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Puccinia striiformis f. sp. triticiPsty buj dayda saré pas has:c

olan obligat, bi otrofi k bir mantardeéer ve
patojendir. Bakta T¢blkjgay obmaki mizer ei n
probl emlerden birini ol uktur maktadeér.

Bu tez -aléxkmasénda, diren- melkani zma:

aday efekt°r mehd PshadHa 17 Lrklbmmjiunda ol an Kk
Sentezlei ri |l en @q&m flB8&g nbaanzé bPZd winteg § nnga k ime r |
di zayn edil di . Polimeraz zincir reaksiyo
olan pSLO39B1 v ekt°r¢ne kil onl aienkiasskea neAmdest | and e
Yrl0 buj day -eKidinden enzi mati k yol I a p
ama-1| andeée. PZR il e PstHal2j) 12 gen fragm
transformasyon sonucu kl onl ar el de edi l

sonu-|laréna gmirei Rkl bak amasYaelz b@ledu ,pr At @@

i zol asyonu ger -ekl ekt fakat b¢yeéemel er |
kontaminasyondan dol aye t ek bir he¢cr
ger-eklexktiril emedi

Anahtar Kelimeler: B u J dRugcinia striiformisf. sp. tritici, bitKki i mme¢n s

klonlama, protoplast.



ABSTRACT

Puccinia striiformis f. sp. tritic(Pst) is an obligate, biotrophic fungus which
causes yellow rust disease and it is the major patogen that gives destruction to the
wheat around # world. Especially Turkey, one of the biggest problems for world

wheat production.

In this thesis, the 342 base pair of PstHal2j12 gene, which has an important
role on resistance mechanism in Pst, was synthesl4exd primers specific to the
180bp of thesynthesized gene fragment were designed. After amplified by PCR
reaction, the gene fragment was aimed to inserted into the silence vector pSIL039B
further studes, wheat cultivar AvoceYrl0 cells protoplast isolation with enzyme
aimed. PstHal2j12 gerimgment 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 AvocefOYivas
perfomed successfully but there was plant growing observed since the culture

medium was contaminated.

Key words: Wheat,Puccinia striiformis f. sp. triticiplant immune system, cloning,
protoplast.
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SKMGELER VE KI SALTMALAR

Pst:Pucciniastriiformis tritici

PZR: Polimeraz zincir reaksiyon
RNA: Ri basin¢ k!l ei k
DNA: Deoksiagiti bong¢k

cDNA: Tamaml ayeéece

| ei k

deoksiri

EST: Dizi ifade etiketi (Expression sequence tag)

bon

MR NA: Me s aj c éit (Messbnger ripknucteicadcid) a s

skl ei kasit

BMSV: Arpa -1izgi mozai k virg¢gs (Barl ey st
VI GS: Vireé¢egs i ndegkl enmesi sonucu gen sust
HR: Hipersensitif tepki (Hypersensitive response)

R: Dayanékl el ek (Resistance)

NBS:N¢ kl otit bajlanma b°l gesi (Nucl eoti de

LRRs: L°sin zengin
LB: Luria bertani

Amp: Ampicilin

mL: Mililitre

g: Gram

mg: Miligram

ng: Nanogram

Og: Mikrogram

pmol: Pikamol

tekrar|l

ar e

(Leucine
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M: Molar
OM: Mi kromol ar

mM: Milimolar

O L Mikrolitre

w/ v: Ajérl éek/ hacim (Weight/vol ume)

bp: Baz -i fti (Base pair)

kb: Kilobaz
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Taq: Thermus aquaticus

pBSK: PBlueScript
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Et Br: Etidyum bromgr
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CaCl: Kal si yum Kl or ¢r
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RI : Ri bon¢gkleaz i nhibit©or

Vir: Virge¢glan
Avr : Avirg¢gl an
U: 'nite

ATP: Adetrfestati n 56
GTP: Gu atrifastati n 506
dNTP: Deoksin¢gkleotit trifosfat
MES: 2N-morfolin etanosulfonik asit

MS: Murashige ve Skoog
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1. GKRKEk

Tahéllar insanojlunun varol maséndan g
kaynakl aréendan biridir. Tahéllar i-erisi
bitKki bujdaydeér .

Bitkiler doj ada dijer canl el ar il e
yararl arénén yanénda zararlaréna da maru
se-en ve hastaléklara sebep ol abilen ba

Puccinia striiformistriticio de bunl ardan biridir ve sar é

mant aré dijerlerinden ayéran ©°zellifji y a
-izgi Keklinde pe¢stell atopbokbhbusmpagded &rs é
zaman patojenden spe | anan efekt®°r mol ek¢l | eri bit

(R genler) taraféndan tanénér ve sinyal |

Bitkil erde hastal ekl aré ©°nl emek amacé

—

akat ki myasal Inarsanj |-éejvéerneay eo lvaen iznasraar | ar
di |l memektedir. Bunun yerine biyoteknol c
l ukturan patojen vVve«kkgnalanbiatyleipdaha® a g e &

o O o

akaréel e veeéegldeetil@okl ecepnudlbagnegl mektedir

al exmasénda bitki diren- mekani zmasénd
fekt©or geni ol an PstHal2j12 gen fragmar
| arak kul | anéveknt °pSn0e3 9kBl omitl @am.maBé&h a mae
KamadwceiYl®d bujday protoplast hg¢gcrelerin

ragmaneéneéen protopl ast h¢crelerine akt

o — 9 O o

eji ki kliklerin incelenmesi ama-|l anméxkt é
1.1 BUJDAY

Taheéell ar demeynacha | Kk kIl thgrtek i dlerdendir V €

yaygeéen ol ar ak kull anél an -0 -lek Nl k @init kd é
i K|l enen tarem alanlarée i-erisinde taheéel
t¢ketilen bakl éca bhemial Bagna] édbuouj day

sérada yer almaktadér



Knsanojlu bujdayé 10.000 yéldan beri \

yéllarénda Rg¢lBugrdeayalbéinnékstienri n k°keni Gg¢
Anadol udnun ddjoukuder,. SAyrn gea | rak ve Ka
terl eri bul undujundan dol aye bu b°l geni
gerektiji fAelirtilmektedir
Tablol.1.Ekmek!| i Kk bujdayén bilimsel sénéfl anc
Alem Plantaei Bitkiler
kube Magnoliophytai ¢ i - e k | i bi
Sénef Liliopsidai Tek - enekl i
Ordo Cyperales
Familya Poacead Buj daygi |l | er
Cins Tritcumi Buj day
Teér Triticum aestivum

Bujday tanesinin i-erijindekiunigl utenoa
mamel lerin? csmaékiomigde - ecekl erin kaynaj é
patl ayécé maddel erin yapéménda kull anél m
geriye kalan kepek késmé ise hayvanl ar én
Kartl ar é g° z °ne¢ne al éndejéenda kol ay y
sajlayabil mesi, depol anmasénén kolay ol m
i -ermesi bujdayén °nemli bir>bitki ol mas:

D¢nyada yéllmk ©@W§ demy!l wyorettonun ¢zer.i
kadar bu mi ktar én yakl akeéek 1000 mi | yon
T¢e¢rkiyednion b u ireti me kat késeé FAOOnun

verilerine g°re 19.3 milyomktteamddur (vlie billol



Tablol.2D¢nyadda bujwvdavdap.org20ELY i mi  (

160
141,8

140
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100
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” 62,8 55,7
60 '
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1.2. SARI PAS HASTALI JI

Saré pas hastaleéejée Pstoébnin tahrip edi

bir pashast al éj edeér . Antartika hari - 6006t a

rastl afmamécxt ér

| &

(o]

kekillD¢ghhyada saré pas(CAB2000a!l é]J énén daj

¢izgi pasé ol arak da bil (l@7@h asaf éngdaas
tanémlanméxkt ér . Hast al & Kassbbaakkk(E965), &tubbsl k r &
(1985), Line (2002), Li Vve Zeng (2003) 't


http://www.fao.org/

Tablo1.3.Psthi n bi |l i ms el sénéfl andér maseé

Alem Fungi

kube Basidiomycota
Sénef Urediniomycetes

Ordo Uredinales

Familya Pucciniastraceae

Cins Puccinia

Teér Puccinia striiformis
Varyete Puccinia striiformis tritici

Saré pas hastalodbjlemgatselbemtolodm KPdHt r
sap, bakak ve yapraklarenda g°r ¢l ¢r. Yap
di ki k kKeklinde p¢steller olukturur. P¢st
pas hastaleéejeée baadkay3hhradend&¢lyakt vV e

familyaséna ait t¢rde de hastal éja® sebep

Basaklar tizerinde
tredinialar

-

X
oy NN
SR

Credias “oox) Teliosporlar (400X)

keki2lBuf.day yaprajé vé& bakaklarénda saré

Saré pas hastaleja@lni g%i ¢lgeen i gami meae
bakl angé- enf eksiyon nokt aseéneén °tesind
pas®d&aru hastalékla m¢gcadel ebitkide medgbi ve er

deji ki klikler ol dujunu anl ayabi inmmesik i - i
gerekmektedir. Saré pasén yakam d°nge¢seée
(yaspbekl ar) ve telial (kekl ek sporlar) s
veya oval, -eperl eri di kenl i, S -heveya



daj él mékteér. Teliosporlar ise wuzunca, hy¢g
arasé hafif bojuml udwrh.arB@aj haw atlsAdlcalkd reg

arasé olduju zaman nem ile birlikte has
kesal é& di ki k benzeri péestellerin i -inde
't mon veya ©portakal rengindedir. Kl kbah
yazl ék spor r¢zgor il e -evreye daj el ar ¢
bitkilerinebd ak ép yeni p¢estell er oluktururl ar
-ok ©°nemlidir. '!'redosporl arén -imlenip K

yakén oranda neme veya yaj éka gereksinim

yatakl aréenddrerdegnesipgadt genkl i teliospor
hayat devresinde bir ©°nemi bul unmamakt ad
b°l gel erde <canl é& kalan yabani bujdaygil
bujdayl ar czerindedigomidiolspbal ivredea ge- i1
i nk¢basyohd4dsgegasivelara konuk-usu bili nme
arakteéermal ar a gere Berberi s, Val eri anel
ol abileceji®bildirilmektedir

