kolonun ¿zerine 750 ÕL tampon PE eklendi ve 1 dakika 13000 rpmôde 

santrif¿j yapēldē ve altta kalan sēvē kēsēm dºk¿ld¿.  

ü 1.5 mL temiz eppendorf t¿p¿ne alēndē ve ¿zerine 30 ÕL PZR suyu konuldu. 

ü Kolonun olduĵu eppendorf t¿p¿ 13000 rpmôde 2 dakika santrij¿j yapēldē ve 

altta kalan sēvē kēsēm daha sonra kullanēlmak ¿zere -20 ÁCôye kaldērēldē. 

 

3.2.8. Pstha12j12 Gen Fragmanēnēn pSL039B-1 Vektºr¿ne Klonlanmasē 

3.2.8.1. Restriksiyon endon¿kleaz enzimleri ile Pstha12j12 gen fragmanēnēn ve 

pSL039B-1vektºr¿n¿n kesilmesi 

¢alēĸtēĵēmēz geni (PstHa12j12) izole etmek ve pSL039B-1 vektºr¿n¿ d¿z 

zincir haline getirmek amacēyla PacI ve NotI (Fermantas) restriksiyon endon¿kleaz 

enzimleri ile kesim yapēldē. Restriksiyon endon¿kleazlar ile kesim yapēlabilmesi iin 

gerekli malzemeler Tablo 3.6ôda verilmiĸtir. Reaksiyon koĸullarēnē saĵlamak iin 

enzimler ierisinde bulunan protokol uygulandē. 0.2 mL ependorf t¿p¿ ierisinde 

gerekli malzemeler karēĸtērēldē ve 37 ÜCôde 3ï5 saat arasēnda ink¿be edilerek 65 

ÜCôde 20 dakika enzimleri inaktive etmek iin bekletildi. Restriksiyon endon¿kleaz 

enzimleriyle kesilen ºrnekleri almak iin % 1,5ôluk agaroz jel 1X TAE tampon 

ºzeltisi ierisinde ºrnekler y¿r¿t¿lm¿ĸt¿r.  
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Tablo 3. 6. Restriksiyon endon¿kleaz enzimleriyle kesim reaksiyon karēĸēmē 

Kullanēlan malzemeler Reaksiyon karēĸēmē (1X) 

10X G tampon + BSA 4.5 ÕL 

PacI enzimi (10 u/ÕL) 2 ÕL 

NotI enzimi (10 u/ÕL) 2 ÕL 

Gen fragmanē/ vektºr DNA 100 ng- 1 Õg 

Toplam hacim 45 ÕL 

 

3.2.8.2 Jel ekstraksiyon kiti ile DNA saflaĸtērēlmasē 

UV ēĸēk altēnda gºr¿nt¿lenen DNA paralarē temiz bir bist¿ri yardēmēyla 

jelden kesildi ve steril eppendorf t¿pleri ierisine alēndē. DNAônēn agaroz jelden 

ekstraksiyonu QIAquick
 
Gel Extraction Kit (QIAGEN, Lot# 139312248) kullanēldē. 

Kitin kullanma kēlavuzuna gºre; 

ü DNA:Tampon ºzelti oranē 1:3 oranēnda QG ºzeltisinden konuldu ve 10 

dakika 50 ÜC sēcak su banyosunda tutuldu.  

ü Jel ºz¿ld¿kten sonra karēĸēma 1 hacim filtre edilmiĸ izopropanol eklendi ve 

karēĸēm QIAquick kolonuna aktarēldē.  

ü 1 dakika 12000 rpmôde santrif¿j yapēldē ve altta kalan kēsēm dºk¿ld¿.  

ü 500 ÕL QG tamponu eklendi ve tekrar 1 dakika 12000 rpmôde santrif¿j 

yapēldē ve altta kalan kēsēm dºk¿ld¿. 

ü Kolona 750 ÕL PE tamponu eklendi. 5 dakika bekledikten sonra 1 dakika 

12000 rpmôde santrif¿j yapēldē. 

ü  Kolon 1,5 mLô lik eppendorf t¿p¿ne transfer edildi ve kolona 20ï50 ÕL EB 

tamponu konuldu.  

ü 1 dakika 12000 rpmôde santrif¿j yapēldē. Elde edilen DNA -20 ÜCôye 

kaldērēldē.  

ü DNA nēn jel bandēndan tam olarak ekstrakt edilip edilmediĵini kontrol etmek 

amacēyla % 1,5 (w/v) agaroz jelinde y¿r¿t¿ld¿. 

B¿t¿n bu aĸamalar oda sēcaklēĵēnda yapēldē. 
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3.2.8.3. Ligasyon 

Restriksiyon enzimleri ile kesilmiĸ PstHa12j12 gen fragmanē ve pSL039B-1 

vektºr DNAôsēnēn birbirine baĵlanmasē amacēyla bu reaksiyon yapēldē. Tablo 3.7ôde 

verilen malzemeler belirtilen miktarlarda kullanēlarak insert:vektºr molar oranē 3:1 

olacak ĸekilde ayarlandē. Reaksiyon koĸullarē ¿reticinin tavsiye ettiĵi protokole gºre 

1 saat 22 ÜCôde ink¿be edildikten sonra 65 ÜCôde 10 dakika inaktivasyon iĸlemiyle 

tamamlandē. Kullanēlan T4 DNA ligaz enzim ve T4 DNA ligasyon tampon 

Fermantas (Lot# EL0014)ôdan temin edilmiĸtir. Uygulanan iĸlemin ardēndan 

ligasyon karēĸēmē E.coli Dh5Ŭ bakterisine transfer edilmek ¿zere kullanēlmēĸtēr. 

