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ÖZ 

Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst), buğdayda sarı pas hastalığına sebep 

olan obligat, biotrofik bir mantardır ve dünya çapında buğdaya en fazla zarar veren 

patojendir. Başta Türkiye olmak üzere dünya buğday üretimi için en büyük 

problemlerden birini oluşturmaktadır. 

Bu tez çalışmasında, direnç mekanizmasında rolü olduğu düşünülen Pst’ye ait 

aday efektör gen PstHa12j12’nin 342 baz uzunluğunda olan kısmı sentezlettirilmiştir. 

Sentezletirilen gen fragmanının 180 baz uzunluğundaki bölüme özgün primerler 

dizayn edildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile çoğaltıldı ve susturma vektörü 

olan pSL039B-1 vektörüne klonlanması amaçlandı. Daha ileriki aşamada Avocet 

Yr10 buğday çeşidinden enzimatik yolla protoplast hücrelerinin izolasyonu 

amaçlandı. PZR ile PstHa12j12 gen fragmanı çoğaltımı başarıyla gerçekleşti ve 

transformasyon sonucu klonlar elde edildi. Sekansa gönderilen klonların analiz 

sonuçlarına göre klonlama işleminin başarısız oldu, Avocet Yr10’den protoplast 

izolasyonu gerçekleşti fakat büyümeleri için konuldukları ortamda oluşan 

kontaminasyondan dolayı tek bir hücreden yeni bir bitki oluşumu 

gerçekleştirilemedi. 

Anahtar Kelimeler: Buğday, Puccinia striiformis f. sp. tritici, bitki immün 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. GİRİŞ 

Tahıllar insanoğlunun varolmasından günümüze kadar tüketilen başlıca besin 

kaynaklarından biridir. Tahıllar içerisinde ekim alanı ve besin değeri en fazla olan 

bitki buğdaydır. 

Bitkiler doğada diğer canlılar ile etkileşim halinde olmakla birlikte 

yararlarının yanında zararlarına da maruz kalabilmektedirler. Konak olarak buğdayı 

seçen ve hastalıklara sebep olabilen bakteri, virüs, nematod ve mantarlar vardır. 

Puccinia striiformis tritici’de bunlardan biridir ve sarı pas hastalığına sebep olur. Bu 

mantarı diğerlerinden ayıran özelliği yaprak, sap ve başak kısımlarında sarı renkli 

çizgi şeklinde püstüller oluşturmasıdır. Konak bitki patojenin saldırısına uğradığı 

zaman patojenden salgılanan efektör molekülleri bitkide bulunan dirençlilik genleri 

(R genler) tarafından tanınır ve sinyal iletimi ile immün sistem aktif hale gelir. 

Bitkilerde hastalıkları önlemek amacıyla kimyasal yöntemler uygulanmıştır 

fakat kimyasalların çevreye ve insan sağlığına olan zararlarından dolayı pek tercih 

edilmemektedir. Bunun yerine biyoteknolojik yöntemlerden yararlanarak hastalık 

oluşturan patojen ve konak bitki arasındaki ilişkiyi anlayıp çözümler üretilerek daha 

başarılı ve sağlıklı sonuçların elde edilebileceği düşünülmektedir. Bu sebeple bu tez 

çalışmasında bitki direnç mekanizmasında rolü olduğunu düşündüğümüz aday 

efektör geni olan PstHa12j12 gen fragmanını PZR ile çoğaltılıp susturma vektörü 

olarak kullanılan pSL039B-1 vektörüne klonlanması amaçlanmıştır. Daha sonraki 

aşamada ise Avocet Yr10 buğday protoplast hücrelerinin izole edilip PstHa12j12 gen 

fragmanının protoplast hücrelerine aktarılarak bitkide meydana getirdiği 

değişikliklerin incelenmesi amaçlanmıştır. 

1.1 BUĞDAY 

Tahıllar dünyada kültüre alınan ilk bitkilerdendir ve ekonomik anlamda en 

yaygın olarak kullanılan çiçekli bitkiler içerisinde yer almaktadır
1
. Ülkemizde 

işlenen tarım alanları içerisinde tahılların oranı % 52’dir ve insanlar tarafından 

tüketilen başlıca besin kaynağıdır. En fazla ekim alanı ile buğday tahıllar arasında ilk 

sırada yer almaktadır
2
. 
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İnsanoğlu buğdayı 10.000 yıldan beri yetiştirmesine rağmen ancak M.Ö. 8000 

yıllarında kültüre alınmıştır
3
. Buğday bitkisinin kökeni Güneybatı Asya kabul edilen 

Anadolu’nun doğusudur. Ayrıca Türkiye, Suriye, Irak ve Kafkasya’da yabani buğday 

türleri bulunduğundan dolayı bu bölgenin gen merkezi olarak kabul edilmesi 

gerektiği belirtilmektedir
4
. 

Tablo 1. 1. Ekmeklik buğdayın bilimsel sınıflandırması 

Alem Plantae – Bitkiler 

Şube  Magnoliophyta – Çiçekli bitkiler 

Sınıf Liliopsida – Tek çenekli bitkiler 

Ordo Cyperales 

Familya Poaceae – Buğdaygiller 

Cins  Triticum – Buğday 

Tür Triticum aestivum 

 

Buğday tanesinin içeriğindeki glutenden dolayı makarna, bisküvi ve unlu 

mamüllerin üretiminde
3a

, alkollü içeceklerin kaynağı olarak, sentetik kauçuk ve 

patlayıcı maddelerin yapımında kullanılmaktadır. Buğday tanesi öğütüldükten sonra 

geriye kalan kepek kısmı ise hayvanların beslenmesinde kullanılır. Ayrıca yetişme 

şartları göz önüne alındığında kolay yetiştirilebilmesi, çevre şartlarına uyum 

sağlayabilmesi, depolanmasının kolay olması ve besin yönünden zengin maddeler 

içermesi buğdayın önemli bir bitki olmasını sağlayan özelliklerdendir
5
. 

Dünyada yıllık buğday üretimi 600 milyon tonun üzerindedir ve 2020’ye 

kadar bu miktarın yaklaşık 1000 milyon tonu aşması tahmin edilmektedir. 

Türkiye’nin bu üretime katkısı FAO’nun (Food and agriculture organization) 

verilerine göre 19.3 milyon tondur ve ilk 10 ülke arasında yer almaktadır (Tablo 1.2). 
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Tablo 1. 2. Dünya’da buğday üretimi (www.fao.org, 2011) 

 

1.2. SARI PAS HASTALIĞI 

Sarı pas hastalığı Pst’nin tahrip edici etksi nedeniyle dünya çapında önemli 

bir pas hastalığıdır. Antartika hariç 60’tan fazla ülkede sarı pas hastalığına 

rastlanmamıştır
6
. 

 

Şekil 1. 1. Dünyada sarı pas hastalığının dağılımı (CABI, 2000). 

Çizgi pası olarak da bilinen sarı pas hastalığı ilk kez Gadd ( 1777) tarafından 

tanımlanmıştır. Hastalık hakkında ilk rapor ve bilgiler Hassebrauk (1965), Stubbs 

(1985), Line (2002), Li ve Zeng (2003) tarafından verilmiştir
7
. 
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Tablo 1. 3. Pst’nin bilimsel sınıflandırması 

Alem Fungi 

Şube Basidiomycota 

Sınıf Urediniomycetes 

Ordo Uredinales 

Familya Pucciniastraceae 

Cins Puccinia 

Tür Puccinia striiformis 

Varyete Puccinia striiformis tritici 

 

Sarı pas hastalığına sebep olan Pst obligat, biotrofik bir mantardır. Tahılların 

sap, başak ve yapraklarında görülür. Yaprakların üzerinde sarı renkli çizgiye benzer 

dikiş şeklinde püstüller oluşturur. Püstüller yazlık sporların üretildiği yerlerdir. Sarı 

pas hastalığı buğday haricinde yaklaşık 300 adet kültür ve yabani buğdaygiller 

familyasına ait türde de hastalığa sebep olmaktadır ama ana konak bitkisi buğdaydır
8
. 

 

Şekil 1. 2. Buğday yaprağı ve başaklarında sarı pas
8
. 