Konak bilinmiyor Yaprak Gzerinde

Basidiosporlar - uredinialar

®
_,«j g Bugday
) - Basidyum Gzerindeki :z:;::::elt:reme
basidiosporlar
dongasa
S 3 :

Urediniasporlar

Yaprak Gzerinde
telialar

Yaz mevsimi

Teliosporlar

keki3lIPst.O6ye ai't 8yakam d°nge¢s ¢



1. 3. SARI PAS ENFEKSKYON S| RECK

Psyted ait aseksg¢el hayat do°nge¢se iyl k
takénmék olan ¢rediniosporlar bitki Y ¢ ZE
bitKki i -erisine girer. Stoma bokl ujunun

gel i Kkt i J i elt° lsguebdset obmart add vezi k¢l ¢ ol ukmay

vV e konak mezof il h¢ecamsie) akasehdak kgrta
hast orya flag&t €siaker . Mezof il h¢cre duvar
kancasé gelikirivermseroflel hhgstesyomnol u
gel i ken, daha -ok haustorya olukumunu sa
meydana gel mesi daha fazla kolonizasyon
aseksg¢el yakam d°ng¢é¢seée¢rtgmpmhieRngegzegi nee
pasa °©z409¢ ol an sar é péestell er meydana

saf hal arénda saré pasa ait farkl e R gen
zorl aktérmaktadeéer 11. Enfeksi ybpcrseggelci mE

mol ek¢l er mekani zmal arén arkaséendaki ér k.

kekidlPstgel i ki mi ve Dbitkinin h¢gcresel tepk
substomat al vezi k¢glhi(fSISVOLHbive nccaj @tnd e
(B) Dajeéedmfcei frunmelru]j u $obguwna assHMCu k gar @&
(C) Mezof i HCD)b verikinol¢ 2IAHCDA hi persensitif |

¢Co°km¢gk mezef il h¢cr el eri(hou(pdstiGoculatioB=galate n r e
sonra i nAvoet ¥ weorhavirulanizolat nen 23 2E137 il e
Bar=50 mnt>,



1. 4. PSTHA12J12 GENK

PstHa12j12 geniP s t te¢réene aitPdotrilgendpkselBu
enf ekte eadi lerkinke kHhd aks obl ulstdegnyeldd adidikten sonra
yapélan cDNA sekans!| a@erealeiddil ms mair sasf 88nidd a n
yapél anda hand texrmpada i1 fadeardam@dri ba ¢ kil eRINKA
MRNAOGI ar el dlewkreudialner e ONAo ekni, t gp hansek anrds
bul unmuxtur . S e k an s lers(expres cSaqueade dags) BLASTI e n E
yapélarak dijer pracstéenidm kv e ep &kiSdajgetxgehmmer |bea |
belirlenmik ve PstHal2) 1Z&hé 4bBu gapienl! er d
anl at em aleivd lyeRsE hainger emuamel e edi |l mi K yarg
g ° 108 kat daha fazlaartla&é m ger - ekl exktirmi ktir ve sek
le homol oj i g°stermemektedir. Pst il e e
d¢zeylneramt mas é bu genbkal gpéaltaonéepn btiatrkaifde

ol ukdar tnhaenlei shaihri pr ool duju g°r ¢l mektedir

Genegmegzre Yapal an -al ékmal ar én i ncel en
yeni bul unan bir gendir . Bu igenindi J enk
proteinlerhenc¢ezt kbl bk Holleeméik §.eve iark.(2010
yapt gkelhasé@st ur ma -all 2jkinfal gge reindianePé&ssBlHat € m
azal ma tespit -VeltGE kY%t eanki2 BM3eV gResntiBhn n y a
basakabll ecejini g°stermiklerdir.



Tablo 1.4 Pst 6ye ai't haustorya Cc¢cDNA k¢t gphane
kodl adéjée prot¥inlerin homolojiler:i
Gen GenBank  Boyut Homoloji
No (a.a)

PstHa2a5 GH737102 117 Pgramni®de tahmin edi
PstHa9F18 GH737274 259 Pgramni®de tahmin edi
PstHal2a4 GH737444 289 Pgramni®de tahmin edi
PstHal2j12 GH737467 133  Homolojisi yok
PstHal5N21 GH737567 98 Homolojisi yok
PstHa2108 GH737139 92 Kabuledi | en s¢l fat t
PstHaba23 GH737046 108 Homolojisi yok
PstHa6il6  GH737950 73 Pgramni®de tahmin edi
PstHa8F13 GH737007 116 Homolojisi yok
PstHa2c7 GH737231 204 Pgramni®de tahmin edi
PstHal683 GH737129 87 Homolojisi yok
PstHalOF24 GH737323 56 Homolojisi yok
PstHal6D6 GH737598 66 Aspergillusnigep d e t ah mi n
PstHa9C13 GH738022 65 Pgramni®de tahmin edi
PstHal2h2 GH737173 70 Homolojisi yok

1.5. BSMV SUSTURMA VMVKERI ¥R} PSLO039B
Arpa -izgi mozai k virg¢gseg (BSMV) Hordei vi
Viregstoeor. As el konak ol arak kullandejeée b
enfekte edebil mektedir. BSMV g e&nadmu ¢ -
pSL039B1 PDS yaekmh®ryapésénda 185 baRadwezunl uj
Notl enzimler.i il e kesilip yerine Pst Ha:
tasarl anmektPDrS. vekit®3I¥B Steven R., Scofi

USAH6dan

t e mi

n edil

mi Ktir.



Nrul (322)

Dralll (S434) Psta8])s70)

Acel (701)

T? Promoter

AfIll (706)
Munl (878)

BsaHI (4832)

Gamma A ORF

pPSLO39B-1
(5250 bp)

&l (1516)

Gamma B ORF

Gamma F Primer

PDS4as &
Gamma R Primer
Aflll (3403

Sapl (3280)
junction marker (3282)

Sphl (2331)
Hindlll (2443)

Hindlll (3017) Notl (2539)

PfIMI (280%) Heml (2589)

BsmB| (2594)

Mlul (3006) Pacl (2736)

Ndel (2809)

kekiblpSLD39B1 PDS vekt°r.¢n¢gn haritase

1.6. PROTOPLAST

He¢cr e kel ter -al ékmal aréenda kull aneée
izolasyonui | e gen aktaréméedeéer . Bitki h¢gcreleri
-evril mik ve doku 1 -erisindeki h¢e¢creler
Mekani k ya da enzimati k yollarla ©bitki
o | u Kk a adaymtppéast denir.

Protoplazma i s mi il k kez Purkinje tar
Mo h | tarafénda 1846 yélénda ©°neril di. Pr
yapeéel ardandeéer . Canl é& protoplazma organi z
yapésé oejtiakkseanedabol i z ma, b¢yeé¢meijningr eme
fazlad e]J i kmedi J i g°zl enmektedir

Y¢ksek yapeéele bitkilerdeumekbknkkzy@BD:
1960061 & isg enzinauygllana s € yol uyl a st zaasyon prot



ger -ekl exktRmrmatloplkastr - al ékmal ar énén temel

bitki o | u k ulmekir. Pretapladtiaadara titi rejenerasyonu ilk kez

t¢ten  bigteki- ®ikh ddnt K GEm¢ nsg ztdeek y éekiler'®k bt

baklagiller'®v e - @k yé ki d teopmleast kel tereg -al éxkeé
Protoplastlar genelli kle dokul arén pr

osmotkbaséncén sabit KkKatmasaédnoe gasalt gnkimlggea c a & | 3

mar uz a@@rzaokieel edi | i r . stixalasyomug UE|I &ne&l g@omod ok
h¢crelerin fizyol oj ik durumuna,lering,ul | aneé
osmotik @mséncén stabilizamayYydelersa]|l gppesk

konsantrasyonuna bajl edeér.