Tablo 3. 7. Ligasyon bileĸenleri ve kullanēlan miktarlar 

Kullanēlan malzemeler Kullanēlan miktarlar 

T4 DNA ligasyon tampon (10X) 2 ÕL 

T4 DNA ligaz enzim (5 u/ÕL) 1 ÕL 

PstHa12j12/ PacI+ NotI 3.1 ÕL 

pSL039B-1/ PacI+ NotI 13.9 ÕL 

Toplam hacim 20 ÕL 

 

3.2.8.4. Kompetent h¿cre hazērlanmasē 

Bakteriler yabancē DNA molek¿llerini b¿y¿me ortamēndan h¿cre iine 

alabilme yeteneĵine sahiptir. Bu ºzellik Streptococcus, Bacillus, Rhizobium, 

Salmonella, Pneumococcus gibi bakteri gruplarēnēn yapēlarēnda mevcuttur. 

Laboratuar koĸullarēnda da bu ºzelliĵe sahip olmayan bakteri gruplarēnēn (ºrneĵin, 

Escherichia coli) h¿crelerine bazē kimyasal ve fiziksel metodlar kullanēlarak bu 

ºzellik kazandērēlabilir. Kimyasal ve/veya fiziksel uygulamaya maruz kalmēĸ 

h¿crelere kompetent (yeterlilik) denir. Kimyasal kompetent h¿cre hazērlanmasēnda 

CaCl2 (kalsiyum klor¿r) kullanēldē. Ca
+2

 DNAônēn negatif y¿k¿n¿ maskeleyip h¿cre 

duvarēndaki porlarēn aēlmasēnē saĵlar ve 42 ÁC de ēsē ĸokuna maruz bērakēlarak da 

DNAô nēn h¿cre iine giriĸi saĵlanmēĸ olur. Kompetent h¿cre hazērlanērken aĸaĵēdaki 

aĸamalar uygulandē; 

ü Stok E.coli DH5Ŭ h¿cresi, -80 ÁCôden alēndē ve 3 mL LB iine inok¿le 

edildikten sonra 37 ÁC 250 rpmôde alkalayēcēlē ink¿batºrde ~16 saat bekletildi. 
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ü Ertesi g¿n ink¿be edilen h¿crelerden 1000 ÕL alēnēp 100 mL LB ierisine 

konur ve OD600 deĵeri 0.375 nm olana kadar (~2 saat) 37 ÁC 250 rpmôde ink¿be 

edilir. 

ü Bakteri k¿lt¿r¿ buz ¿zerinde soĵutulmuĸ 2 adet 50 mL falcon t¿p¿ne 

paylaĸtērēldē ve 10 dakika buz ¿zerinde tutuldu.  

ü 4 ÁC 5000 rpmô de 5 dakika santrif¿j yapēldē ve s¿pernatant kēsmē dºk¿ld¿. 

ü  10 mL soĵuk 0.1 M CaCl2 eklenip ºkelti hassas bir ĸekilde pipetleme 

yardēmēyla ºz¿ld¿ ve 10 dakika buzda bekletildikten sonra 5 dakika 5000 rpm 4 

o
Cô de santrif¿j yapēldē.  

ü S¿pernatant kēsmē tekrar dºk¿ld¿ ve ¿zerine soĵuk 10 mL 0.1 M CaCl2 

eklenip ºkelti aynē ĸekilde ºz¿l¿p 30 dakika buzda bekletildi.  

ü 5 dakika 5000 rpm 4 
o
Cô de santrif¿j yapēldē ve s¿pernatant atēldē.  

ü Her bir ºkelti 2 mL 0.1 M CaCl2 ile ºz¿l¿p 5 dakika buzda bekletildi. 

ü ¥nceden hazērlanmēĸ filtre ile steril edilmiĸ %50 (w/v) gliserol 100 ÕLôlik 

kēsēmlar halinde 1.5 mL eppendorf t¿plerine konulup ¿zerine 100 ÕL CaCl2 ile 

muamele edilmiĸ h¿crelerden konuldu.  

ü H¿creler ile gliserol hassas bir ĸekilde karēĸtērēldēktan sonra -80 ÁC derin 

dondurucuda saklandē
39

. 

3.2.8.5. Ligasyon ¿r¿n¿n¿n E.coli DH5Ŭ kompetent h¿crelerine transformasyonu 

Transformasyon iĸlemi iin aĸaĵēda belirtilen iĸlemler uygulandē; 

ü 80 ÁCôde saklanan kimyasal kompetent h¿creler (200 ÕL) iĸlemden yarēm saat 

ºnce ēkarēlarak erimesi beklendi. H¿creler eridikten sonra ¿zerine 10 ÕL ligasyon 

¿r¿n¿ eklendi ve 20 dakika buz ¿zerinde beklendi.  