Sarı pas hastalığı bitki gelişiminde en erken görülen pas mantarıdır ve 

başlangıç enfeksiyon noktasının ötesinde sürekli yayılma gösteren tek buğday 

pasıdır
8
. Bu hastalıkla mücadele etmek ve enfeksiyon sırasında bitkide ne gibi 

değişiklikler olduğunu anlayabilmek için patojenin yaşam döngüsünün bilinmesi 

gerekmektedir. Sarı pasın yaşam döngüsü iki safhadan oluşmaktadır bunlar; üredinial 

(yazlık sporlar) ve telial (kışlık sporlar) safhalardır. Patojenin üredosporları yuvarlak 

veya oval, çeperleri dikenli, üç veya dört adet olan porlar ise yüzey üzerine 
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dağılmıştır. Teliosporlar ise uzunca, hücre çeperi kalın ve düz iki hücreli, bu hücreler 

arası hafif boğumludur. Buğday tarlalarında ilkbaharda hava sıcaklığının 10-15 °C 

arası olduğu zaman nem ile birlikte hastalık görülmeye başlar. Çizgi gibi uzunlu 

kısalı dikiş benzeri püstüllerin içinde patojenin yazlık sporları oluşur. Bu püstüller 

limon veya portakal rengindedir. İlkbaharda bu püstüllerden oluşan milyonlarca 

yazlık spor rüzgâr ile çevreye dağılarak uygun koşullar sağlandığında buğday 

bitkilerine bulaşıp yeni püstüller oluştururlar. Hastalığın oluşumunda sıcaklık ve nem 

çok önemlidir. Üredosporların çimlenip konukçuya giriş yapabilmesi için % 100'e 

yakın oranda neme veya yağışa gereksinim vardır. Mevsim sonunda üredosporların 

yataklarından aynı püstüllerde siyah renkli teliosporlar (kışlık sporlar) oluşur ve 

hayat devresinde bir önemi bulunmamaktadır. Patojen yaz mevsimini, yüksek rakımlı 

bölgelerde canlı kalan yabani buğdaygillerde, kış mevsimini ise güzlük ekilen 

buğdaylar üzerinde ürediospor veya ürediomisel halinde geçirir. Pas mantarının 

inkübasyon süresi 12-14 gün ve ara konukçusu bilinmemektedir. Fakat son yapılan 

araştırmalara göre Berberis, Valerianella ve Mahonia’nın alternatif konakları 

olabileceği bildirilmektedir
9
. 

 

Şekil 1. 3. Pst’ye ait yaşam döngüsü
8
. 
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1.3. SARI PAS ENFEKSİYON SÜRECİ 

Pst’ye ait aseksüel hayat döngüsü iyi bir şekilde tanımlanmıştır. Hava ile 

taşınmış olan ürediniosporlar bitki yüzeyinde çimlenir ve stoma açıklığı boyunca 

bitki içerisine girer. Stoma boşluğunun içerisinde 3 adet enfeksiyon hiflerinin 

geliştiği bölgede bir adet substomatal vezikülü oluşmaya başlar. Bir enfeksiyon hifi 

ve konak mezofil hücresi arasında kontakt (bağlantı) kurulmak üzere iken ana 

haustorya hücresi farklılaşır. Mezofil hücre duvarına doğru dallanan enfeksiyon 

kancası gelişir ve mezofil hücresinin içerisinde haustoryum oluşur. Yaprak boyunca 

gelişen, daha çok haustorya oluşumunu sağlayan hücreler arası dağıtıcı (runner) hif 

meydana gelmesi daha fazla kolonizasyonu sağlar. Enfeksiyondan 14 gün sonra 

aseksüel yaşam döngüsü tamamlanır ve urediniosporlar yaprak yüzeyine çıkarak sarı 

pasa özgü olan sarı püstüller meydana gelir10. Patojenin gelişiminin farklı 

safhalarında sarı pasa ait farklı R genleri görülmesi enfeksiyon sürecini anlamayı 

zorlaştırmaktadır11. Enfeksiyon sürecinin bilinmesinin en iyi yolu hücresel ve 

moleküler mekanizmaların arkasındaki ırka özgü dayanıklılığın anlaşılmasıdır
12

. 

 

Şekil 1. 4. Pst gelişimi ve bitkinin hücresel tepkisi (A) Çimlenen ürediniospor (GU), 

substomatal vezikül (SSV), birinci enfeksiyon hifi (IH) ve dağıtıcı (runner) hifi (RH). 

(B) Dağıtıcı (runner) hifinin uzunluğu boyunca oluşan haustorya ana hücresi(HMC) 

(C) Mezofil birincil (1°HCD)  ve ikincil (2°HCD) hipersensitif hücre ölümü. (D) 

Çökmüş mezıfil hücreleri (MCC). Bütün resimler 72 hpi(hour post inoculation=saat 

sonra inökülasyon) Avocet 6/Yrl ve Yrl-avirulan izolatının 232E137 ile etkileşimi 

Bar=50 mm
13

. 



7 

 

1.4. PSTHA12J12 GENİ 

PstHa12j12 geni Pst türüne ait bir gendir. Bu gen Pst ile yüksek düzeyde 

enfekte edilmiş hassas ekmeklik buğday da oluşan haustorya elde edildikten sonra 

yapılan cDNA sekans analizi sonrasında elde edilmiştir. Yin ve ark.,
14 

tarafından 

yapılan çalışmada haustoryada ifade edilen tüm RNA’lardan (ribo nükleik asit) 

mRNA’lar elde edilerek oluşturulan cDNA kütüphanesinden gen sekansları 

bulunmuştur. Sekans sonucu elde edilen EST’ler (Expres Sequence Tags) BLAST 

yapılarak diğer protein ve patojenlerle arasındaki etkileşime bakılarak 15 adet gen 

belirlenmiş ve PstHa12j12’de bu genlerden bir tanesidir (Tablo 1. 4). Bu genin 

anlatım seviyesi analizlerine göre Pst ile muamele edilmiş yapraklar ürediniosporlara 

göre 100 kat daha fazla anlatım gerçekleştirmiştir ve sekans sonucunda bitki genomu 

ile homoloji göstermemektedir. Pst ile enfekte edilmiş yaprakların anlatım 

düzeylerinin artması bu genin patojen tarafından salgılanıp bitkide hastalık 

oluşturmada önemli bir role sahip olduğu görülmektedir.  

Günümüze kadar yapılan çalışmaların incelenmesi sonucunda PstHa12j12 

yeni bulunan bir gendir. Bu genin fonksiyonu ve kodladığı proteinin diğer 

proteinlerle etkileşimi henüz bilinmemektedir. Hulbert H. S. ve ark. (2010)  

yaptıkları gen susturma çalışmalarında PstHa12j12 geninin anlatım seviyesinde % 53 

azalma tespit etmişler ve BMSV-VIGS yöntemi ile PstHa12j12 geninin yazılımının 

baskılanabileceğini göstermişlerdir. 
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Tablo 1. 4. Pst’ye ait haustorya cDNA kütüphanesindeki genler ve tahmini olarak 

kodladığı proteinlerin homolojileri
14

. 

Gen  GenBank 

No 

Boyut 

(a.a) 

Homoloji 

PstHa2a5 GH737102 117 P.graminis’de tahmin edilen protein 

PstHa9F18 GH737274 259 P.graminis’de tahmin edilen protein 

PstHa12a4 GH737444 289 P.graminis’de tahmin edilen protein 

PstHa12j12 GH737467 133 Homolojisi yok 

PstHa15N21 GH737567 98 Homolojisi yok 

PstHa21O8 GH737139 92 Kabul edilen sülfat transportır 

PstHa5a23 GH737046 108 Homolojisi yok  

PstHa6i16 GH737950 73 P.graminis’de tahmin edilen protein 

PstHa8F13 GH737007 116 Homolojisi yok 

PstHa2c7 GH737231 204 P.graminis’de tahmin edilen protein 

PstHa1683 GH737129 87 Homolojisi yok 

PstHa10F24 GH737323 56 Homolojisi yok 

PstHa16D6 GH737598 66 Aspergillus niger’de tahmin edilen protein 

PstHa9C13 GH738022 65 P.graminis’de tahmin edilen protein 

PstHa12h2 GH737173 70 Homolojisi yok 

 

1.5. BSMV SUSTURMA VEKTÖRÜ PSL039B-1PDS 

Arpa çizgi mozaik virüsü (BSMV) Hordeivirus grubuna ait arpayı enfekte eden bir 

virüstür. Asıl konak olarak kullandığı bitki arpa olmasına rağmen buğday bitkisinide 

enfekte edebilmektedir. BSMV genomu üç bölümden oluşmaktadır α, ß, γ
15

. 

pSL039B-1PDS vektörünün yapısında 185 baz uzunluğundaki PDS geni PacI ve 

NotI enzimleri ile kesilip yerine PstHa12j12 gen fragmanı konulmak üzere 

tasarlanmıştır. pSL039B-1PDS vektörü Steven R., Scofield of Purdue Unıversıty, 

USA’dan temin edilmiştir. 
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Şekil 1. 5. pSL039B-1PDS vektörünün haritası. 

 

1.6. PROTOPLAST 

Hücre kültür çalışmalarında kullanılan yöntemlerden biri protoplast 

izolasyonu ile gen aktarımıdır. Bitki hücreleri selülozdan oluşan bir hücre duvarıyla 

çevrilmiş ve doku içerisindeki hücreler birbirlerine zengin bir matriks ile bağlıdırlar. 

Mekanik ya da enzimatik yollarla bitki hücre duvarının uzaklaştırılması sonucu 

oluşan yapıya da protoplast denir.  