Protoplastizolasyonunda genel olaragapra k | a r kK Glelnan ébliétrk.i |

veya yeni s¢rgenlerden al énan teasyonuol ar al

i n uygWamrua] én y arkdEé jvee byiatpkrian iéne kaelkéi Kt i

sécakl ek, itjoiprak wwergimbi | -evre kokull ar e
vV e kalitesini °neml derecede et kil er.
il zol asyonunda °neml. bir fakt©or ol duj u
edil ebil di]i i Bl amdadgkebarendai Vver ser
Protopl ast i zol asyonunda yapr ak dok
kotiledonl ar , -i-ek petall ari, mi kr ospo
protoplast kaynajé ol arak kullaneéel abil mel

Protopl ast t eknoluojainsai na lna niek i s o°rmaet ml Ki
protoplastlara dojrudan gen aktarémeder.
cinsten ki protopl asteén genel | iak |l e P

kaynakteéer él maskz oll ayedial miew vepklorogdlastgibia st | a |

bitki organel |l erini i -ine alabil mektedi:
mikro mo |l ek ¢l | er i, I -ine alabildifji aracxkter
organi zmal ar én DNAOGs é protoplastl ar t a

protopl ast lgaerna adkot] arruédnaén Kk ¥ @ mé h maykatpaéd éarb.i | k
sadece bu genl eri takéyan plastitlerin
Bunl ar dojryedamktbarélbmat kfyer naee sldilwaat abil

protoplastt r bu t ¢r gen mani plasyonu -al ékmal a

10



Bu ©°zellijigneinnetyxkd&rkdde§eér anjratéebaum&kuyeni
yetenejinede sahiptirler.
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2 . KURAMSAL ¢ERCEVE

Ekosi stem i - driij<sirndceanbiétllairller s¢r ekl i

Mi kroorgani zmal arén ve b°ceklerin olumlu

Olumsuz etkilerden kendilerini kor umak i
gel i ktirmiktir. Bu mek ann ieznngael | al re yhéaczié- opnaste
engel |l iyivcei bduenjun dséonucunda bitkide hast

hastal ékl amén |t §i érmdal ¥ &rriek meytéekpil sai rnéinna ydaan

ol makt adeéer . Pat 9jedleen diaa tpkaétl oaj ketnee] €k ar K €

bitki savunma mekani zmal aréné anl amada b,
Bitki i mm¢gn sistemi omu¥gmré@gum gad el ar

gi bi k an dol akém sistemi, ant inksahpl ar €,

ol dukl ar é I menzgén  pdtsdigttme r ev e kK goreksé&  doj al |
g°sterirken farkl e patojenlere kar ke d
dayanéekl él ék (genel dayanekl el ek) denir
mekani zmaséurbda - bkt ldiud e patojen sporl ar
dokul arda | ezgo®@l aernéneplabtleonjkemaB int khi¢g,cr e i - i
engel l eyieii veya @@i,cmey-d ojbalknaa smeerké evtek eyna
°nl eyebil ecek ki mymaiskarlo bmgddtelbeirleek{ &her,
savunma engelleyicileri vb.) ve fiziksel engellere sahiptir. Bu durum bitkinin

hastal @éja karké dayanéekl e ol maséneée sajl al

Tablo2.1. Konuk-pabobflkn ilikkiler:i
K o n u kitki genotip
Patojen genotip RR Rr re
AA (Avirulan) Dayanékl éDayanék]!l ¢Hassas
Aa (Avirulan) Dayanékl éDayanék]!| ¢Hassas
aa (Virulan) Hassas Hassas Hassas
Her hangi bir upatiajken ¢kzoerrukn-de nor mal

ettirirken bitkiye zaraweriyorsa bitki hassas, patojemi r ¢ anndakiar al akKE
uyumlu il i kKki Pdtao ja&kn allil talnidegekér nde no
ettirirken, bitkide dmeéryhoarnsgai, bbiirt kz aroarp e
tol erans| édepatdogneinr .k oEnjuekr- ubibri t ki szerini

12



temeyl e durdurur sa, b u dur umd a kweenuk-u
konugkatuoj en ialriasleinldeaki de wuyumsuzdur deni
czerinde gel i kKkmeyeh deanki|na neat krtaaf évned akkohnéukkb- Buk
bir Kekil pr ocagorogomltaonzmeé kdurumag g € € e reelkinmg at o |
konuk-u bitkide yayél maséngeesngesitybr «
duyar |l eféek) denir

2. 1. DAYANI KLI LI K GENLERK (R GENLER)

Bitki s av unma mekani zmal ar @éndan en °neml

genleridi. R genleri patojene karké dZyaneéekl
Genel de patojenleri tanéma ve patojenler
Dayanékl énbnt Ri geobelal er i patojene ait

ve diren- olukumunu uyarér. Bu mekani zma

resistance) derfit. R proteininin dayanéekl|l él ek meke

Avr etkilekibBu et kial eéxklém sonucu ol ukan s
bitkiye enfekte ol maya -al éxkté]e b°l ged
ortaya -ékar ve patojenin o b°l ged-eki s a
pat oj en i li kkiBil bbyunohk $i&®v udhama me k a n |
gel mektedir. R protein veya Avr proteini
i -in patojen bitki taraféendan a®f.gél anama;

Flor (1971 un gene karké gengemddetldrnaef ég
sentezlenen efekt°r vya da elisit?©r, R ge¢

duruma ge-en R geninin créengeg de savunma

Il eti mini sajl ar. Kzol e edilen R genleri
memel i | er de bul unan resept®©or proteinler
kodl ar |l ar . R genlerinin ¢reéegnleri #e rese
R proteinlerinin b¢yeék -ojunl ujunun y a
Site=N¢gk] abhbma b°l gesi) Ve LRR (Leucine
tekrareée) altbiriml erRR byulpuensuern.eé Bji°tskiielreernd
bul unmaktadeér. ¥rnejin Ar abi dopRR s t ha
yapéséndaki ge AINBSLRR denlerindaki NBS kATR & Y& IGTP

bajl ar ken, L R&I ibgirti omri / epfreokttefirn et ki | ek i mi

13



i Kkl evinin spebiimii kZpllaRRnbi LiRMRi nin ¢- bo
kez ribonukleaz i nhibit°or¢ndeve( RNBESddemwebenimnet il
gelmektedit.

Gené ol arak bujddyr a(R2ohek z6axpl=oi 43) V €
genoma sahiptir ( her [|yom kb) ve Aununla bidikte Wo;, c r e
8@®W&E&nNn daha fazla tekrar |l &wdBu DiKbe |sdeakya n s |
genomunun agronomi® n e me sahip genl erin geneti k
zorl aktéermaktadeér . G¢negmegze kadar buj day

ve yayéenl anm@gktném.i n5Gaadeett fenotip velve

pozisyonlaé b i | i n meddéce butdardan 2itandsiain fenksiyonu karakterize
edi | mi ktLi2P'veLBO* glead eri di r. Bujdayda ¢-¢énc
ve k¢lleme hastaléejéna %k¥t@éegedmiyanek!| &lug

saré paenaasecdke@a ol &Ml Obiir- eRsetn) é rkkagdrka (d e
sorumludur Ve GenBankoét a ¥ek amsarka hwelng
NCBIl 6dak¥rl8edansepr- aktivitesine sahip ol

| i t earraatkgrér masénda rastl anmamécxkt éer .

2.2. HKPERSENSKTKF TEPKK

Genek a rgred etkil ekiminin teti kl ediJi
hi persensi tif tepki ol ar ak adl andérel ér
mekani zmaséndan -ok biybpkmamgdenl Bkeér adl
da denilen hipersensitif tepki, komku h,
ol an sinyal mol ek¢l I erin ol ukturul mase,
sentezi, enfeksiyonun ger - ek | eawtliajrié n ébn°
gé-lendiril mesi vV e patojenl e t emas kKur
mekani zmal ar é& kapsar. Programlé hg¢gcre ©°1
dayanékl el ék mekani zmasé olup, h¢gcre bil

katali k reaksi yonl ar taraféndan ger-ekl exkti
tabaka ol ukturarak, patoj eni saj lasleine hyg
engelle? Pat ojen ile etkilekime giren konuk-

enfeksyona o kadar dayanékl e ol ur.
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2.3. BKTKK KMM! N SKSTEM

Bitkilerde hastal ékl a-réd a&mr%rée ndliir emi-rl
ve bu konude ¢pekin ok érmmaktetadar .yaBitkilerd
mekani zmaséneéen anflaxkd imasrel avreé ngéenn | beerliinr |

sisteminiain | amak ¢zere ad@ahadéar bgyé¢k adeéeml ar

Bit ki vV e patoj enevansehsgndaki Jbdbhesgkivne
(2006§° | arzérkzrmk modeline g°re d°rt b°l ¢mde
bitki patojent ar af éndan sal gél anan fakt°rl er yar
( MAMPs) tanédéjée zaman bazal S aojeninn ma y é
teti kl ediRTLdemm¢e.ni¥renej i n baktCkdrnylail Kkiltaij
Pepl 3 gi bilarMAMPIO taraféendan tanéeneéer. Mi kr
( MAMPs) Dbitkinin motif tanéma rensflg2ptorl e
flajellin domain membrag, zer i nde konuml anm&Ks(leudinen FLS:
rich repeatreceptor kinase L © gdngintekrar e s ept °)r tkamafzéd mdan t