ü 20 dakikanēn son 45 saniyesinde ºrnekler 42 ÁC ēsē ĸokuna maruz bērakēldē ve 

tekrar buz ¿zerine alēnēp 5 dakika bekletildi.  
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ü Transformasyon t¿p¿ndeki sēvēlarēn tamamē ºnce 1.5 mL antibiyotik 

iermeyen LB sēvē besi yerlerine boĸaltēlarak 37 ÜCôde aerobik olarak 1-2 saat 

s¿reyle 37 ÁC 160 rpm de alkalayēcēlē ink¿batºrde ¿retilmiĸlerdir.  

ü Ķnk¿basyonun ardēndan 300 Õl, 200 Õl ve 100 Õl alēnarak ampisilin ieren LB 

agar besiyerlerine steril cam ubukla yayma yºntemiyle ekimler yapēldē ve 18 saat 

ink¿basyona bērakēldē
39

.  

Bu s¿re sonunda transformasyon plaklarēnda rekombinant (geni almēĸ olan) 

ve non-rekombinant (geni almadan kapanmēĸ olan) plazmit DNAôlar ile transforme 

olmuĸ olan bakteriler ¿reyecektir. 

3.2.8.6. Pozitif kolonilerin deĵerlendirilmesi 

Elde edilen kolonilerde istediĵimiz gen (PstHa12j12) pSL039B-1vektºr¿n¿n 

ierisine doĵru ĸekilde baĵlanēp baĵlanmadēĵēnē kontrol etmek amalē rastgele 

seilen kolonilerden restriksiyon endon¿kleaz enzimleri ile kesim yapēlmēĸtēr. 

Rastgele seilen koloniler 12 ÕL PZR suyu ierisinde ºz¿lm¿ĸ ve 5 mL ampisilinli 

LB ierisinde 16 saat b¿y¿t¿lm¿ĸt¿r. Ertesi g¿n plazmit izolasyonu yapēlarak elde 

edilen DNAôlardan belli bir miktar alēnarak restriksiyon endon¿kleaz enzimleri ile 

kesim yapēlmēĸtēr. 

3.2.9 Protoplast Ķzolasyonu 

Avocet Yr10 tohumlarē besiyerine konulmadan ºnce aĸaĵēdaki sterilizasyon 

iĸlemleri uygulandē; 

ü Tohumlar % 70ôlik etil alkol ierisinde 2-3 dakika bekletildi. % 10ôluk 

hazērlanmēĸ olan sodyum hipoklorit ierisinde 2-3 dakika tutuldu. 

ü  Otoklavlanmēĸ ddH2O ierisinde bekletilerek sterilizasyon iĸlemi 

tamamlandē.  

ü Steril tohumlar 50 cc cam ĸiĸelerde hazērlanmēĸ olan MS ortamē ¿zerine 

tohumlar birbirine deĵmeyecek ĸekilde konuldu ve 26 ÁCôde 2 hafta boyunca 

karanlēk ortamda imlendirilmek ¿zere bitki b¿y¿tme kabinine bērakēldē.  
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ü Ķki hafta sonunda imlenen Avocet Yr10 bitki yapraklarē uzunluklarē 0.5-1 

mm olacak ĸekilde kesilip 10 mM pHôē 5.7 olan MES (2-N- morfolin etanosulfonik 

asit) tamponu ierisinde tutuldu.  

ü Bu iĸlem bittikten sonra kesilmiĸ olan yapraklar protoplast tamponu ierisine 

alēnarak  ~2 saat ink¿be edildi.  

ü Petri plaĵē ierisindeki protoplast tamponu ve bitki paracēklarē desikatºre 

konuldu ve oda sēcaklēĵēnda 1 atm basēn altēnda vakum infiltrasyon iĸlemi 

uygulandē.  

ü 26 ÁC sēcaklēk ve 40 rpmôde 4 saat boyunca alkalayēcēda ink¿basyon iĸlemi 

yapēldē.   

ü Bu s¿re sonunda alkalayēcēnēn hēzē 80 rpmôe ēkarēldē ve 5 dakikada bu hēzda 

karēĸmasē saĵlandē.  

ü 100 Õmôlik naylon filtreden geirilen protoplast tamponu iindeki bitki 

paracēklarē filtre ¿zerinde kaldē ve altta kalan sēvē kēsēm 800 rpmôde 5 dakika oda 

sēcaklēĵēnda santrif¿j yapēldē.  

ü Bu iĸlem 2 kez tekrar edildi.  

ü Dipte oluĸan pelleti 2 mL s¿spansiyon tamponu eklendi ve pelletin s¿spanse 

olmasē saĵlandē.  

ü Oluĸan h¿cre s¿spansiyonu ¿zerine Percoll gradiyent eklendi ve karēĸtērēldē. 

ü Bu karēĸēmē 3000 rpmôde 10 dakika santrif¿j edildi.  

ü ¦st kēsēmda oluĸan protoplast tabakasē pastºr pipet yardēmēyla alēndē ve 

¿zerine 13 mL s¿spansiyon tamponu eklenip yēkama iĸlemi yapēldē.  