Protoplazma ismi ilk kez Purkinje tarafından 1840 yılında ve daha sonra Von 

Mohl tarafında 1846 yılında önerildi. Protoplazma bugün bildiğimiz en kompleks 

yapılardandır. Canlı protoplazma organizmadan organizmaya ve hücreden hücreye 

yapısı değişse de ortak metabolizma, büyüme, üreme ve uyarılabilme özelliklerinin 

fazla değişmediği gözlenmektedir. 

Yüksek yapılı bitkilerde mekanik yolla protoplast izolasyonu ilk kez 1892’de,  

1960’lı yıllarda ise enzim uygulaması yoluyla canlı protoplast izolasyonu 
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gerçekleştirilmiştir. Protoplast çalışmalarının temel amacı, bir tek hücreden yeni bir 

bitki oluşumunu sağlayabilmektir
16

. Protoplastlardan bitki rejenerasyonu ilk kez 

tütün bitkisinde gerçekleştirilmiştir
17

. Günümüzde ise tek yıllık bitkiler
18

, 

baklagiller
19

 ve çok yıllık bitkilerde
20

 protoplast kültürü çalışılmıştır. 

Protoplastlar genellikle dokuların protoplast yapısını ve canlılığını koruyacak, 

osmotik basıncın sabit kalmasını sağlayacak, hücre duvarını parçalayacak enzimlere 

maruz bırakılarak izole edilir. Başarılı bir protoplast izolasyonu; kullanılan doku ve 

hücrelerin fizyolojik durumuna, kullanılan enzimlere, solüsyon bileşimlerine, 

osmotik basıncın stabilizasyonu sağlayacak maddelerin yapısına ve 

konsantrasyonuna bağlıdır.  

Protoplast izolasyonunda genel olarak yapraklar kullanılır.  Genç bitkiler 

veya yeni sürgünlerden alınan tam olarak açılmış yapraklar protoplast izolasyonu 

için uygundur. Yaprağın yaşı ve yaprağın alındığı bitkinin yetiştiği ortamdaki ışık, 

sıcaklık, toprak verimliliği ve su gibi çevre koşulları protoplast verimini, canlılığını 

ve kalitesini önemli derecede etkiler. Dokunun fizyolojik durumu protoplast 

izolasyonunda önemli bir faktör olduğu için bitkiler çevre koşullarının kontrol 

edilebildiği iklim odalarında ve seralarda yetiştirilir.  

Protoplast izolasyonunda yaprak dokusunun dışında, sürgün uçları, 

kotiledonlar, çiçek petallari, mikrosporlar, kallus ve hücre süspansiyonları da 

protoplast kaynağı olarak kullanılabilmektedir. 

Protoplast teknolojisinin iki önemli uygulama alanı somatik melezleme ve 

protoplastlara doğrudan gen aktarımıdır. Somatik melezleme, farklı çeşit, tür veya 

cinsten iki protoplastın genellikle PEG (polyethylene glycol) yardımıyla 

kaynaştırılması olayına denir. İzole edilmiş protoplastlar çekirdek ve kloroplast gibi 

bitki organellerini içine alabilmektedir. Ayrıca protoplastların protein, DNA ve 

mikro molekülleri, içine alabildiği araştırmalarda saptanmıştır. Bakteri ve diğer 

organizmaların DNA’sı protoplastlar tarafından alınabilmektedir. Bu yolla 

protoplastlara doğrudan gen aktarımı yapılmaktadır. İşlemin yapılabilmesi için 

sadece bu genleri taşıyan plastitlerin veya fajların elde edilmesi yeterli değildir. 

Bunlar doğrudan bir bitkiye aktarılma yerine hücrelerin içine sokulabilirler ve 

protoplastlar bu tür gen maniplasyonu çalışmalarında ideal bir materyal oluştururlar. 
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Bu özelliğinin yanı sıra genetik değişikliğe uğratılarak yeni bitki bir oluşturma 

yeteneğinede sahiptirler. 
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2. KURAMSAL ÇERÇEVE 

Ekosistem içerisinde bitkiler diğer canlılarla sürekli etkileşim halindedir. 

Mikroorganizmaların ve böceklerin olumlu ya da olumsuz etkilerine maruz kalırlar. 

Olumsuz etkilerden kendilerini korumak için bitkiler birçok savunma mekanizması 

geliştirmiştir. Bu mekanizmalar bazı patojenler için engelleyici olsa da bazıları için 

engelliyici değildir ve bunun sonucunda bitkide hastalıklar meydana gelir. Bu 

hastalıkların tarımda verimliliği azaltıcı etkisinin yanısıra ürün kayıplarına da sebep 

olmaktadır. Bu yüzden bitki patojenle karşılaştığında patojene karşı verdiği tepki 

bitki savunma mekanizmalarını anlamada büyük yarar sağlayacaktır. 

 Bitki immün sistemi omurgalı canlılarınkinden farklıdır. Örneğin, omurgalılar 

gibi kan dolaşım sistemi, antikorları, gezici hücreleri yoktur. Bitkilerin sahip 

oldukları immün sistem bazı patojen ve pestisitlere karşı doğal dayanıklılık 

gösterirken farklı patojenlere karşı daha duyarlı olurlar. Bu duruma temel 

dayanıklılık (genel dayanıklılık) denir ve uzun ömürlüdür. Temel dayanıklılığın 

mekanizması birçok durumda bitkide patojen sporlarının gelişmesini, hücre ve 

dokularda lezyonların oluşmasını engeller. Bitki, patojenin hücre içine girmesini 

engelleyici veya hücre içine girmeyi başarmış etkenin çoğalmasını ve yayılmasını 

önleyebilecek kimyasal maddelere (antimikrobiyal bileşikler, enzimler, yapısal 

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

hastalığa karşı dayanıklı olmasını sağlamaktadır.  

Tablo 2. 1. Konukçu bitki-patojen ilişkileri 

Konukçu bitki genotip 

Patojen genotip RR Rr rr 

AA (Avirulan) Dayanıklı Dayanıklı Hassas 

Aa (Avirulan) Dayanıklı Dayanıklı Hassas 

aa (Virulan) Hassas Hassas Hassas 

 

Herhangi bir patojen konukçu bitki üzerinde normal yaşamını devam 

ettirirken bitkiye zarar veriyorsa, bitki hassas, patojen virülan ve aralarındaki ilişki 

uyumlu ilişki olarak adlandırılır. Patojen bitki üzerinde normal yaşamını devam 

ettirirken, bitkide herhangi bir zarar ortaya çıkarmıyorsa, bitki o patojene karşı 

toleranslıdır denir. Eğer bir patojen konukçu bitki üzerinde gelişme ve çoğalmasını 
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tümüyle durdurursa, bu durumda konukçu bitki dayanıklı, patojen avirülan ve 

konukçu-patojen arasındaki ilişkiler de uyumsuzdur denir. Patojen konukçu bitki 

üzerinde gelişmeye başlamakta ve konukçu hücrenin etrafındaki komşu hücreler hızlı 

bir şekilde apopitoz (programlanmış hücre ölümü) duruma geçerek patojenin 

konukçu bitkide yayılmasını engelliyorsa bu duruma hipersensitif tepki (aşırı 

duyarlılık) denir
21

. 

2.1. DAYANIKLILIK GENLERİ (R GENLER) 

Bitki savunma mekanizmalarından en önemlisi R (resistant=dayanıklılık) 

genleridir
22

. R genleri patojene karşı dayanıklılığı sağlayan yapısal proteinlerdir
23

. 

Genelde patojenleri tanıma ve patojenlerin büyümesini engellemekle görevlidirler. 

Dayanıklı bitkide bulunan R proteinleri patojene ait avirülan (Avr) proteinlerini tanır 

ve direnç oluşumunu uyarır. Bu mekanizmaya gene karşı gen hipotezi (gene for gene 

resistance) denir
24

. R proteininin dayanıklılık mekanizmasını başlatabilmesi için R-

Avr etkileşimi olmalıdır. Bu etkileşim sonucu oluşan sinyal mekanizması patojenin 

bitkiye enfekte olmaya çalıştığı bölgedeki hücrelerde Hipersensitif Tepki (HR) 

ortaya çıkar ve patojenin o bölgedeki saldırısını etkin bir şekilde sınırlandırır. Bitki-

patojen ilişkisi boyunca HR dahil birçok savunma mekanizması aktif hale 

gelmektedir. R protein veya Avr proteinin olmadığı durumlarda etkileşim olmadığı 

için patojen bitki tarafından algılanamaz ve patojen bitkide yayılmaya başlar
25

.  

Flor (1971)
24

’un gene karşı gen modeline göre, Avr geni tarafından 

sentezlenen efektör ya da elisitör, R geninin ürününe bağlanarak aktive olur. Aktif 

duruma geçen R geninin ürünü de savunma yanıtını başlatacak olan sinyallerin 

iletimini sağlar. İzole edilen R genlerinin büyük çoğunluğu, maya, Drosophila ve 

memelilerde bulunan reseptör proteinlere yapısal benzerlik gösteren proteinleri 

kodlarlar. R genlerinin ürünleri de reseptör benzeri fonksiyonları yerine getirirler
26

. 