PRRs taraféndan tanénan MA MP s zayef bi
kolonizasyonu engell&:

Kki nci bel ¢mde pat oj en bazal aszaévun ma
adaptasyonl apatojgnat akt aréenafheBakée -ok et ki
modi fi kasyonl ar é -ojunl ukl a konajbanétzgy¢
. stesinden igled i somnwie- |BMEr . Bu baskél ama
fonksiyonl ar ; °rneji nojeneapyesal kgolbki mel @i
cretirdrelrarvebih ki h¢cresinin fonksiyonl a
mol ek¢l l erdir. ¥rnejin takl it eden bitk
gi berellin ve sitokinin p&ide jstéanetmesinik o n a k
sg§ | ar . Bu mol ekT&$( Birp n¢eg dapat gmé si st emi )
TTSS,y & TH @s k & le & edaBahd fiztaglonizasyona izin verif. TTSS
daha -0k bakteriyal patojenler ii--iinn K 1
kull anéméyl a ibludiulnimaymatkd raldier-.al € Kk ma

Bit ki cevap s¢reci dayanekl é patojen

Spesifi k elisitor]| éAvr) dggrelrerbii rR deenlkd rei at
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vV e ETI ¢nefftf ekinkl edi jei) ol ukur . Bitkide R
geninin her ikisi de bulunduju zaman pat
biri ol madej e zamaAvhaish iad lkkiks g° s hyal Bu
olaylae n € t e pafojgninkolonizey eo |l masémé &ngell €mir a<ceék
hezl e, gdah¢dabaPetbilidir. ETI genel | 1 k
sonu-Rgemeripatoei n teti kl edijdojsavdamaya&@edab
ol arak farkéna vatBRAvVIGehEi Klairkiénigedojhril
ol arak ©°neri rR vgee ndyméa K°k &ubaiakbine Ggaed- er | i
hipatezi deR proteinlemi n dol ayl & ol arak elisiterleri
bir protein ile syanjii ehidej ébePnedmeatpdor

Zikzak modeln i n son bol ¢m¢ edhe ,¢ spatsojneen ETD
evrimlekAvr d&érlremRi ara@ajsrenmdlakt a eilidde | & i m
deji ki kli] ®i sebepdAmafuridn KRisi, ¢altaoyledr v
aktiviteyidurak t ar a¥® ka- ar

) PTI ETS ETI ETS ETI
Yitksek
A A
HE icin esik degeri
------------------ - ----ﬁ----;-ﬁ----------------
®e o
©e
e Patojen
s effelctorleri
g Avr R Avr-R
2 O [ 8]
& 00 - 00
Etldli davanilchlilc
icin esikc degeri
Drinsiik
kekillBiz.ki i mm¢gn sistemihi g°steren zikza
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3. MATERYAL VE Y¥NTEM
3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kimyasallar

Tablo3.1.Ku | | akimgasalav e ¢r et i ci firmal ar

Kimyasallar 'retici fir ma
Agaroz Applichem
DNA marker NEB

Taq DNA polimeraz NEB

TAE tampon Applichem
Primer Heliks biyoteknoloji
10X PZR tampon Fermantas
Restriksiyon enzim Fermantas
PZR p¢ri fi kasyon Qiagen
Jelekstraksiyon kit Qiagen

T4 DNA ligaz enzim Fermantas
Agar Lab M

Yeast extract Lab M
Tripton Applichem
NaOH Fluka
Cellulase Onuzuka 0 Yakuruto
Murashige and Skoog (MS) Sigma Aldrich
Macerozyme RLO Yakuruto
Mannitol Sigma Aldrich
Percoll Sigma
GMercaptoetanol Sigma Aldrich
BSA Gerbu
Ampisilin Applichem

3.1.2. Alet ve Ekipmanlar

Tablo3.2Kul |l anél an alet ve ekipmanl ar
Alet ve ekipmanlar i retici firmalar
Santrif ¢j Sigma 3K15

Spektrofotometre Shimadzu UV 1601

Agaroz jel elektroforez sistemi Continental Lab

Vorteks Fisons whirlimixer
Knk¢bator ve - al kiBiosan ES20

Jel g%r¢nt ¢l eme s iKodakjellogic

Mikropipet Eppendorf

Sécak su banyosu Grant w14

Mi krosantrif ¢j Continental Lab 3410
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313 Tampon ve ¢°zeltiler

Tem -°zeltiler aksi imekron  sterili filtneded 1 ] i t
ge-irilerek sterilize edi |l di .0 (dMHDe !l til e
kull anél dé.

Agarozijel: %15 agaroz 1XTAE tamponunaza éseét

jel elektroforezi deneyinde kull anél mak

Ampisilin stok -°@&Ilgt imii kOhG & rcdkg Asl p n
Kekil de a mpldHLIi lii-ner $ ts e midlemikror? stegill filirgden 0. 2 2
ge-rilip 500-20LadACascsiiml andeé.

CaCl, (IM): CaChx2H,O6dang 29 a4t él dédH,® ei 2®r0i srLn d

-0 zol dg. Filtreden geéivel edel@étdersakliar

NaOH (05N): 399 g NaOH tartel ddel,Ove- i nnilLe
-%z¢l deg ve sk |l.sagloBeky &€ JleEB dagar algaz € amak k e
kull anél maktader .

Protoplast besiyeri: 4.3 g MS makro element,Dg MS mikro elemerve 30
gsakkaroz art €l de ddM,®@ ©BOOr imii nd e-5- Bapagdnatak . p H
topl am hatamamhnld .0 7 g agar ekl enip éseéetec
saj Ban®Besi yers5i5 ghoalklkajcd ¢c5aman 50 cc ¢
de k¢l d¢g veoRDawdla&mdk @esdyhenral esroinnrian donmas é
0

-
C

da sécakl éjéenda sakl ande.

LB: 5 g Tripton, 5 g NaCl, 2.5 g Yeast Extractp InL NaOH 488 mL
ddH,O0 i -eri°zicndlg ve 1 atm basén- 121 AcCodd
ACdbde sakl andeé.

LB Agar: 5 g Tripton, 5 g NaCl, 3.g Yeast Extract, 1.6 mL NaOH, 7.5 g

Agar 480 mL dHO i - eer-i°szignd ¢ ve 1 a tlen20 Hakilsaée n - 1
otoklavlandé. LBOaA@rehdspocakbhmphe p6tri
donmasé bekl endi. Kontaminasyon& pfat &inielk,

il e sar &led & aV ed é4 6A Qce .
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Protoplast- © z e D.6 M Blannitol,% 1.5 Cdlulase RS (Yakuruto)% 0.3
Macerozyne R10 (Yakuruto), 10mM MES% 0.1 BSA, 1mM CaCjdan gerekli
mi kt arl ar da tdéHQ & l-deé ivsad nldeOye it alnelree k D@ H a
sonrab5mM GMercaptoEtOH, 50 ppm Amgi i n ekl eni p toplam ha
tamaml &ndéreeen ge-irilip steril edil di

S¢spansi yo 06 M Manmtdl,t20nsM KCI, 4mM MES 180 mL
ddH.Oka é k't ér él ép KOHyegymmlda@&meEe i Ve tpdpl5ambdh ac

tamaml andéreelen ge-iril di
3.1. 4. Bitki Materyalleri ve B¢gyeé¢me K

AvocetS (susceptible=hasgas baly t ohuml ar & veblb saats ak s é
18 AC éxkeéeklée ortamdd éke 08t amda H5HKIIARe yke
yaprakl ar - &k taé&kétna ne Ksi a n rba¢, yysarpersa knli sajl ar
(20 mL/kap) konidu. KkKi nci yaprakl ar -ékmaya back
i nok¢l asyona hdwéemBuhdhy geapbmibkl aténa el |l
sporl areédiilnbik cVe bujdaey2di saasi kaoarlCék
ortamdaébEraksl ge¢n bitkil gitsaatd$\@alexkBky ¢
8 saat 15 AC kar aSrelkékz ogr¢tnang) o narlaé nbdwe] d ay
beya@émenk kayépl arvee adlnwrwpd yad 4 bawgliaagé so
yapr ak ngze sar é r e8pbrlaiyapslploand daan ofl axltaandéeé
A @6e d e ddbkkietidlkiensonrsl8 0 ACo6ye kal déerél deé.