ü 800 rpmôde 10 dakika santrif¿j iĸlemi uygulandē ve ¿stte kalan kēsēm atēldē.  

ü 5 mL s¿spansiyon tamponu eklendi. 

ü Protoplastlar eĸit miktarlarda ayrēlēp ¿zerlerine B5 ortamē ilave edilerek 

protoplastlarēn b¿y¿meleri iin gerekli ortam saĵlanmēĸ oldu. 
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ķekil 3.2ôde protoplast izolasyon aĸamalarē gºr¿lmektedir. 

 

 

ķekil 3.2. Avocet Yr-10 buĵday t¿r¿nden protoplast izolasyon aĸamalarē. (Soldan 

saĵa) Resim 1. Ķn vitro olarak imlendirilmiĸ Avocet Yr10 fidecikleri, 2. resim enzim 

sol¿syonu iinde bērakēlan yaprak paralarē, resim 3. vakum infiltrasyon iĸlemi ile 

stomalar iindeki havanēn alēnmasē, resim 4. naylon membran yardēmēyla sēvē kēsmēn 

s¿z¿lmesi, resim 5. santrif¿j yardēmēyla dibe ºken protoplast yēĵēnē, resim 6. percoll 

gradiyent yardēmēyla ¿st kēsēmda y¿zen protoplast tabakasē. 
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4. BULGULAR VE TARTIķMA 

4.1 DNA FRAGMENTĶNĶN PZR ĶLE ¢OĴALTILMASI 

NCBI veribankasēnda sekansē bulunan PstHa12j12 geninin 342 bpôlik kēsmē 

olan aēk okuma erevesi SenteGen Firmasēna sentezlettirilmiĸtir. Sentezlettirilen 

genin 180 baz uzunluĵundaki bir bºlgesini oĵaltmak ¿zere hazērlanan primerlerle 

yapēlan PZR sonucunda ķekil 4.1ôde gºr¿ld¿ĵ¿ ¿zere oĵaltma baĸarēlmēĸtēr. PZR 

amplifikasyon sonucu beklenen fragman uzunluĵu 210 bpôdir. PZR kontrol¿ olarak 

kalēp iermeyen reaksiyon karēĸēmē negatif kontrol jelin 5. kuyusuna y¿klenmiĸtir. 

 

 

 

ķekil 4. 1. pBSK-PstHa12j12 gen fragmanēnēn PZR ile amplifikasyonu sonucu 

agaroz jel gºr¿n¿t¿s¿. 1. kuyu Marker 100 bp gene rulerô dan (1 ÕL) (Fermantas), 2. 

3. ve 4. kuyu pBSK-PstHa12j12 geni ve her bir kuyucukda (5 ÕL) PZR ¿r¿n¿. 5. 

kuyu kalēp DNA dēĸēnda PZR bileĸenlerini ieren PZR sonucu. 
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4.2. PZR ¦R¦N¦ SAFLAķTIRILMASI 

PZR ¿r¿n¿n¿ diĵer bileĸenlerinden temizlemek amacēyla Qiagen, ñPCR 

purification kitò kullanēlmēĸtēr. Sonu olarak elde edilen saf PstHa12j12 gen 

fragmanēnēn konsantrasyonu ve agaroz jel fotoĵrafē ķekil 4.2Bôde gºsterildi. ķekil 

4.2Bôye gºre PZR ¿r¿n¿ saflaĸtērma iĸlemi sonucu bir tane parlak bant elde edildi. 

Bu ise saflaĸtērma iĸleminin baĸarēlē bir ĸekilde yapēldēĵēnē gºstermektedir. 

 

 

A)                                                          B) 

 

ķekil 4.2. PZR ile oĵaltēlan PstHa12j12 gen fragmanēnēn saflaĸtērēlmasē. 

A)Nanodrop cihazē yardēmēyla PstHa12j12 gen fragmanēnēn konsantrasyonu. B) %1 

Agaroz DNA jel fotoĵrafē 1. kuyu 100 bp DNA Marker (1 ÕL) (Fermantas),  2. kuyu 

PstHa12j12 gen fragmanē1 ÕL saflaĸtērēlmēĸ PZR ¿r¿n¿. 

 

4.3. PLAZMĶT ĶZOLASYONU 

PSL039B-1PDS vektºr¿ E.coli Dh5Ŭ h¿cresinden izole edildi ve miktar 

tayini yapēldē (ķekil 4.3). Agaroz jel fotoĵrafēnda 2.kuyuya y¿klenen pSL039B-

1PDS vektºr¿nde birden fazla bant gºr¿lmektedir. Bunlar plazmit DNAônēn farklē 

formlarēdēr. En altta ēkan bant sirk¿ler, diĵerleri ise konkatamerlerdir. NanoDrop 
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sonucu 260/280 nm oranē 1.8-2.0 arasē DNAônēn baĸarēlē bir ĸekilde izole edildiĵini 

gºstermektedir. Agaroz jel gºr¿nt¿s¿ de NanoDrop sonucunu desteklemektedir. 