R proteinlerinin büyük çoğunluğunun yapısında NBS (Nucleotide Binding 

Site=Nükleotit bağlanma bölgesi) ve LRR (Leucine Rich Repeat=Lösin zengin 

tekrarı) altbirimleri bulunur. Bitkilerde NBS-LRR yapısını gösteren çok sayıda gen 

bulunmaktadır.  Örneğin Arabidopsis thaliana genomunun % 1’ini NBS-LRR 

yapısındaki genler olusturmaktadır
27

. NBS-LRR genlerindeki NBS, ATP veya GTP 

bağlarken, LRR birimi protein-elisitör/efektör etkileşiminden sorumludur. Tanıma 



14 

 

işlevinin spesifik oluşunu LRR birimi sağlar
28

. LRR biriminin üç boyutlu yapısı ilk 

kez ribonukleaz inhibitöründe (RI) incelenmiştir
29 

ve NBS’lerden birine karşılık 

gelmektedir
30

. 

Genel olarak buğday allohekzaploid’dir (2n = 6x = 42) ve oldukça uzun 

genoma sahiptir (her bir haploid hücre için 16 milyon kb) ve bununla birlikte % 

80’den daha fazla tekrarlayan DNA sekansları bulunmaktadır. Bu özellik buğday 

genomunun agronomik öneme sahip genlerin genetik metotlarla klonlanmasını 

zorlaştırmaktadır. Günümüze kadar buğdaydan sadece üç tane R geni izole edilmiş 

ve yayınlanmıştır. 50 adet Lr geninin sadece fenotip ve/veya kromozom üzerindeki 

pozisyonları bilinmekle birlikte sadece bunlardan 2 tanesinin fonksiyonu karakterize 

edilmiştir. Bunlar Lr21
31

 ve Lr10
32 

genleridir. Buğdayda üçüncü R geni ise Pm3’ dür 

ve külleme hastalığına karşı dayanıklılıktan sorumludur
33

. Yr10 geni ise buğdayda 

sarı pas hastalığına neden olan bir Pst ırkına (Avr10 içeren) karşı dayanıklılıktan 

sorumludur ve GenBank’ta sekansına ulaşmak mümkündür
34

, ancak henüz 

NCBI’daki sekansı Yr10 direnç aktivitesine sahip olduğunu kanıtlayan bir çalışmaya 

literatür araştırmasında rastlanmamıştır. 

2.2. HİPERSENSİTİF TEPKİ 

Gene-karşı-gen etkileşiminin tetiklediği dayanıklılık mekanizması 

hipersensitif tepki olarak adlandırılır. Hipersensitif tepki yapısal bir savunma 

mekanizmasından çok biyokimyasal bir savunma mekanizmasıdır. Aşırı duyarlı yanıt 

da denilen hipersensitif tepki, komşu hücreleri patojenin varlığına karşı uyaracak 

olan sinyal moleküllerin oluşturulması, antimikrobiyal enzim ve metabolitlerin 

sentezi, enfeksiyonun gerçekleştiği bölgeyi çevreleyen hücre duvarlarının 

güçlendirilmesi ve patojenle temas kuran hücrelerin programlı ölümü gibi 

mekanizmaları kapsar. Programlı hücre ölümü bitkinin patojene gösterdiği en önemli 

dayanıklılık mekanizması olup, hücre bileşenlerinin kahverengileşmesine neden olan 

katalitik reaksiyonlar tarafından gerçekleştirilir. Ölü hücreler geçirgen olmayan bir 

tabaka oluşturarak, patojeni sağlıklı hücrelerden uzak tutar ve patojenin yayılmasını 

engeller
35

. Patojen ile etkileşime giren konukçu hücre ne kadar hızlı ölürse, bitki 

enfeksiyona o kadar dayanıklı olur. 
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2.3. BİTKİ İMMÜN SİSTEM 

Bitkilerde hastalıklara karşı dirençlilik ekonomik açıdan önemli bir sorundur 

ve bu konu üzerinde pek çok çalışma yapılmaktadır. Bitkilerde dirençlilik 

mekanizmasının anlaşılması ve genlerin fonksiyonlarının belirlenmesi bitki immün 

sistemini anlamak üzere atılan büyük adımlardandır.  

Bitki ve patojen arasındaki ilişkinin evrimsel süreci Jones ve ark. 

(2006)
36a

’larının zikzak modeline göre dört bölümden oluşmaktadır. İlk bölümde, 

bitki patojen tarafından salgılanan faktörler yani mikrop ilişkili moleküler motifleri 

(MAMPs) tanıdığı zaman bazal savunmayı indükler. Bu immüniteye patojenin 

tetiklediği immünite, PTI, denir. Örneğin bakteriyal flajellinler, mantar kökenli kitin, 

Pep-13 gibi MAMP’lar bitki tarafından tanınır. Mikrop ilişkili moleküler motifler 

(MAMPs) bitkinin motif tanıma reseptörleri (PRRs) tarafından tanınır. Örneğin flg2 

flajellin domain membran üzerinde konumlanmış olan FLS2 adlı LRR-RKs (leucine 

rich repeat-receptor kinase=Lösin zengin tekrar-reseptör kinazlar) tarafından tanınır. 

PRRs tarafından tanınan MAMPs zayıf bir immünite sağlar ve daha fazla 

kolonizasyonu engeller
36

. 

İkinci bölümde patojen bazal savunmanın üstesinden gelmek için bazı 

adaptasyonlar geliştirir fakat patojen ataklarına karşı çok etkili değildir. Patojenin bu 

modifikasyonları çoğunlukla konağa özgüdür. Bu bölümde patojenler PTI’nın 

üstesinden gelir ve ETS ile sonuçlanır. Bu baskılama patojenin kazandığı bazı 

fonksiyonlar; örneğin yapısal rol ile başarılır. Patojenler ayrıca küçük moleküller 

üretirler ve bunlar bitki hücresinin fonksiyonlarını taklit eden ya da tahrip eden 

moleküllerdir. Örneğin taklit eden bitki hormanlarından jasmonik asit, oksin, 

giberellin ve sitokinin patojenin konak hücreyi başarılı bir şekilde istila etmesini 

sağlar. Bu moleküllerin dağıtımı TTSS (Tip üç salgı sistemi) tarafından yapılır. 

TTSS, PTI’yı baskılar ve böylece PTI’da daha fazla kolonizasyona izin verir
36

. TTSS 

daha çok bakteriyal patojenler için kullanılır ama mantar patojenleri için 

kullanımıyla ilgili yeterli çalışmabulunmamaktadır. 

Bitki cevap süreci dayanıklı patojenlere karşı bitkilerin evrimini içerir. 

Spesifik elisitörler diğer bir deyişle avirülan (Avr) genleri R genleri tarafından tanınır 
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ve ETI (effektörün tetiklediği immünite) oluşur. Bitkide R geni patojende Avr 

geninin her ikisi de bulunduğu zaman patojene dayanıklılık oluşur fakat bu genlerden 

biri olmadığı zaman hastalık görülür. Bu R-Avr ilişkisi zincir sinyal transdüksiyonu 

olaylarını tetikler ve patojenin kolonize olmasını engellenir. R geni aracılı ETI çok 

hızlı, güçlü ve PTI’dan daha etkilidir. ETI genellikle enfeksiyon bölgesinde HR ile 

sonuçlanır. R genleri patojenin tetiklediği savunma cevabının doğrudan ya da dolaylı 

olarak farkına varır. Gene karşı gen hipotezi R-Avr ilişkisini doğrudan etkileşim 

olarak önerir ve aynı kökenli R genleri içinde bu geçerlidir. Bunun aksine Guard 

hipotezi de R proteinlerinin dolaylı olarak elisitörleri algıladığını, yani ilişkinin başka 

bir protein ile sağlandığınıönermektedir, yani ilişkiyi bir başka protein sağlar
37

.   

Zikzak modelinin son bölümünde, patojen ETI’ın üstesinden geldikçe 

evrimleşir. Eğer R-Avr genleri arasındaki etkileşim doğrudan ise mutasyon şeklinde 

değişikliğe sebep olur. Diğer taraftan R-Avr ilişkisi dolaylı ise, patojen virülan 

aktiviteyi duraklatarak kaçar
36b

. 