3.2. Y¥NTEM
3.2.1. Psthal2j12 Gen Sekanseé

PstHal2j) 12 gen s e Kmession Sequence Tag=ESd)e et i
NCBI, National Center of Biotechonologyk ay ét | andg&anckianh & No :
GH737467) vV e kér méeze il e gesterilen ger
(Ankara, Tg¢rkiye) firmasé t droanflé@amdkeénk poBla

satén al éndé
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GGGGGACGATTTCAAAAACCACATATTCCGACGTTTGAAATTTTGAATAACCTACC
TCAAGATTTTTTCCAGTTCAATCCCCAACAATTATTATCGACTGTTCACCTTAGATG
GCAGCTCTACATATCAATTGGATTAGTACTGCTTATAGCAACGACAGTGARKRTIA
AGACAGGE&CATTTCTTGAGCCATTGIACAAAAGTAACAAAACGTGAAGACAAGTTTT
ACAAACGGGGGGGCTCATTACTGCTTCAAGAAAATCGCGAAAGAGGGTGGCTTAT
TATTGCTATACCAACATCACCAAATGAAAAAACGGATGATATETAACAAGCTTCGTT
CGSGATTCAAAGCAACTAAGTCCTGCTGTGAATATAAAAAATTTGATCAAATTCCTCG
AAGGACATTGATAGAGATATCTTTATTGTTACAASGGCTTCGAAACTGCCTGTTCC
AGATGTTGGGAGAAGCACATCTTIXGCTCCCATCTGTATCAAGGGCTGCGGTCTCT
TCCAATTCG

keki lPs3HR12) 12 gen sekansé (Erikim No: G
kesem ileri ve geri primerl er.i ile -o0o]all

3.2.2 Psthal2j12 Gen fragmané K-in Diza)

PZRolWal | an maRstHad2f12g en f ragmapremereer © z g ¢
Primer3 progrmé kul | anél arak WZuerlywm] terddd dol. an 8@
gen fragmanéna PZR il e primerler ekl ene
(kekil 3.1) . KIB¥MBEMO nv@e memu n p3LOIBelP@Se r p
vektorg¢ 1 -indeki PDS geni -ékartel ép ye
fragmanénée i-ine alacak «kKkekilde tasarl ar
dizayn edilen primerlerde ileprimerinePad, geri primerineNotl tanéma b°l g

ekl emmi Kt

Tablo3.3.Pst Hal2j) 12 gen fragmanéna ©°zg¢ Ppri me

Pri mer adé Pri mer s<€3kbdnseée (506

PstHal2j1Z2Pad ileri GGATAATTAAGCATTTCTTGAGCCATTGT
PstHal2j12Not geri TAACGCCGGWUWGAACGAAGCTTGTTGCATA

3.2. 3. Pri mer Hazér |l anmasé

PstHal2j12 primerlert o z hal de Hel i ks Bi otechnol
firmaséna sen@dMziezttistioRZIRipuymdm@® t gk d ¢ ve
konsantrasyonu 1pmololac a k kK e ki | R@A Goedyer esl akill a npd &
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3.2.4. DNA Fragmentinin Standart Puokraz Zincir Reaksiyonu ile
¢ojaltel maseé

PZR, -o0] alteéel maské, |igsnteenneinn DINA rtiwo |k o K u |
ol ar ak kopyaléanmn maemdEr pr PARKRD Db I 3 akamad
denat ¢rasyonu, primerlerin bajllabMMasé ve

sentezi aMiOmlderféanare k20ar | anmalstédlléar DNA fr

Amplifika s y o n reaksiyonlarée éesé d°nge¢seé
(Eppendor f Mastercycl er) yapélddée ovear aler
ayarl ande. RZRt leamr euygajnl amak i -in bajl at
ayar | amalPaimeryaazp édidrécir remks290onbLbéepereo
i -erisinde kao3r&dedt gt etdei venThokol | ar uygl

Tablo3.4.PZRb | ekenl er i ve mi ktarl ar é
PZR kull anél an maKull aneél aflX)mi kt ar
Kal ép DNA 100

10X PZR -°zgltisi5Q

TagDNA polimeraz(5 u/CL) 0.40L

dNTPmix (20 mM) 140

KI er i (1pmol)me r 14

Geri primer(10 pmol) 140

PZR suyu 40.60L

Toplam hacim 50 CL

Tablo3.5.PZR kokul | ar é

PZR basamakl| ar é Sécakl ék derecesi

KI'k denat ¢ rasyon 94AC 35dakika

Denat ¢rasyon 94 /C 30 saniye

Bajl anma 58 AC 1 dakika

Sentez 72 AC 1 dakika

Son sentez 72 AC 5dakika
3.2.5. Agaroz DNA Jel Hzérl anmaseée ve
Agar oz j el el ektroforezi DNA mol e

tanémlanmaseénda ve uldafnled atné r éyl°mmat seemml dear

¢tal eékxkmamézda PEKRI eperMeXk]jl &lIrtiagnliang® rebi |l me
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(w/ v) agaroz 1XTAE (Applichem) tampon -2°

Y
d§ ecek seéecakl éjaergiedidngi 3@a@dahanetidyum b
kaset ilndes .d °Jkesl donduktan 9orlbhel acakkkegkkl

éktérelde vdajtleagtkbewpdncabSr vékl er

sonra Kodak gmdsisd migiyarg®améyled ej &1 gor¢nt

3.2. 6. PZR | r¢nlerinin Safl akt ér él mas «
PZR il e -ojalktéeremézi DNAahansonr aki
bir Kekainladbei | ma k| i -1 n PZR S éng safl akt

saf |l akt é&eneletrP&R FRunfidadon Kit (Fermantas)702 Lot# 0008(r48)

kull anél deé. Kit kullanma kélavuzuna g°r e;
a 1:1 omandédnmdae PZRt kmpeéméeéména ekl endi

u Bu kar esonmmPAZRetlaonuna akt ar del lddakikavy e 1 30C
santrifig¢j yapel de.

U Alttakalanlke seém d°k¢l d¢ ve 700 OL yékama t a

u 3-5dakikadb e k| eni p v e t edelf dakikhaantrgjl 3y0aOpOé |rdpémo
U Kolon yeni 1,5mL ependor f t ¢pzeenrei-akek tGA0 éell dgés y\o
tamponueklendi.

U 1 daki ka &lagmg relfdgd ediplUCdlystaét éDNA .

3.2. 7. Pl azmit Kzol asyonu

Pl azmit i zQidgansPlasmduMiniprepi kitiGat. No: 27106, Lot.

N0:124104532) kulla@ | dé ve ¢r¢n i -erisinde bulunan

a Bir g¢én -A°nmmpc eb elsB 611 B8anséanadta b ¢y ¢ meye
pSLO39B1PDSv e ktgfi cr osantr id ¢l yapardn@ryfl at ¢ p ¢

h¢crelerin dibe -°kmesi sajlande.

a Bakteri he¢ecmelekri miel il ee¢r grPéRNasesA 250 O
e k1 e)ekienippellei n - °z ¢ mesi sajl ande.

a 250 OL tampon P2 eklendi. Eppendor f

maviye d°nenbei rk akdeakri |hdaes skassr é kKt ér el d é.
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u 350 OL tampon N3 konuldée ve eppendor
yojun beyaz -°kelti olukturana kadar kar
a Eppendor f t¢pé mi crosantrif¢j kul | an
santrif¢gjlendi
u Santrif ¢] spaunat ahntukkasaspy Mini prep k
spin kolona pipet yardéméyla konul du.
a 1 dakika 13000 rpmbébde santrif ¢j yapél
késém d°k¢l dy.
U Kol onun ¢zerine 750 OL tampon PE ekl
santridé jve agplétlt a kal an séeveé késém d°ke¢l d
a 1.5 mL temiz eppendorf t¢gpene al éndé
a Kol onun ol duju eppendorf t¢gpe 13000 v
altta kalan séevé késemOdAGayesokakhd&uél aa
3.2. 8. Psthal2j) 12 GlenVdkta°grnigames nkelno rplSa.n
3.2.8.1. Restriksiyon endong¢kl eaz enzi ml

pSLO39B1l ve kt °r ¢ne¢gn kesil mesi

tal éxkt é] e m&2jl12)gzla etmek PgSLOBOB1L v ekt °r ¢n¢
zincir hdine getirmeka ma ¢ Pad IveaNotl (Fermant as) restriks
enz ml er i il e k&siimoynapalddbd.i kReatzdiar i1 e |
gerekli m| zemel er Tablo 3.606da verilmixktir.

enzi ml enrdei -beurliusnian pr o2t orhklol e pggrgdudrafn dé ¢ p H

g ek | i mal z e me I32W C okdder éskataétr éd rdeds éwed a i nk ¢
U@é&20dakie enzi mler. I nakt iRestrtk it ynrerk @ nd ain ¢bke
enzimleriyle keden® r ne k| er i a | lnkaagaroz jelilX TA® tarhpo O

-0 zelti si i -erisinde °rnekler ye¢regteéel mgki
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Tablo3.6.Restri ksi yon en/gobagkmemnealksizyon Kkar é

Kull anél an mal zemReaksiyon kar éxkeérm

10X G tampon + BSA 450

Pad enzimi (10 uflL) 2C0L

Notl enzimi (10 uflL) 2C0L

Gen fragmaneé/ vek 100ng1Qy

Toplam hacim 4501

3.2.8.2 Jel ekstraksiyon Kkiti il e DNA saf

UV ékék alténda g°re¢nt ¢l enen DNA par
jelden kesildi ve steril eppendotf ¢ p | er i i -eringinneagalr®rmrd §.e
ekstraksiyonuQlAquick Gel Extraction Kit (QIAGH , Lot# 139312248)

Kitin kul luamamamg°°k&l,avuz

U DNA: Tampon -°zel ti orané 1:3 oranéndze
daki ka 50 UC sécak su banyosunda tutul du
U Jel -0zl degkten sonra karékéma 1 haci
karékém Ql Aquick kol onuna aktareéel deé.

a 1 dakika 12000 rpmdédde santrifg¢gj yapeéel
a 500 OL QG tamponu ekl endi ve tekrar
yapéldeé ve altta kalan késém d°k¢l dg.