A)                                                                      B) 

 

ķekil 4. 3. pSL039B-1PDS vektºr¿ plazmit izolasyonu. A) NanoDrop ile tayin 

edilmiĸ pSL039B-1 vektºr konsantrasyonu. B) %1 Agaroz DNA jel fotoĵrafē. 1. 

kuyu 1 kb DNA Marker (1 ÕL) (Fermantas), 2. kuyu pSL039B-1PDS plazmit 

izolasyon ¿r¿n¿ (1 ÕL). 

 

4.4. RESTRĶKSĶYON ENDON¦KLEAZ ENZĶMLERĶ ĶLE PSTHA12J12 

GEN FRAGMANININ VE PSL039B-1VEKT¥R¦N¦N KESĶLMESĶ 

PZR amplifikasyonu sonucu PstHa12j12 genine PacI ve NotI enzim kesim 

bºlgeleri eklenmiĸtir. pSL039B-1 vektºr¿nde ise bu tanēma bºlgelerinde ~200 bp 

uzunluĵunda PDS gen fragmanē vardēr. PacI (TTAATTAA ) ve NotI (CGCCGGCG) 

enzimleri ile kesim yapēlarak PDS geni ēkartēlēp yerine PstHa12j12 gen fragmanē 

konularak rekombinant plazmiti oluĸturulmuĸ olacaktēr. Tablo 3.6ôdaki miktarlar 

uygulanarak restriksiyon enzim kesimi yapēlmēĸtēr. ¢alēĸmalar s¿resince vektºrden 

PDS geninin tamamēyla kesilip ayrēlmasē iin ink¿basyon s¿resinde optimizasyonlar 

yapēldē. Restriksiyon enzim kesim ¿r¿nleri ķekil 4.4ôde gºsterilmektedir. Buna gºre 

210 baz uzunluĵundaki PstHa12j12 gen fragmanē kesim sonrasē boyutu yaklaĸēk 200 
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baz uzunluĵunda, pSL039B-1PDS vektºr¿ kesim sonrasē ierisinden 185 baz 

uzunluĵunda PDS geni ēkarēldēĵēnda 2 adet bantēn gºr¿lmesi bekleniyordu. ķekil 

4.4ôde belirtilen sonucu desteklemektedir. 

 

 

 

 

 

 

ķekil 4. 4. Restriksiyon endon¿kleaz enzimleriyle muamele edilmiĸ PstHa12j12 gen 

fragmanēn PZR ¿r¿n¿ ve pSL039B-1PDS vektºr¿n¿n jel gºr¿nt¿s¿. 1. kuyu 100 bp 

DNA Marker (Fermantas) (1 ÕL). 2. ve 3. Kuyu PstHa12j12 gen fragmanēnēn NotI ve 

PacI enzimleri ile kesilmiĸ ºrnekleri (10 ÕL). 5. kuyu 1kb DNA Markerôdan (1 ÕL) 

ve 6. kuyu pSL039B-1-PDS vektºr¿n¿n NotI ve PacI enzimleriyle kesilmiĸ ºrnekleri 

(10 ÕL). 

 

4.5. JEL EKSTRAKSĶYON KĶTĶ ĶLE DNA SAFLAķTIRILMASI 

ķekil 4.4ôde beklenen molek¿ler aĵērlēkta oluĸan tek DNA bantlar steril bir 

bist¿ri yardēmēyla d¿ĸ¿k UV ēĸēk altēnda dikkatli bir ĸekilde kesilerek darasē alēnmēĸ 

1,5 mL eppendorf t¿p¿ne konuldu ve aĵērlēĵē ºl¿ld¿. Bºl¿m 3.2.8.2ôde anlatēlan 

yºntem uygulanarak DNAôlar agaroz jelden alēnēp saflaĸtērēldē. ķekil 4.5ôe gºre tek 
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bir bant halinde ve istenilen boyutta bantlarēn gºr¿lmesi saflaĸtērma iĸleminin 

baĸarēyla tamamlandēĵēnē gºstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

ķekil 4. 5. Agaroz jelden geri kazanēlmēĸ restriksiyon enzim kesim ¿r¿nleri. 1. kuyu 

100 bp gene ruler DNA marker (1 ÕL). 2.kuyu PstHa12j12 gen fragmanē (1 ÕL). 

3.kuyu 1 kb gene ruler DNA marker (1 ÕL). 4.kuyu pSL039B-1PDS vektºr¿ (1 ÕL). 

 

4.6. LĶGASYON VE TRANSFORMASYON 

Molek¿ler biyolojide klonlamanēn verimli bir ĸekilde olmasē iin belli baĸlē 

aĸamalarēn iyi dengelenmesi gereklidir. Ligasyon reaksiyonunun y¿ksek verimde 

olmasē iin insert ve vektºr miktarē iyi bir ĸekilde ayarlanmalēdēr. Ayrēca restriksiyon 

enzimle muamele edilmiĸ ºrneklerin jelden kesimi sērasēnda DNAônēn UV ēĸēĵa ok 

maruz kalmamasē saĵlandē. 