 

 

Şekil 2. 1. Bitki immün sistemini gösteren zikzak model
36a

. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. MATERYALLER 

3.1.1. Kimyasallar 

Tablo 3. 1. Kullanılan kimyasallar ve üretici firmalar 

Kimyasallar Üretici firma 

Agaroz Applichem 

DNA marker NEB 

Taq DNA polimeraz NEB 

TAE tampon  Applichem 

Primer Heliks biyoteknoloji 

10X PZR tampon Fermantas 

Restriksiyon enzim Fermantas 

PZR pürifikasyon 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 

ß-Mercaptoetanol Sigma Aldrich 

BSA Gerbu 

Ampisilin Applichem 

 

3.1.2. Alet ve Ekipmanlar 

Tablo 3. 2. Kullanılan alet ve ekipmanlar 

Alet ve ekipmanlar Üretici firmalar 

Santrifüj Sigma 3K15 

Spektrofotometre Shimadzu UV 1601 

Agaroz jel elektroforez sistemi Continental Lab  

Vorteks Fisons whirlimixer 

İnkübatör ve çalkalayıcı Biosan Es-20 

Jel görüntüleme sistemi Kodak jel logic 

Mikropipet Eppendorf 

Sıcak su banyosu Grant w-14 

Mikrosantrifüj Continental Lab 3410 
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3.1.3. Tampon ve Çözeltiler 

Tüm çözeltiler aksi belirtilmediği takdirde 0.22-mikron steril filtreden 

geçirilerek sterilize edildi. Çözeltilerin hazırlanmasında bidistile H2O (ddH2O) 

kullanıldı.  

Agaroz jel: % 1.5 agaroz 1XTAE tamponunda ısıtılarak çözüldü ve agaroz 

jel elektroforezi deneyinde kullanılmak üzere jel kasetine döküldü. 

Ampisilin stok çözeltisi (100 µg/mL): 100 µg/mL konsantrasyonda olacak 

şekilde ampisilin steril ddH2O içerisinde çözüldü, 0.22-mikron steril filtreden 

geçirilip 500 µL hacimlerde -20 °C’de saklandı.  

CaCl2 (1M): CaCl2x2H2O’dan 29.4 g tartıldı ve 200 mL ddH2O içerisinde 

çözüldü. Filtreden geçirilerek sterilizasyonu sağlandı ve +4 °C’de saklandı. 

NaOH (0.5N): 3.99 g NaOH tartıldı ve 200 mL steril ddH2O içersinde 

çözüldü ve oda sıcaklığında saklandı. LB ve LB agar hazırlarken pH’ı ayarlamak için 

kullanılmaktadır. 

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

g sakkaroz tartıldı ve 900 mL ddH2O içerisinde çözüldü. pH 5.7-5.8’e ayarlanarak 

toplam hacim 1 L’ye tamamlandı. 7 g agar eklenip ısıtıcılı karıştırıcıda agarın erimesi 

sağlandı. Besiyeri sıcaklığı 50-55 °C’ye düştüğü zaman 50 cc cam şişelere besiyeri 

döküldü ve 20 dakika otoklavlandı daha sonra besiyerlerinin donması beklendi ve 

oda sıcaklığında saklandı. 

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

ddH2O içerisinde çözüldü ve 1 atm basınç 121 °C’de 20 dakika otoklavlandı ve 4 

°C’de saklandı. 

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

Agar 480 mL dH2O içerisinde çözüldü ve 1 atm basınç 121 °C’de 20 dakika 

otoklavlandı. LB agarın sıcaklığı 55-50 °C olduğu zaman petri kaplarına döküldü ve 

donması beklendi. Kontaminasyonu önlemek için petri kaplarının kapakları parafilm 

ile sarıldı ve 4 °C’ye kaldırıldı. 
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Protoplast çözeltisi: 0.6 M Mannitol, % 1.5 Cellulase RS (Yakuruto), % 0.3 

Macerozyme R10 (Yakuruto), 10mM MES, % 0.1 BSA, 1mM CaCl2’dan gerekli 

miktarlarda tartıldı ve 150 mL ddH2O içerisinde çözülerek pH 5.7’ye ayarlandı. Daha 

sonra 5mM ß-MercaptoEtOH, 50 ppm Ampisilin eklenip toplam hacim 200 mL’ye 

tamamlandı ve filtreden geçirilip steril edildi. 

Süspansiyon çözeltisi: 0.6 M Mannitol, 20mM KCl, 4mM MES 180 mL 

ddH2O karıştırılıp KOH yardımı ile pH 5.7’ye ayarlandı ve toplam hacim 200 mL’ye 

tamamlandı ve filtreden geçirildi.  

3.1.4. Bitki Materyalleri ve Büyüme Koşulları 

Avocet-S (susceptible=hassas) buğday tohumları bir saksıya ekildi ve 16 saat 

18 °C ışıklı ortamda ve 8 saat 15 °C karanlık ortamda büyümeye bırakıldı. İlk 

yapraklar çıktıktan sonra yaprakların eşit büyümesini sağlamak için maleik hidrazit 

(20 mL/kap) konuldu. İkinci yapraklar çıkmaya başladığı zaman buğday bitkisi 

inokülasyona hazır hale gelmiş oldu. Buğday yapraklarına elle sürülerek sarı pas 

sporları inoküle edildi ve buğday bitkisi 10 °C’de 24 saat karanlık ve nem içeren 

ortamda bırakıldı. Ertesi gün bitkiler normal büyüme koşullarına (16 saat 18 °C ışık, 

8 saat 15 °C karanlık ortam) alındı. Sekiz gün sonra buğday yaprakları üzerinde 

beyazımsı renk kayıpları oluşmaya başladı ve inokülasyonun 14. günü sonunda 

yaprak üzerinde sarı renkli sporlar oluştu. Sporlar yapraklardan toplandı ve 1 gün 4 

°C’de desikatör de bekletildikten sonra -80 °C’ye kaldırıldı. 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Pstha12j12 Gen Sekansı 

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

NCBI, National Center of Biotechonology, kayıtlarından alındı (Erişim No: 

GH737467) ve kırmızı ile gösterilen gen sekansı ise Sentegen Biotechnology 

(Ankara, Türkiye) firması tarafından pBluescript (pBSK) içerisine klonlanmış olarak 

satın alındı.   
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Şekil 3.1. PstHa12j12 gen sekansı (Erişim No: GH737467). Sarı ile belirlenmiş olan 

kısım ileri ve geri primerleri ile çoğaltılması istenen bölüm. 

3.2.2. Pstha12j12 Gen fragmanı İçin Dizayn Edilen Primerler 

PZR’da kullanmak üzere PstHa12j12 gen fragmanına özgün primerler 

Primer3 programı kullanılarak dizayn edildi. 180 baz uzunluğunda olan PstHa12j12 

gen fragmanına PZR ile primerler eklenenince 210 baz uzunluğunda elde edildi 

(Şekil 3.1). İleri ve geri primerleri BMSV’nin γ genomunu içeren pSL039B-1PDS 

vektörü içindeki PDS geni çıkartılıp yerine PZR ile çoğaltılmış PstHa12j12 gen 

fragmanını içine alacak şekilde tasarlanmıştır. Tablo 3.3’de PstHa12j12 geni için 

dizayn edilen primerlerde ileri primerine PacI, geri primerine NotI tanıma bölgeleri 

eklenmiştir. 

Tablo 3. 3. PstHa12j12 gen fragmanına özgü primerler 

Primer adı Primer sekansı (5’- 3’) 

PstHa12j12 PacI ileri GGATTAATTAAGGCATTTCTTGAGCCATTGT 

PstHa12j12 NotI geri TAACGCCGGCGCGAACGAAGCTTGTTGCATA 

 

3.2.3. Primer Hazırlanması 

PstHa12j12 primerler toz halde Heliks Biotechnology (Ankara, Türkiye) 

firmasına sentezlettirildi. 100 µM toz stok primerleri PZR suyunda çözüldü ve 

konsantrasyonu 10 pmol olacak şekilde seyreltilip -20 °C’de saklandı. 

 

GGGGGACGATTTCAAAAACCACATATTCCGACGTTTGAAATTTTGAATAACCTACCTACCTC

TCAAGATTTTTTCCAGTTCAATCCCCAACAATTATTATCGACTGTTCACCTTAGTCGGCAAT

GCAGCTCTACATATCAATTGGATTAGTACTGCTTATAGCAACGACAGTGAAAACCCTAACTA

AGACAGGGGCATTTCTTGAGCCATTGTTTACAAAAGTAACAAAACGTGAAGACAAGTTTTGT

ACAAACGGGGGGGCTCATTACTGCTTCAAGAAAATCGCGAAAGAGGGTGGCTTATTTGTACA

TATTGCTATACCAACATCACCAAATGAAAAAACGGATGATTCTTTATGCAACAAGCTTCGTT

CGGGATTCAAAGCAACTAAGTCCTGCTGTGAATATAAAAAATTTGATCAAATTCCTCAGGAA

AAGGACATTGATAGAGATATCTTTATTGTTACAAATAAGGGCTTCGAAACTGCCTGTTCCCA

AGATGTTGGGAGAAGCACATCTTAATCAGCTCCCATCTGCTTATCAAGGGCTGCGGTCTCTC

TCCAATTCG 
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3.2.4. DNA Fragmentinin Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile 

Çoğaltılması 

PZR, çoğaltılması istenen DNA molekülünün in vitro koşullarda enzimatik 

olarak kopyalanmasıdır. PZR’ın temel prensibi 3 aşamadan oluşur: DNA’nın 

denatürasyonu, primerlerin bağlanması ve DNA polimeraz enzimi yardımıyla DNA 

sentezi adımlarının 20–40 defa tekrarlanmasıyla DNA fragmenti çoğaltılır
38

. 