U Kolona 750 OL PE tamponu eklendi. 5
12000rpfb de santrifg¢gj yapeéel de.

a Kol on 1,5 mL6 | ik eppendor fist ¢l nEBtr
tamponu konuldu.

U 1 dakika 12000 rpmdédde sant-20f djCoyap:
kal der él deé.

u DNA péh bandéndan tam ol arkartrol etrkekt r a k't

amaceyd a(wd v) agaroz jelinde ye¢reteldeg.

B¢t éen bu akamal ar oda sécakl éejenda yapel
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3.2.8.3. Ligasyon

Restriksiyon enzimleriilk e si | mi Kk Pst Ha v@pSL0B9Bg en f r
vekt©°r DNAOGsénén birbirine bajlanmasé am

verilen malzemeler belirtilen miktarlard
olacakk e ki | de ayarl andée. Reaksi yotnho kkoolkeu | d Carr €
1 saatde2dbel@ai | di ktdednOsdakaké85i W&€Bti vas)
tamaml andeé. BNAI ligaz reezimave T4IDNA ligasyon tampon

Fermantas (Lét ELO 014} édan edi |l mi ktir. Uygul an:

| i gasyomEokBh®W émakt eri sine transfer edilr

Tablo3.7.Li gasyon bilekenleri ve kullanélan r

Kull anélan mal zemKull anél an miktar|l

T4 DNA ligasyon tampon (10X) 20

T4 DNA ligaz enzim (5 WiL) 100

PstHal2j12Pad+ Notl 314

pSLO39B1/Pad+ Notl 13.90L

Toplam hacim 200

3.2.8.4. Kompetent hg¢cre hazérl anmaseé
Bakteriler yabance DNA mol ekg¢l l erini

al abi | me yet enej i n etreptoaohcuspBhacillus. RhizBhium, © z e | |

Salmonella Pneumococcusg i b i bakter.i grupl ar éneén \
Laboratuar kokull arénda da bu °zellije s
Escherichia coli h¢crelerine bazé Kkimyasal ve f
°©zelklazkandéer él abilir. Ki myasal ve/ veya 1
h¢crelere kompetent (yeterlilik) deni r .

CaCh( kal si yum k|l oPRBNMoeku Inleggmé&lidé .y ¢&a, n¢ ma
duvar @&ndadk-élpmmasléaréénsajl ar ve 42 AC de é
DNAOG nén he¢gcre i -ine giriKki sajl anmexk ol

akamal ar uygul andeé;

i StokE.coi DH5U h &0 edddCd al éndé ivda n® mhok B
edil di kt €2590d@and87k &l ay é c adatdekietiidk ¢ bat °r d
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U Ertesi géen 1 nk¢gbe edilen h¢gcrelerden
konur ve ORyyd e ] e375 nmlaa kadar (~2 s acd )i BK¢ bAeC

edilir.

U Bakteri kel tor ¢ bu?2 gdet i mbdde nslLoj fudlud c
payl aktérélde ve 10 dakika buz ¢zerinde

U 4 AC 5000 rpmdé de 5 daknkaksamér df kil

U 10 mL sloNtlC&Ch eOk. |l eni p -°kel ti hassas b
yardéméyl a - °z yidd ekletildikted sbnradSadikik& 000 bpm 4

°C6 de santrifg¢j yapéel de.

U S¢pernatant °kegsheg wvekrearer dind CaClp ] uk 1

ekl enip -°kelti ayne kKekilde -°2z¢l ¢p 30
a 5 dakika5000 rpm2C6 de santrgfer nagtapnetedeé ve s
U Her bir -9AM&E€aGLIl & -mLz Ol.¢p 5 daki ka buz

U ¥ncedenhzeérl anmee $iéetrk edliilandrkol%5100 0 wa
kesemlar5 hamLi egepeddor f t¢pl erineilekonul u

muameleedi mi Kk h¢gcrel erden konul du.

a H¢ececreler ile gliseroléekhass8®D Nl r d ekreikn

donduruculda saklandeé
. 2.8.5. Li FadipHbdk ompenteennetn hegcr el erine tor
Transformasyon i k| a@mil eimlier akajud daan dkee |

U 80 d&eEalanan kimyasal kompetént, cr el e)i k(l 20mad e@Im saat

°nce -ékarél arak eerriewreisdi Koteekrl edigdgyona He Z e re
créengeég ekl endi ve 20 daki ka buz ¢zerinde
u 20 daki kaneérn nden °4Shekd mmpeAs®darAlCz éls@r &«lo
tekrartbuz ¢zerine al énép 5 dakika bekletil d
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U Transfor masyon tependeki séveéelar eéen t
i -ermeyen LB séveé besi yerl eri f2esaatbokal t
s¢r 8yl ¥MOpmde al kal ayécghretinmibkattdde .
U Knke¢basyonunlar@e0od®&h 8eO0kiho - @r eaml &1Ba
agarbesiyerlerines t er i | cam - ubukelka mf aeyrmaB agaten tdeemi
ink¢e¢basyola béerakel dé

Bus ¢r e stornaumsdfaor masyon plaklarénda r ek
ve nonrekombinant (gen al madan kapabDMA&@|I aft an)eptaarl

ol muk ol an bakteriler ¢reyecektir.
3.2.8. 6. Pozitif kolonilerin dejerlendir,]

Elde edilenk | oni | er de n (Pstiag2fl?) BLOBOBIZzZV egket © r ¢ n ¢ n

i -erisine dojru Kekil de bajl anép bajl an
se-ilen kroé otnrn il les ideon endon¢kyapel neénkztiéemr
Rastgele se-DLeRPZRoboagul € e bink ampsilieli - © z ¢ |
LB i -eXt6ssade biBreittesslimegkgrerpl azmit i zol a

edi |l en DRHRelidir miktcan al ekhar gk n rleameahanmief ke
kesim yapél méktér .

3.2.9 Protoplast Kzolasyonu

AvocetYrl 0 t ohumleai @ e b & ®in walknag dstdnlizRSyonc e

Kl eml er i uygul andé;

ua Tohuml ad i b 00| a 2-X adekika bekletildii%s i lin@dbe
hazérl anmék ol ane rsiosdydaidketdtddp.ok | or i t i

U Ot okl aviddHhOmé k- er i si nde bekl etil er ek

t amaml andeé.

U Steril tohumlar 50 cc camm i K el er de hazertamemék, zel a
tohuml ar biyrebcierki ne e kdieljdree Kkeo 22 halftad hoyuncae 26
karanl ék ortamdabi t knil emgy mti nepeo eg ad&ede dé.
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u Kik hafta sonund¥l0bi mkenegmphAadtdtr € uz.!t
mm olecakk e ki | de ke s i I7iolan MES (2Nn Morfplit €éiadosiuifonik

asit)tamponu - er i sinde tutul du.

a Bu i klem bittikten lasprnatao pkleassi tl mi a&kmpod nat
al enaz2 akaat ink¢gbe edi |l di

a Pet rii -péhdekiggrotoplast tamponu e bi t ki par - acéekl a
konul du veéj @da a s &c aktlda vakumsisfih r a saylotné ni k| e

uygul ande

a 26 AC sécakdee ks aat 4oy pnmda - al kal ayeéec
yapél deée.

u Bu s¢maeasorad kal ay éec é-néékna rhéélzdeé 8w r5p ndda k

karékmasé sajlandé.

a 100 10nmkd nay!l on ridniptotoplastdiamponig ei- n d e K i bi f
par - acékl aree kfailddtartewmeskz@®lra m dsde b dakika®daé m 80

sécakl ejéenda santrifg¢g)] yapel de.
a Bu iklem 2 kez tekrar edil di

a Di pte ol ukasn peddxityom tmbkmponu ekl endi

o

| maagel andé.
a Ol ukan h¢gcr e s ¢ s pagnrsaidyi oyneun t¢ zrekrei enaed dReevr e
u Bu karékeéme 3000@dakph@a santrif ¢j edil d

a | st késémda ol ukan protopl ast tabaka

ciZerine 13 mL s ¢eklgnpynesk ayman it kalmpminuy apéel deé.

u 800 depOuwékikes antri f ¢]j I Kl emi uygell @aede v
a 5 mL s¢spansiyon tamponu ekl endi

u Protoplastl ar eKit mi ktarl arda ayrel e
protoplastlarén b¢gyeé¢emel eri i -in gerekl: [
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keki |AvoBet -1 0 bujday t¢reéendemakamalapéasit S
saja) Resim 1. Kn vitro olarak -imlendir|
sol ¢syonu i-inde beéerakeélan yaprak par-al
stomal ar i -1 ndeki havanén alewmassgééveekeée
S¢zél mesi, resim 5. santrifg¢j yardéméyl a
gradiyent yardéeméeyla ¢(st késémda y¢égzen p
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4 . BULGULAR VE TARTI k MA

4.1 DNA FRAGMENTKNKN PZR KLE ¢OJALTI LI

NCBI veri bankasénda sekansé bulunan P
ol an a-@eék okuma -er-evesi Sent eGen Fir me
genin 180 baz wuzunlujundaki bir b°l gesin

yapél an PR lsehkiulcua. 16de g°r ¢l deg] ¢ ¢zere

amplifikasyon sonucu bekl enen fragman uz
kal ép i -ermeyen reaksiyon kar ékémé negat

R S > >

©

x @ x £

N N N -

o o o °

N N N <Z(

— — —

E — —_ —_ o

bpng 3 y y y .