Ligasyon sonrasē oluĸan ¿r¿n transformasyon da kullanēlmak ¿zere 10 ÕL 

olarak 2 ayrē 100 ÕLôlik E.coli Dh5Ŭ kompetent h¿crelerine aktarēlarak ve LB-

Agar+Amp besiyerlerine 100, 150, 200 ÕL olacak ĸekilde ekim yapēldē. 37 ÁCôde 

yirmi dºrt saat s¿ren ink¿basyon sonrasē dºrt transformantēn b¿y¿d¿ĵ¿ gºzlemlendi.  
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ķekil 4. 6. LB-Agar/Ampôli besiyerinde pSL039B-1-Pstha12j12 geninin taĸēndēĵē 

tahmin edilen rekombinant E.coli kolonileri. 

4.2. POZĶTĶF KOLONĶLERĶN DEĴERLENDĶRĶLMESĶ 

Transformasyon sonucu besiyerinde b¿y¿yen rekombinant koloniler 

arasēndan rastgele ¿ tanesi seildi ve plazmit izolasyonu yapēldē (ķekil 4.7). Plazmit 

izolasyon sonucuna gºre kolonilerden iki tanesi alēndē ve PstHa12j12 gen fragmanēnē 

ierip iermediĵini kontrol amalē PacI ve NotI enzimleri ile kesim yapēldē. Kesim 

reaksiyonlarēnēn her birinden 10 ɛL alēnarak % 1 agaroz jelde y¿r¿t¿ld¿. ķekil 

4.8.ôdeki jel fotoĵrafēna gºre beklenildiĵi gibi 6000 bp b¿y¿kl¿ĵ¿nde pSL039B-1 

vektºr DNAôsē (¿stteki parlak bant) ve diĵeri ~200 bp b¿y¿kl¿ĵ¿nde PstHa12j12 gen 

fragmanē olduĵu tahmin edilen bantlar gºr¿lmektedir. 
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ķekil 4. 7. Transformantlardan elde edilen plazmit DNA konsantrasyonlarēnēn 

NanoDrop sonularē. A) 1. koloniden elde edilen plazmit DNA konsantrasyonu. B) 

2.koloniden elde edilen plazmit DNA konsantrasyonu. C) 3. koloniden elde edilen 

plazmit DNA konsantrasyonu 
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ķekil 4. 8. PstHa12j12 gen fragmanēnē taĸēdēĵēnē varsaydēĵēmēz transformantlarēn 

restriksiyon kesim analiz sonucu agaroz jel gºr¿nt¿s¿. 1. kuyu 1 kb DNA Marker (1 

ÕL) (Fermantas), 2. kuyu 1. koloniden alēnan 10 ÕL ve 3. kuyu 3. koloniden alēnan 

(10 ÕL) restriksiyon enzim kesim ¿r¿n¿. 

ķekil 4.8ôe gºre klonlama iĸleminin baĸarēyla tamamlanmēĸ olduĵu 

gºr¿lmektedir fakat kesin sonu alēnmasē iin ºrneklerin sekanslatmaya gºnderilmesi 

gerekmektedir. Bunun iin plazmit ºrneklerinden 5 ÕL RefGen Firmasēna 

gºnderilerek sekanslama yaptērēldē. 

4.8. SEKANS ANALĶZĶ 

RefGen firmasēna gºnderilen plazmit DNA ºrnekleri sekans sonucu ķekil 

4.9ôda gºsterilmektedir. Bu sekanslar M13 geri primeri kullanēlarak sekanslatma 

yaptērēlmēĸtēr. Sekans analiz sonucunda alēĸtēĵēmēz gen fragmanē olup olmadēĵēnē 

NCBI/n¿cleotide blast programēnē kullanēlarak karĸēlaĸtērma yapēlmēĸtēr. Sonu 

olarak elimizdeki sekansēn % 94 PDS geni ile benzerlik gºstermesi klonlama 

iĸleminin baĸarēyla sonulanmadēĵēnē gºstermiĸtir. 

Sarē pasa ait aday efektºr genlerinden biri olan PstHa12j12 geni Yin ve ark., 

(2009)
14

 yēlēnda belirlenmiĸ ve ĸimdiye kadar PstHa12j12 ve diĵer belirlenen aday 
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efektºr genler ¿zerinde yapēlan alēĸma bulunamamēĸtēr. Bu y¿zden alēĸmamēz 

baĸka araĸtērmalar ile karĸēlaĸtērēlēp desteklenememektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.9. PROTOPLAST ĶZOLASYONU 

¢alēĸmamēz da kullanēlan Avocet Yr10 tohumlarēnēn sterilizasyonu iin 

gereken 5 dakikalēk s¿renin yeterli olduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. Tohumlar steril edildikten 

sonra MS ortamēna imlendirilmek ¿zere 26 ÁCôde 2 hafta boyunca karanlēk ortamda 

bērakēldē. T¿m tohumlar imlenerek kºkl¿ sarēmsē fidecikler oluĸmuĸtur ve imlenme 

y¿zdesi % 100 olarak belirlenmiĸtir. ķekil 4.9ôda izole edilen k¿resel ĸekilli, 

kloroplastlē protoplastlar gºr¿lmektedir. Ķzole edilen protoplastlarēn yeni h¿creler 

oluĸturup kolonize olmasē iin B5 ortamēna aktarēldē fakat birka g¿n sonra b¿y¿me 

ortamēnda kontaminasyon oluĸtuĵundan dolayē protoplast h¿crelerinde b¿y¿me 

gºzlemlenemedi. 