Amplifikasyon reaksiyonları ısı döngüsü cihazında (thermocycler)  PZR 

(Eppendorf Mastercycler) yapıldı ve her bir reaksiyon volumü 50 µL olarak 

ayarlandı. PZR en uygun şartları sağlamak için bağlanma sıcaklığı ve süresinde 

ayarlamalar yapıldı. Polimeraz zincir reaksiyonu bileşenleri 200 µL ependorf tüplerin 

içerisinde karıştırıldı ve Tablo 3.5’de gösterilen koşullar uygulandı. 

Tablo 3. 4. PZR bileşenleri ve miktarları 

PZR kullanılan malzemeler Kullanılan miktarlar (1X) 

Kalıp DNA 1 µL 

10X PZR çözeltisi + MgCl2 5 µL 

Taq DNA polimeraz (5 u/µL) 0.4 µL 

dNTPmix (20 mM) 1 µL 

İleri primer (10 pmol) 1 µL 

Geri primer (10 pmol) 1 µL 

PZR suyu 40.6 µL 

Toplam hacim 50 µL   

 

Tablo 3. 5. PZR koşulları 

PZR basamakları Sıcaklık derecesi ve süresi 

İlk denatürasyon 94 °C 3-5 dakika 

Denatürasyon 94 °C 30 saniye 

Bağlanma 58 °C 1 dakika 

Sentez 72 °C 1 dakika 

Son sentez 72 °C 5 dakika 

 

3.2.5. Agaroz DNA Jeli Hzırlanması ve PZR ürünlerinin Görüntülenmesi 

Agaroz jel elektroforezi DNA molekülllerinin ayrıştırılmasında, 

tanımlanmasında ve saflaştırılmasında kullanılan yöntemlerden biridir. 

Çalışmamızda PZR ile çoğaltılan kalıp DNA örneklerini görebilmek için  % 1,5 
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(w/v) agaroz 1XTAE (Applichem) tampon çözeltisi içinde kaynatılarak çözüldü. El 

değecek sıcaklığa geldiği zaman içerisine 30 µL etidyum bromür eklendi ve jel 

kasetine döküldü. Jel donduktan sonra örnek:yükleme boyası oranı 1:5 olacak şekilde 

karıştırıldı ve jele yüklendi. 65 V’da 1 saat boyunca örnekler jelde yürütüldü. Daha 

sonra Kodak gel logic görüntüleme sistemi yardımıyla jel görüntüsü elde edildi
39

. 

3.2.6. PZR Ürünlerinin Saflaştırılması 

PZR ile çoğalttığımız DNA örneklerimizin daha sonraki çalışmalarda verimli 

bir şekilde kullanabilmek için PZR ürünü saflaştırması yapıldı. PZR ürünü 

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

kullanıldı. Kit kullanma kılavuzuna göre; 

 1:1 oranında bağlayıcı tampon PZR karışımına eklendi.  

 Bu karışım daha sonra PZR kolonuna aktarıldı ve 13000 rpm’de 1 dakika 

santrifiüj yapıldı.  

 Altta kalan kısım döküldü ve 700 µL yıkama tamponu eklendi. 

  3-5 dakika beklenip ve tekrardan 13000 rpm’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

 Kolon yeni 1,5 mL ependorf tüpüne aktarıldı ve üzerine 20-50 µL elüsyon 

tamponu eklendi.  

 1 dakika santrifüj yapılıp elde edilen saf DNA -20 ºC’ye kaldırıldı. 

3.2.7. Plazmit İzolasyonu 

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

No:124104532) kullanıldı ve ürün içerisinde bulunan yöntem uygulandı; 

 Bir gün önce LB-Amp besi ortamında 16-18 saat büyümeye bırakılan 

pSL039B-1PDS vektörü microsantrifüj yardımıyla 2 mL ependorf tüpü kullanılarak 

hücrelerin dibe çökmesi sağlandı.  

 Bakteri hücrelerini içeren dipteki pellet üzerine 250 µL tampon P1 (RNase A 

eklenmiş) eklenip pelletin çözülmesi sağlandı.  

 250 µL tampon P2 eklendi. Eppendorf tüpü içerisindeki karışım tamamen 

maviye dönene kadar hassas bir şekilde karıştırıldı. 
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  350 µL tampon N3 konuldı ve eppendorf tüpü hemen hassas bir şekilde 

yoğun beyaz çökelti oluşturana kadar karıştırıldı.  

 Eppendorf tüpü microsantrifüj kullanılarak 10 dakika 13000 rpm’de 

santrifüjlendi.  

 Santrifüj sonucu oluşan süpernatant kısım Miniprep kit içerisinde bulunan 

spin kolona pipet yardımıyla konuldu. 

 1 dakika 13000 rpm’de santrifüj yapıldı ve kolonun alt kısmına geçen sıvı 

kısım döküldü. 

 Kolonun üzerine 750 µL tampon PE eklendi ve 1 dakika 13000 rpm’de 

santrifüj yapıldı ve altta kalan sıvı kısım döküldü.  

 1.5 mL temiz eppendorf tüpüne alındı ve üzerine 30 µL PZR suyu konuldu. 

 Kolonun olduğu eppendorf tüpü 13000 rpm’de 2 dakika santrijüj yapıldı ve 

altta kalan sıvı kısım daha sonra kullanılmak üzere -20 °C’ye kaldırıldı. 

 

3.2.8. Pstha12j12 Gen Fragmanının pSL039B-1 Vektörüne Klonlanması 

3.2.8.1. Restriksiyon endonükleaz enzimleri ile Pstha12j12 gen fragmanının ve 

pSL039B-1vektörünün kesilmesi 

Çalıştığımız geni (PstHa12j12) izole etmek ve pSL039B-1 vektörünü düz 

zincir haline getirmek amacıyla PacI ve NotI (Fermantas) restriksiyon endonükleaz 

enzimleri ile kesim yapıldı. Restriksiyon endonükleazlar ile kesim yapılabilmesi için 

gerekli malzemeler Tablo 3.6’da verilmiştir. Reaksiyon koşullarını sağlamak için 

enzimler içerisinde bulunan protokol uygulandı. 0.2 mL ependorf tüpü içerisinde 

gerekli malzemeler karıştırıldı ve 37 ºC’de 3–5 saat arasında inkübe edilerek 65 

ºC’de 20 dakika enzimleri inaktive etmek için bekletildi. Restriksiyon endonükleaz 

enzimleriyle kesilen örnekleri almak için % 1,5’luk agaroz jel 1X TAE tampon 

çözeltisi içerisinde örnekler yürütülmüştür.  
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Tablo 3. 6. Restriksiyon endonükleaz enzimleriyle kesim reaksiyon karışımı 

Kullanılan malzemeler Reaksiyon karışımı (1X) 

10X G tampon + BSA 4.5 µL 

PacI enzimi (10 u/µL) 2 µL 

NotI enzimi (10 u/µL) 2 µL 

Gen fragmanı/ vektör DNA 100 ng- 1 µg 

Toplam hacim 45 µL 

 

3.2.8.2 Jel ekstraksiyon kiti ile DNA saflaştırılması 

UV ışık altında görüntülenen DNA parçaları temiz bir bistüri yardımıyla 

jelden kesildi ve steril eppendorf tüpleri içerisine alındı. DNA’nın agaroz jelden 

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

Kitin kullanma kılavuzuna göre; 

 DNA:Tampon çözelti oranı 1:3 oranında QG çözeltisinden konuldu ve 10 

dakika 50 ºC sıcak su banyosunda tutuldu.  

 Jel çözüldükten sonra karışıma 1 hacim filtre edilmiş izopropanol eklendi ve 

karışım QIAquick kolonuna aktarıldı.  

 1 dakika 12000 rpm’de santrifüj yapıldı ve altta kalan kısım döküldü.  

 500 µL QG tamponu eklendi ve tekrar 1 dakika 12000 rpm’de santrifüj 

yapıldı ve altta kalan kısım döküldü. 

 Kolona 750 µL PE tamponu eklendi. 5 dakika bekledikten sonra 1 dakika 

12000 rpm’de santrifüj yapıldı. 

  Kolon 1,5 mL’ lik eppendorf tüpüne transfer edildi ve kolona 20–50 µL EB 

tamponu konuldu.  

 1 dakika 12000 rpm’de santrifüj yapıldı. Elde edilen DNA -20 ºC’ye 

kaldırıldı.  