: e g g 0°

2000 2 2 g a ©
/ﬁm s & ¥ X X
/ o [aa] om [aa)]

1800 < < > " -
/1200 < o K ~ o
-

7, B
ﬁ 200
— 700
— B0

- 500
— 400
— 300
— 200
— 100

keki l.pBBK-PstHa 1 2j 12 gen PZRrile gamuifikasyora nsonucu

agaroz e | goré¢net ¢se¢ .bpl.geknuey ur uMgeenkémtad)a2n0 0( 1 C
3. ve 4. kuyu pBSKPstHa12j12 geni ve her bir kuyucukdg YRZR ¢r ¢n ¢ . 5
kuyu kal ép DNAleé&ed@heai RZRi -eren PZR son
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4.2. PZR ! R!N! SAFLAKTIRILMASI

PZR ¢réneéng dijer bil eke Qlagem iPEGRI e n t e

purification kitdo k ul | anél sn@mww €r ol ar ak al2dz geredi | en
fragna n ékorssantrag onu ve agaroz | el fotekpkafeée Kk
4. 2B6ye g°re PZR ¢ré¢ng¢g saflaktérma 1 kKl en
Bu ise saflaktérma ikKleminin bakareéel é bi
PN
2 - o
] ¥ .
§ © o
e — —
o - ®©
2 ©c I
A) B) s o -
o
— . ]
- N Q
il il | Vees.romert complete 11132012 500 PM
Measure - Exit
Blank PrintReport | Show Repart User Default
| —— —
i Overlaycontial ~ Clear graph each Sample ] Sample Type ~ DNASD '\"
300 /N
/ \ Sample|D | psthal2j12 purify PCR
250 PRODUCT 1
gzuu-\\ / \
-g Sample# !
%1 ! \\ B2 Znm o Abs, 1689
£
Em A2010mmpety 3074 210bp
A-28010mm path 1,594
050
& 260280 193
e 2607230 184
'0'34’1 1 | | i | I | 1 | I I |
20 230 240 250 260 270 260 230 300 30 R0 B M0 3
Wavelength nm ngluL 1837
37.1 83550 0.06/88/24
keki2 PA4R il e -ojaltel an Pstsldéd1l2ajki®r eglem

A) Nanodrop cihaze yardémeyla PstHalz2j12
Agar oz DNA j el fotojrafe 1. kuyu 100 bp
Pst Hal2j 12 gemfflrakgngnegddgeXL PZR

4. 3. PLAZMKT KZOLASYONU

PSLO39B-1PDSv e k tP.coligDh5U he¢cresinden i zol e
tayini yapélde (keki.l 4. 3) . Agaroz | el
IPDSvekn®de¢, birden fazla bant g°r ¢l mekt edi
formlareder . Bnrakiea, -dkaer bant i se kot
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sonucu 260/ 280 0nmracsan®dNRAOBHEN bakar él e b

g°stermektedir. Agaroz | el geré¢nt ¢gse¢e de |
4
A) B) . :
>
E 2
Re-blank | PrintScreen | Recarding. | Measurement complete 12442012 1113 AM < %
Blank | - PrintRepart | ShowRepart User Defaul o % &
_— — o S
e X
- Overlay contral ~ Clear graph each Sample [ Sample Type ~ DNASD ' - (g_
- = — o
1000- /\
SamplelD | poama pds 4 aralik
:zg // \\ e ZUTEp\aganslwsulatmn
g 7m0
gmn--\ / \ Sampled 2
4 500 : -
Es L/ \ 230 Sinm o Abs. 4480
£ 4
= A28010 mm path 10.322
2 30—
200-- \ A28010mmpath 5326
1.00 ¥ 260/280 1.94
00—
260230 230
"1-14:| 1 | 1 l 1 1 1 1 1 1 1 |
200 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm nquL 516.1
371 B35S0 0.04/50/24
keki B pSAQ39B1PDSvV e k t plazmit izolasyonu. A) NanoDrop ile tayin
edi | mi Kk -1pyr lk&EGhSaBtrasyonu B) %1 Agaroz DNA | el
kuyu 1 kb DNA Marker (1 OL)-1POSFpwzmbtant as
il zolasyon ¢re¢gneg (1 OL) .

44 RESTRKKSKYON ENDON,; KLEAZ ENZKMLERK
GEN FRAGMANININ VEPSLO39B1 VEKT¥ R N N KESKL MESK

PZR amplifikasyonu @nucu PstHal2j1@eninePad ve Notl enzim kesim

bl gel er i ekl dnmiekttiorr.; np®LA3FEB bu t anéma
uzunl ujunda PDS ®a&nTTAATEAY wva Moé (CEGOGAER) .

enzimler. il e kesim yapelsarHaki 2P D8 gemi f -
konul arak rekombinant pl azmitdi ol uktur ul
uygul anarak restriksiyon enzim kesi mi y a
PDS geninin tamaméyla kesil i pimaagyodar mas é
yapel deé. Restri ksiyon enzim kesim ¢reégnl e

210 baz wuzunlujundaki PstHal2j 12 gen fra
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baz uzunl ujubBBS v&8k03O®B kesim sonraseé

uzumindja PDS geni -ékareéel déjeéenda 2 adet
4. 46de belirtilen sonucu destekl emektedi!
- - £
7] 7] T
(0] (0] —
X X 5)
g
(0] (0] g
— —_ [92]
£ £ f
o - - £
= N N 5 —
3 : T
< = 5
OD_ - - <Z(
o X C X C (&) —
8 (VRPN (VRPN § X
- e . - -
— N0 (RS Te) ©

1000 bp
500 bp

200 bp

kekidReds.t ri ksi yon endmogkkbbazednk mmkePBYE
fragmaneéen viPpBIR39RIPRSYV e kt 2 eln¢ g X kwutlQOdbp

DNA Marker (Fermantas) (D L. P. ve3 . Kuyu PstHal?2]jNa2e gen f
Pad enzimlerii | e kesi |l mi kK °rnekl eri (10 OL) . 5.
ve 6. kuyu BLO39B1-P DS v e k Ndl vePademezimleriyleks i | mi k  °r nek|
(10 OL) .

4. 5. JEL EKSTRA KBENA ONA KLKATKKT IKRLIEL MA S |

rl

(o]l

kekil 4. 46de bekl enen molek¢ler aj
bist¢ri yardéméyla degk¢egk UV ékéek altéenda
1,5 mL eppendorf te¢pene konul dul saeélagrer
y°ntem uygul anarak DNAGO6Il ar agaroz jelden
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bir bant halinde ve i steni |l en boyutta

bakaréyla tamamlandéjéné g°stermektedir.

0 A
o
o '
—_ o
o —
- IS
by £ —_
x
— .0 N
= =
= 8 £ <
<
< £ - ] )
% . =
-
o £ S —o
ES] - o [a] X o
8 ~ 2 - ¢
A X — .o
A N o ™ < >

OO0
6000 bp

kekiblAgda.r oz jelden geri kazanéel mék restri
100 bp gene rul er2 . XKNAy umaPrskteHa 1(23 1QL )g.en f
3. kuyu 1 kb gene ruler DNAPDS&SrkektPts ;OLL.

4. 6. LKGASYON VE TRANSFORMASYON

Mo | e kbgydlogide klonlamar éwe r i ml i bir kekilde ol n
akamal arén 1 yi dengel enmesi gerekl idir.
ol masé i -in insert ve vekt%r miktareée ivyi

enziml e muamele edidimnhik e&makdreda nDNAGI rdée
mar uz kal mamasé sajl ande.

Ligasyon sonrasé olukan ¢ré¢n transfor
ol arak 2 ayHceliDh®W Q®lodnpiek ent h¢e¢crelerine
Agar +Amp besiyerlerinxkek00del88j m29apé®éLo

yir mi dert saat s¢ren inkgbasyon sonraseée
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keki6 LBAAgar/ Ampodl i b e sl-Pysetrhianld2ej 1 ®2S Lg0e3n9iBn i n
tahmin edilen rekombinaiit.coli kolonileri.