CCCAGCTTGCTGACGCGCGCGTGGTCTTCCCTTGG

GGGACCGAAGCTGAGCTTCGGCTCAGTATGCACAC

TCTTAAAGTGTGACGCAGCTACCGGAAGTTGTAGC

TTACATACCAATTCCTAAATTTTCTCTCCAGAGTC

CGTTAAGATTCATGGTTTCCAATTCAGGCATCGTT

TTCAAGTTCGATTATAGTGGACTTGCAAACACTCC

CATCATATGGTTGATGGGCACCATCAGATTTGAAT

GATCTGATCAAACATTTTTTTTTTTTTTTAGCTAG

CTGATTAATTAACTGGATGAAAAAGAAGGGTGTTC

CTGATCGAGTCAACGACGAGGTTTTTATTGCAATG

TCCAAGGCCCTCAATTTCATAAACCCTGACGAGTT

ATCCATGCAGTGCATTCTGATTGCTCTAAACCGTT

TTCTCCAGGAGACGCATGGCTCGAAAATGGCATTC

TTGGATGGTAATCCTCCTGAAAGTAGGCGGCCGCT

CAGCTAGCAACGGAAGAAGAATCATCACATCCAAC

AGAATCTTCAAAAGAAGAAGCTACGGACTTACGTA

TTGCGTTAACCTCACTTTCAAGCTTAGCCATTTTT

ACGATATGAGAAAGTTTCAGCTCCTGCATCTTCTT

CTGGAGAAATTCAAGAAGTAACTCCTGTTCAGAAC

GTTTCAGAAGTGAATCATACAGATCCGCATGCTTT

TGGCCACAGAACCTACTCACGATTGGCAGTTGATC

ACAAGCCTCTTCCGCAATGGAGCATGGCATTCCAC

AACTGTGTCCAACGATTCCATTCAGGGCGCATTTT

TGCGGTTCCAATAGATACTTCTTGTAAAGTTCCAA

TCTCTTATTTCTTGTTTCAGAATATACATG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAACAGCTTGCTGACGCGCGCGTGGTCTTCCCTTGGGGG

ACCGAAGCTGAGCTTCGGCTCAGTATGCACACTCTTAAA

GTGTGACGCAGCTACCGGAAGTTGTAGCTTACATACCAA

TTCCTAAATTTTCTCTCCAGAGTCCGTTAAGATTCATGG

TTTCCAATTCAGGCATCGTTTTCAAGTTCGATTATAGTG

GACTTGCAAACACTCCCATCATATGGTTGATGGGCACCA

TCAGATTTGAATGATCTGATCAAACATTTTTTTTTTTTT

TTAGCTAGCTGATTAATTAACTGGATGAAAAAGAAGGGT

GTTCCTGATCGAGTCAACGACGAGGTTTTTATTGCAATG

TCCAAGGCCCTCAATTTCATAAACCCTGACGAGTTATCC

ATGCAGTGCATTCTGATTGCTCTAAACCGTTTTCTCCAG

GAGACGCATGGCTCGAAAATGGCATTCTTGGATGGTAAT

CCTCCTGAAAGTAGGCGGCCGCTCAGCTAGCAACGGAAG

AAGAATCATCACATCCAACAGAATCTTCAAAAGAAGAAG

CTACGGACTTACGTATTGCGTTAACCTCACTTTCAAGCT

TAGCCATTTTTACGATATGAGAAAGTTTCAGCTCCTGCA

TCTTCTTCTGGAGAAATTCAAGAAGTAACTCCTGTTCAG

AACGTTTCAGAAGTGAATCATACAGATCCGCATGCTTTT

GGCCACAGAACCTACTCACGATTGGCAGTTGATCACAAG

CCTCTTCCGCAATGGAGCATGGCATTCCACAACTGTGTC

CAACGATTCCATTCAGGGCGCATTTTTGCGGTTCCAATA

GATACTTCTTGTAAAGTTCCAATCTCTTATTTCTTGTTT

CAGAATATACATGCTTTCGCTCACATCTTCTTACCACAG

TAAGTACTTGTAGTTAAGGTACCACACACCACACAGAGA

AAGTAGCCATCATGCGAGGTAAATACAGTAGATTTAAAC

ATCAGGACCTAGAGTCCCCCACCTCGAAGTCTTTTTCCC

CAGCTTCTTTATCCAACAAGTGT 

 

 

 

 

 

ķekil 4.9. Sekans analiz sonularē (Soldan saĵa) 1. koloniye ait sekans analizi, 2. 

koloniye ait sekans analizi 
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ķekil 4.10. Avocet Yr10 buĵday t¿r¿nden elde edilen protoplast h¿creleri (Leica 

marka ēĸēk mikroskobunun 40X 100X b¿y¿tme ile elde edilen gºr¿nt¿ler) 
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5. SONU¢ VE ¥NERĶLER 

Bu tez alēĸmasēnda, Puccinia striiformis f. sp. triticiôye ait aday efektºr 

genlerinden olan PstHa12j12 geninin susturulma alēĸmasē hedeflenmiĸtir. Bu genin 

seilmesinin nedeni patojen ile enfekte edilmiĸ yapraklarda anlatēm d¿zeyinin artmēĸ 

olmasēdēr
14
. Ayrēca genin sinyal peptit bºlgesi iermesi ve efektºr proteinlerde daha 

fazla bulunduĵu bilinen sistein aminoasit kodonlarēnēn bulunmasē bitkide hastalēk 

oluĸturmada ºnemli bir role sahip olduĵunu gºstermektedir.  