 DNA nın jel bandından tam olarak ekstrakt edilip edilmediğini kontrol etmek 

amacıyla % 1,5 (w/v) agaroz jelinde yürütüldü. 

Bütün bu aşamalar oda sıcaklığında yapıldı. 
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3.2.8.3. Ligasyon 

Restriksiyon enzimleri ile kesilmiş PstHa12j12 gen fragmanı ve pSL039B-1 

vektör DNA’sının birbirine bağlanması amacıyla bu reaksiyon yapıldı. Tablo 3.7’de 

verilen malzemeler belirtilen miktarlarda kullanılarak insert:vektör molar oranı 3:1 

olacak şekilde ayarlandı. Reaksiyon koşulları üreticinin tavsiye ettiği protokole göre 

1 saat 22 ºC’de inkübe edildikten sonra 65 ºC’de 10 dakika inaktivasyon işlemiyle 

tamamlandı. Kullanılan T4 DNA ligaz enzim ve T4 DNA ligasyon tampon 

Fermantas (Lot# EL0014)’dan temin edilmiştir. Uygulanan işlemin ardından 

ligasyon karışımı E.coli Dh5α bakterisine transfer edilmek üzere kullanılmıştır. 

Tablo 3. 7. Ligasyon bileşenleri ve kullanılan miktarlar 

Kullanılan malzemeler Kullanılan miktarlar 

T4 DNA ligasyon tampon (10X) 2 µL 

T4 DNA ligaz enzim (5 u/µL) 1 µL 

PstHa12j12/ PacI+ NotI 3.1 µL 

pSL039B-1/ PacI+ NotI 13.9 µL 

Toplam hacim 20 µL 

 

3.2.8.4. Kompetent hücre hazırlanması 

Bakteriler yabancı DNA moleküllerini büyüme ortamından hücre içine 

alabilme yeteneğine sahiptir. Bu özellik Streptococcus, Bacillus, Rhizobium, 

Salmonella, Pneumococcus gibi bakteri gruplarının yapılarında mevcuttur. 

Laboratuar koşullarında da bu özelliğe sahip olmayan bakteri gruplarının (örneğin, 

Escherichia coli) hücrelerine bazı kimyasal ve fiziksel metodlar kullanılarak bu 

özellik kazandırılabilir. Kimyasal ve/veya fiziksel uygulamaya maruz kalmış 

hücrelere kompetent (yeterlilik) denir. Kimyasal kompetent hücre hazırlanmasında 

CaCl2 (kalsiyum klorür) kullanıldı. Ca
+2

 DNA’nın negatif yükünü maskeleyip hücre 

duvarındaki porların açılmasını sağlar ve 42 °C de ısı şokuna maruz bırakılarak da 

DNA’ nın hücre içine girişi sağlanmış olur. Kompetent hücre hazırlanırken aşağıdaki 

aşamalar uygulandı; 

 Stok E.coli DH5α hücresi, -80 °C’den alındı ve 3 mL LB içine inoküle 

edildikten sonra 37 °C 250 rpm’de çalkalayıcılı inkübatörde ~16 saat bekletildi. 
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 Ertesi gün inkübe edilen hücrelerden 1000 µL alınıp 100 mL LB içerisine 

konur ve OD600 değeri 0.375 nm olana kadar (~2 saat) 37 °C 250 rpm’de inkübe 

edilir. 

 Bakteri kültürü buz üzerinde soğutulmuş 2 adet 50 mL falcon tüpüne 

paylaştırıldı ve 10 dakika buz üzerinde tutuldu.  

 4 °C 5000 rpm’ de 5 dakika santrifüj yapıldı ve süpernatant kısmı döküldü. 

  10 mL soğuk 0.1 M CaCl2 eklenip çökelti hassas bir şekilde pipetleme 

yardımıyla çözüldü ve 10 dakika buzda bekletildikten sonra 5 dakika 5000 rpm 4 

o
C’ de santrifüj yapıldı.  

 Süpernatant kısmı tekrar döküldü ve üzerine soğuk 10 mL 0.1 M CaCl2 

eklenip çökelti aynı şekilde çözülüp 30 dakika buzda bekletildi.  

 5 dakika 5000 rpm 4 
o
C’ de santrifüj yapıldı ve süpernatant atıldı.  

 Her bir çökelti 2 mL 0.1 M CaCl2 ile çözülüp 5 dakika buzda bekletildi. 

 Önceden hazırlanmış filtre ile steril edilmiş %50 (w/v) gliserol 100 µL’lik 

kısımlar halinde 1.5 mL eppendorf tüplerine konulup üzerine 100 µL CaCl2 ile 

muamele edilmiş hücrelerden konuldu.  

 Hücreler ile gliserol hassas bir şekilde karıştırıldıktan sonra -80 °C derin 

dondurucuda saklandı
39

. 

3.2.8.5. Ligasyon ürününün E.coli DH5α kompetent hücrelerine transformasyonu 

Transformasyon işlemi için aşağıda belirtilen işlemler uygulandı; 

 80 °C’de saklanan kimyasal kompetent hücreler (200 µL) işlemden yarım saat 

önce çıkarılarak erimesi beklendi. Hücreler eridikten sonra üzerine 10 µL ligasyon 

ürünü eklendi ve 20 dakika buz üzerinde beklendi.  

 20 dakikanın son 45 saniyesinde örnekler 42 °C ısı şokuna maruz bırakıldı ve 

tekrar buz üzerine alınıp 5 dakika bekletildi.  
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 Transformasyon tüpündeki sıvıların tamamı önce 1.5 mL antibiyotik 

içermeyen LB sıvı besi yerlerine boşaltılarak 37 ºC’de aerobik olarak 1-2 saat 

süreyle 37 °C 160 rpm de çalkalayıcılı inkübatörde üretilmişlerdir.  

 İnkübasyonun ardından 300 µl, 200 µl ve 100 µl alınarak ampisilin içeren LB 

agar besiyerlerine steril cam çubukla yayma yöntemiyle ekimler yapıldı ve 18 saat 

inkübasyona bırakıldı
39

.  

Bu süre sonunda transformasyon plaklarında rekombinant (geni almış olan) 

ve non-rekombinant (geni almadan kapanmış olan) plazmit DNA’lar ile transforme 

olmuş olan bakteriler üreyecektir. 

3.2.8.6. Pozitif kolonilerin değerlendirilmesi 

Elde edilen kolonilerde istediğimiz gen (PstHa12j12) pSL039B-1vektörünün 

içerisine doğru şekilde bağlanıp bağlanmadığını kontrol etmek amaçlı rastgele 

seçilen kolonilerden restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesim yapılmıştır. 

Rastgele seçilen koloniler 12 µL PZR suyu içerisinde çözülmüş ve 5 mL ampisilinli 

LB içerisinde 16 saat büyütülmüştür. Ertesi gün plazmit izolasyonu yapılarak elde 

edilen DNA’lardan belli bir miktar alınarak restriksiyon endonükleaz enzimleri ile 

kesim yapılmıştır. 

3.2.9 Protoplast İzolasyonu 

Avocet Yr10 tohumları besiyerine konulmadan önce aşağıdaki sterilizasyon 

işlemleri uygulandı; 

 Tohumlar % 70’lik etil alkol içerisinde 2-3 dakika bekletildi. % 10’luk 

hazırlanmış olan sodyum hipoklorit içerisinde 2-3 dakika tutuldu. 

  Otoklavlanmış ddH2O içerisinde bekletilerek sterilizasyon işlemi 

tamamlandı.  

 Steril tohumlar 50 cc cam şişelerde hazırlanmış olan MS ortamı üzerine 

tohumlar birbirine değmeyecek şekilde konuldu ve 26 °C’de 2 hafta boyunca 

karanlık ortamda çimlendirilmek üzere bitki büyütme kabinine bırakıldı.  
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 İki hafta sonunda çimlenen Avocet Yr10 bitki yaprakları uzunlukları 0.5-1 

mm olacak şekilde kesilip 10 mM pH’ı 5.7 olan MES (2-N- morfolin etanosulfonik 

asit) tamponu içerisinde tutuldu.  

 Bu işlem bittikten sonra kesilmiş olan yapraklar protoplast tamponu içerisine 

alınarak  ~2 saat inkübe edildi.  

 Petri plağı içerisindeki protoplast tamponu ve bitki parçacıkları desikatöre 

konuldu ve oda sıcaklığında 1 atm basınç altında vakum infiltrasyon işlemi 

uygulandı.  

 26 °C sıcaklık ve 40 rpm’de 4 saat boyunca çalkalayıcıda inkübasyon işlemi 

yapıldı.   

 Bu süre sonunda çalkalayıcının hızı 80 rpm’e çıkarıldı ve 5 dakikada bu hızda 

karışması sağlandı.  

 100 µm’lik naylon filtreden geçirilen protoplast tamponu içindeki bitki 

parçacıkları filtre üzerinde kaldı ve altta kalan sıvı kısım 800 rpm’de 5 dakika oda 

sıcaklığında santrifüj yapıldı.  