4.2. POZKTKF KOLONKLERKN DEJERLENDKRKI

Transf or masyon sonucu besiyerinde b
araséndan rastigede pl-azmintesiiz sleasyanu vyary
i zolasyon sonucunang%ieakeéehdei ver Penh Halk 2
i -erip i -er mediPadivaNol k @mtzn onll ea ma.iKksim ke s i n
reals i yonl arénén her birinden 10 L al énail
4. 8. 06deki jelbekboeaoj 60PN abgpg thicey ¢ KI1-L ] ¢ nde
vekt©°r DNAGO6sé (¢stteki parlak bant) ve di
fragmané ol duju tahmin edilen bantlar g°
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iz g Veasuremert comglete 12102012 1201 P Pebiank | PrintScieen | P Measuremen:mmpleée 120102012 1202PM y
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k e ki [7. TrAansformantlardan elde edilen plazmit DNA hksantrasyonl a

NanoDrop

sonu-1 ar é.

Ay 1.

kol oni den

el

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

AN
200 bp

keki8PdtHal2j 12 gteaak efdréajgémmaén éwma&r saydej é me
restriksiyon kesim analiz sonucu agaroz
OL) (Fermantas), 2. kuyu 1. kol oni den al
(10 OL) restriksiyon enzim kesim ¢r¢é¢gng.
keki8b6ed.g%re kl onl ama i Kl eminin b ak
g°r ¢l mektedir fakat kesin sonu- al énmaseé
gerekmektedir. Bunun i -in pl azmit °rne
g°nderilerek sekansl ama yaptérél de.

48.SEKANS ANALKZK

Ref Gen firmaséna g°nderilen plazmit L
4. 906da g°steril mektedir. Bu sekansl ar M
yapterél mékter . Sekans anali z sonucunda
NCBI / ndel édtaist programeéne kull aneéel ar ak
ol ar ak el imi zdeki sekansén % 94 PDS ge
i Kl eminin bakaréyla sonu-lanmadéjéné ¢g°si

Saré pasa ait aday efekt©°r Yigeemtker i nde
(2009*y el enda belirlenmik ve kimdiye kadar
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efekt©Or

bakka

kekilSekads

genl er

arakteéer mal

ar il

e karkel

akKt ér él

CCCAGCTTGCTGACGCGCGCGTGGTCTTCCCT
GGGACCGAAGCTGAGCTTCGGCTCAGTATGCA
TCTTAAAGTGTGACGCAGCTACCGGAAGTTGT
TTACATACCAATTCCTAAATTTTCTCTCCAGAGT
CGTTAAGATTCATGGTTTCCAATTCAGGCATC({
TTCAAGTTCGATTATAGTGGACTTGCAAACACT|
CATCATATGGTTGATGGGCACCAGATTTGAAT
GATCTGATCAAACATTTTTTTTTTTTTTTAGCTA
CTGATTAATTAACTGGATGAAAAAGAAGGGTGT
CTGATCGAGTCAACGACGAGGTTTTTATTGCAA
TCCAAGGCCCTCAATTTCATAAACCCTGACGA(
ATCCATGCAGTGCATTCTGATTGCTCTAAACC(
TTCTCCAGGAGACGCATGGCTCGAAAATGGCA
TTGGATGGTAATCCTCCTGAAAGTAGGCGGC(C
CAGCTAGCAACGGAAGAAGAATCATCACATCC
AGAATCTTCAAAAGAAGAAGCTACGGACTTAC(
TTGCGTTAACCTCACTTTCAAGCTTAGCCATTT
ACGATATGAGAAAGTTTCAGCTCCTGCATCTT(
CTGGAGAAATTCAAGAAGTAACTCCTGTTCAGA
GTTTCAGAAGTGAATCATACAGATCCGCATGCT
TGGCCACAGAACCTACTCACGATTGGCAGTTG
ACAAGCCTCTICGCAATGGAGCATGGCATTCCA
AACTGTGTCCAACGATTCCATTCAGGGCGCAT]
TGCGGTTCCAATAGATACTTCTTGTAAAGTTCC
TCTCTTATTTCTTGTTTCAGAATATACATG

CAACAGCTTGCTGACGCGCGCGTGGTCTTCCCTTG
ACCGAAGCTGAGCTTCGGCTCAGTATGCACACTCT|
GTGTGACGCAGCTACCGGAAGTTGTAGCTTACATA
TTCCTAAATTTTCTCTCCAGAGTCCGTTAAGATTCA]
TTTCCAATTCAGGCATCGTTTTCAAGTTCGATTATA
GACTTGCAAACACTCCCATCATATGGTTGATGGGC
TCAGATTTGAATGATCTGATAMCATTTTTTTTTTTTT

TTAGCTAGCTGATTAATTAACTGGATGAAAAAGAAG
GTTCCTGATCGAGTCAACGACGAGGTTTTTATTGCA
TCCAAGGCCCTCAATTTCATAAACCCTGACGAGTTA
ATGCAGTGCATTCTGATTGCTCTAAACCGTTTTCTC|
GAGACGCATGGCTCGAAAATGGCATTCTTGGATG(Q
CCTCCTGAAAGTAGGCGGCCGCTCAGCTAGCAAC(C
AAGAACATCACATCCAACAGAATCTTCAAAAGAAGA
CTACGGACTTACGTATTGCGTTAACCTCACTTTCAA
TAGCCATTTTTACGATATGAGAAAGTTTCAGCTCCT
TCTTCTTCTGGAGAAATTCAAGAAGTAACTCCTGTT
AACGTTTCAGAAGTGAATCATACAGATCCGCATGCT
GGCCACAGAACCTACTCACGATTGGCAGTTGATCA|
CCTCTTCCGCAATGGAGCATGGCERBAACTGTGT(
CAACGATTCCATTCAGGGCGCATTTTTGCGGTTCC
GATACTTCTTGTAAAGTTCCAATCTCTTATTTCTTGT]
CAGAATATACATGCTTTCGCTCACATCTTCTTACCA
TAAGTACTTGTAGTTAAGGTACCACACACCACACA(Q
AAGTAGCCATCATGCGAGGTAAATACAGTAGATTTA
ATCAGGACCTAGAGTCCCCCACCTCGAAGTCTTTT]

anal i

koloniye ait sekans analizi
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5. SONU¢ VE ¥NERKLER

Bu t ez - aPuéckim atsifermisl fas, p . yei taii¢ci Gaday ef
genl erinden olan PstHal2j 12 geninin sust
se-il mesinin nedeni patojen il anatmfke kt e
ol maS.edéyrr éca genin sinyeal epegticr ptlogesi
fazla bulunduju bilinen sistein aminoasi

ol ukdar fnaeml i bir role sahip oldujunu g?©°:

KI'k b°l ¢mde,ekRP&trHald2ajyl 2geenfi ni n sustur
Susturumai K I emi nin VI GS y°nt emi il e yapeéel mas
~180 bp uzunlujnmBMSEKNDYD®Ii BIi D°bg@geinomunu
klonla n ma s é -al exmal aPrsé& Hayldjel 2né kgteénri ni n he
primerleruygun restriksiyon enzim®°bl gel er i I -erecelPZRaleki | de
-0] altteBru.mge n Ve pSIPBIWBINFEED S v Pdd tve Noty, enzimleri
ile kesim yapélarak yapékkan u-Vveaektetde
kl onl anméxkt ér .EcoliDh & §y ohesl esrrilgnie;, \denlandar ¢
I Kl eminin ol up ol madeéej éwgapt°qrréimhbekkt €ir - i n
sekans sonucu nklboarklaarngas €izk lod ndiurfiu g°r ¢ mg¢ i

susturma deneyl «diomé agna- ii ke ménmas @intdax ar &

1. V e kPad® vei;Notl enzimleri ile tam olarak kesilememesinden
kaynakl anabil ecejJi déekenegl mekt edi 460 Enzi
arasénda bakaré oranéna sahiptir ve enzi

kesi mtiakr erhiar ak yapélamadéjé tahmin edil

2. Kl onl ama i kleminin dijer ° mdgml.i bi
vektor Il e i nsert mi branéadaepm@moapar kaoman

ol masé klonlama iklemiduhubdgageagémebl md:

3. En °neml PZRebepuyeseamzikm il e kesim

gen fragmanénén yeter.i kadar el de edi |l em

Literat¢rde bu gene ait susturma dene)
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Tezin 1 kinagier bk | mogpplasteizolasgon optimizasyon
-al ekxdmnmHarsonr aki biyolojik testlerde kul
i -1 n aiyr -l@ajodvocet Y10y apr akl aréndan niprot opl
i zol asyon - al éknmaglaa$t ymhgpwd rmelkéd eébi r Pkeki
mi ktaré yetRProtopl maméeatem.se¢ecgrekl i1 Jini
adaptasyonu ve kontaminasyon ol asél é&jeéneé
gerekl idir. Deneylagrl aiylaemr ibdier blua blooru lulaa |
czere optimiggeumredodtmimtkarteée plagytetgdi e
el de edhthi-dagojnee et kil eki minde °neml.i bit
PstHal2j 12 gen dstagmaakdleaeacimeeoyap€l acakt

bu genin bitki i mmen i sidsf € midredge kim&y d&h &
olarak mono kot i | bitkilerden ol an buj day b
akamal ar énén optimize edi | mi Kk | abmaeé ejdii

d¢ K¢ ndeiljeenr patajehay e k't ©r bigtelil er mm¢gn s hist emi n
-al ékxkél maséna i mkan verecektir. El de edi

ver i mli gen transferi yapmak m¢mkeégn ol ac:
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