Ķlk bºl¿mde, PstHa12j12 efektºr aday geninin susturulmasē hedeflenmiĸtir. 

Susturulma iĸleminin VIGS yºntemi ile yapēlmasē planlanmēĸtēr. Bunun iin genin 

~180 bp uzunluĵundaki bir bºlgesinin BMSVôye ait ɔ genomunu ieren plazmite 

klonlanmasē alēĸmalarē yapēlmēĸtēr. PstHa12j12 geninin hedeflenen bºlgesi 

primerler uygun restriksiyon enzim bºlgeleri ierecek ĸekilde tasarlanmēĸ ve PZR ile 

oĵaltēlmēĸtēr. Bu gen fragmanē ve pSL039B-1PDS vektºr¿ PacI ve NotI enzimleri 

ile kesim yapēlarak yapēĸkan ular elde edilmiĸtir. T4 DNA ligaz enzimi ile vektºre 

klonlanmēĸtēr. Ligasyon ¿r¿n¿ E.coli Dh5Ŭ h¿crelerine aktarēlmēĸ ve klonlama 

iĸleminin olup olmadēĵēnē ºĵrenmek iin sekanslama yaptērēlmēĸtēr. ¥rneklerin 

sekans sonucu klonlama iĸleminin baĸarēsēz olduĵu gºr¿lm¿ĸt¿r. Bu nedenle VIGS 

susturma deneylerine geilememiĸtir. Klonlama iĸleminin baĸarēsēz olmasēnda; 

1. Vektºr¿n PacI ve NotI enzimleri ile tam olarak kesilememesinden 

kaynaklanabileceĵi d¿ĸ¿n¿lmektedir. Enzim aktiviteleri tampon ierisinde % 20-50 

arasēnda baĸarē oranēna sahiptir ve enzim miktarēnēn az gelmesinden dolayē enzim ile 

kesim iĸlemi tam olarak yapēlamadēĵē tahmin edilmektedir. 

2. Klonlama iĸleminin diĵer ºnemli bir aĸamasē olan ligasyon basamaĵēnda, 

vektºr ile insert miktarēnēn molar konsantrasyon oranlarēnēn doĵru ayarlanamamēĸ 

olmasē klonlama iĸleminin baĸarēsēz olmasēnda etkili olduĵu d¿ĸ¿n¿lmektedir. 

3. En ºnemli sebep olarak PZR sonrasēnda ve enzim ile kesim aĸamalarēnda 

gen fragmanēnēn yeteri kadar elde edilememiĸ olmasē gºsterilebilir. 

Literat¿rde bu gene ait susturma deneyleri mevcurt deĵildir. 
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Tezin ikinci bºl¿m¿nde gerekleĸtirilen protoplast izolasyon optimizasyon 

alēĸmalarē daha sonraki biyolojik testlerde kullanēlmak ¿zere hedeflenmiĸtir. Bunun 

iin bir buĵday eĸiti olan óAvocet Yr10ô yapraklarēndan protoplast h¿crelerinin 

izolasyon alēĸmalarē yapēlmēĸtēr. Protoplast baĸarēlē bir ĸekilde elde edildi ancak 

miktarē yeterli olmamēĸtēr. Protoplastlarēn s¿rekliliĵinin saĵlanmasē iin B5 ortamēna 

adaptasyonu ve kontaminasyon olasēlēĵēnēn minimum olacaĵē koĸullarēn saĵlanmasē 

gereklidir. Deneyler ileride bu koĸullarē saĵlayan bir laboratuar da tekrarlanmak 

¿zere optimize edilmiĸtir. Uygun ortam ĸartē ve yeterli miktarda protoplast h¿cresi 

elde edildiĵinde bitki-patojen etkileĸiminde ºnemli bir rol¿ olduĵunu d¿ĸ¿nd¿ĵ¿m¿z 

PstHa12j12 gen fragmanēnēn protoplast h¿crelerine aktarēmē yapēlacaktēr. Bu sayede  

bu genin bitki imm¿n sisteminde meydana getirdiĵi deĵiĸiklikleri izlenecektir. Ek 

olarak monokotil bitkilerden olan buĵday bitkisinden protoplast izolasyonu 

aĸamalarēnēn optimize edilmiĸ olmasē diren mekanizmasēnda rol¿ olabileceĵi 

d¿ĸ¿n¿len diĵer aday patojen efektºr genlerin bitki imm¿n sistemindeki rollerinin 

alēĸēlmasēna imkan verecektir. Elde edilen protoplastlarēn miktarē arttērēldēĵē zaman 

verimli gen transferi yapmak m¿mk¿n olacaktēr. 
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