 Bu işlem 2 kez tekrar edildi.  

 Dipte oluşan pelleti 2 mL süspansiyon tamponu eklendi ve pelletin süspanse 

olması sağlandı.  

 Oluşan hücre süspansiyonu üzerine Percoll gradiyent eklendi ve karıştırıldı. 

 Bu karışımı 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi.  

 Üst kısımda oluşan protoplast tabakası pastör pipet yardımıyla alındı ve 

üzerine 13 mL süspansiyon tamponu eklenip yıkama işlemi yapıldı.  

 800 rpm’de 10 dakika santrifüj işlemi uygulandı ve üstte kalan kısım atıldı.  

 5 mL süspansiyon tamponu eklendi. 

 Protoplastlar eşit miktarlarda ayrılıp üzerlerine B5 ortamı ilave edilerek 

protoplastların büyümeleri için gerekli ortam sağlanmış oldu. 
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Şekil 3.2’de protoplast izolasyon aşamaları görülmektedir. 

 

 

Şekil 3.2. Avocet Yr-10 buğday türünden protoplast izolasyon aşamaları. (Soldan 

sağa) Resim 1. İn vitro olarak çimlendirilmiş Avocet Yr10 fidecikleri, 2. resim enzim 

solüsyonu içinde bırakılan yaprak parçaları, resim 3. vakum infiltrasyon işlemi ile 

stomalar içindeki havanın alınması, resim 4. naylon membran yardımıyla sıvı kısmın 

süzülmesi, resim 5. santrifüj yardımıyla dibe çöken protoplast yığını, resim 6. percoll 

gradiyent yardımıyla üst kısımda yüzen protoplast tabakası. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1 DNA FRAGMENTİNİN PZR İLE ÇOĞALTILMASI 

NCBI veribankasında sekansı bulunan PstHa12j12 geninin 342 bp’lik kısmı 

olan açık okuma çerçevesi SenteGen Firmasına sentezlettirilmiştir. Sentezlettirilen 

genin 180 baz uzunluğundaki bir bölgesini çoğaltmak üzere hazırlanan primerlerle 

yapılan PZR sonucunda Şekil 4.1’de görüldüğü üzere çoğaltma başarılmıştır. PZR 

amplifikasyon sonucu beklenen fragman uzunluğu 210 bp’dir. PZR kontrolü olarak 

kalıp içermeyen reaksiyon karışımı negatif kontrol jelin 5. kuyusuna yüklenmiştir. 

 

 

 

Şekil 4. 1. pBSK-PstHa12j12 gen fragmanının PZR ile amplifikasyonu sonucu 

agaroz jel görünütüsü. 1. kuyu Marker 100 bp gene ruler’ dan (1 µL) (Fermantas), 2. 

3. ve 4. kuyu pBSK-PstHa12j12 geni ve her bir kuyucukda (5 µL) PZR ürünü. 5. 

kuyu kalıp DNA dışında PZR bileşenlerini içeren PZR sonucu. 
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4.2. PZR ÜRÜNÜ SAFLAŞTIRILMASI 

PZR ürününü diğer bileşenlerinden temizlemek amacıyla Qiagen, “PCR 

purification kit” kullanılmıştır. Sonuç olarak elde edilen saf PstHa12j12 gen 

fragmanının konsantrasyonu ve agaroz jel fotoğrafı Şekil 4.2B’de gösterildi. Şekil 

4.2B’ye göre PZR ürünü saflaştırma işlemi sonucu bir tane parlak bant elde edildi. 

Bu ise saflaştırma işleminin başarılı bir şekilde yapıldığını göstermektedir. 

 

 

A)                                                          B) 

 

Şekil 4.2. PZR ile çoğaltılan PstHa12j12 gen fragmanının saflaştırılması. 

A)Nanodrop cihazı yardımıyla PstHa12j12 gen fragmanının konsantrasyonu. B) %1 

Agaroz DNA jel fotoğrafı 1. kuyu 100 bp DNA Marker (1 µL) (Fermantas),  2. kuyu 

PstHa12j12 gen fragmanı1 µL saflaştırılmış PZR ürünü. 

 

4.3. PLAZMİT İZOLASYONU 

PSL039B-1PDS vektörü E.coli Dh5α hücresinden izole edildi ve miktar 

tayini yapıldı (Şekil 4.3). Agaroz jel fotoğrafında 2.kuyuya yüklenen pSL039B-

1PDS vektöründe birden fazla bant görülmektedir. Bunlar plazmit DNA’nın farklı 

formlarıdır. En altta çıkan bant sirküler, diğerleri ise konkatamerlerdir. NanoDrop 
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sonucu 260/280 nm oranı 1.8-2.0 arası DNA’nın başarılı bir şekilde izole edildiğini 

göstermektedir. Agaroz jel görüntüsü de NanoDrop sonucunu desteklemektedir. 

A)                                                                      B) 

 

Şekil 4. 3. pSL039B-1PDS vektörü plazmit izolasyonu. A) NanoDrop ile tayin 

edilmiş pSL039B-1 vektör konsantrasyonu. B) %1 Agaroz DNA jel fotoğrafı. 1. 

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

izolasyon ürünü (1 µL). 

 

4.4. RESTRİKSİYON ENDONÜKLEAZ ENZİMLERİ İLE PSTHA12J12 

GEN FRAGMANININ VE PSL039B-1VEKTÖRÜNÜN KESİLMESİ 

PZR amplifikasyonu sonucu PstHa12j12 genine PacI ve NotI enzim kesim 

bölgeleri eklenmiştir. pSL039B-1 vektöründe ise bu tanıma bölgelerinde ~200 bp 

uzunluğunda PDS gen fragmanı vardır. PacI (TTAATTAA) ve NotI (CGCCGGCG) 

enzimleri ile kesim yapılarak PDS geni çıkartılıp yerine PstHa12j12 gen fragmanı 

konularak rekombinant plazmiti oluşturulmuş olacaktır. Tablo 3.6’daki miktarlar 

uygulanarak restriksiyon enzim kesimi yapılmıştır. Çalışmalar süresince vektörden 

PDS geninin tamamıyla kesilip ayrılması için inkübasyon süresinde optimizasyonlar 

yapıldı. Restriksiyon enzim kesim ürünleri Şekil 4.4’de gösterilmektedir. Buna göre 

210 baz uzunluğundaki PstHa12j12 gen fragmanı kesim sonrası boyutu yaklaşık 200 
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baz uzunluğunda, pSL039B-1PDS vektörü kesim sonrası içerisinden 185 baz 

uzunluğunda PDS geni çıkarıldığında 2 adet bantın görülmesi bekleniyordu. Şekil 

4.4’de belirtilen sonucu desteklemektedir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 4. Restriksiyon endonükleaz enzimleriyle muamele edilmiş PstHa12j12 gen 

fragmanın PZR ürünü ve pSL039B-1PDS vektörünün jel görüntüsü. 1. kuyu 100 bp 

DNA Marker (Fermantas) (1 µL). 2. ve 3. Kuyu PstHa12j12 gen fragmanının NotI ve 

PacI enzimleri ile kesilmiş örnekleri (10 µL). 5. kuyu 1kb DNA Marker’dan (1 µL) 

ve 6. kuyu pSL039B-1-PDS vektörünün NotI ve PacI enzimleriyle kesilmiş örnekleri 

(10 µL). 

 

4.5. JEL EKSTRAKSİYON KİTİ İLE DNA SAFLAŞTIRILMASI 

Şekil 4.4’de beklenen moleküler ağırlıkta oluşan tek DNA bantlar steril bir 

bistüri yardımıyla düşük UV ışık altında dikkatli bir şekilde kesilerek darası alınmış 

1,5 mL eppendorf tüpüne konuldu ve ağırlığı ölçüldü. Bölüm 3.2.8.2’de anlatılan 

yöntem uygulanarak DNA’lar agaroz jelden alınıp saflaştırıldı. Şekil 4.5’e göre tek 
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bir bant halinde ve istenilen boyutta bantların görülmesi saflaştırma işleminin 

başarıyla tamamlandığını göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 5. Agaroz jelden geri kazanılmış restriksiyon enzim kesim ürünleri. 1. kuyu 

100 bp gene ruler DNA marker (1 µL). 2.kuyu PstHa12j12 gen fragmanı (1 µL). 

3.kuyu 1 kb gene ruler DNA marker (1 µL). 4.kuyu pSL039B-1PDS vektörü (1 µL). 

 

4.6. LİGASYON VE TRANSFORMASYON 

Moleküler biyolojide klonlamanın verimli bir şekilde olması için belli başlı 

aşamaların iyi dengelenmesi gereklidir. Ligasyon reaksiyonunun yüksek verimde 

olması için insert ve vektör miktarı iyi bir şekilde ayarlanmalıdır. Ayrıca restriksiyon 

enzimle muamele edilmiş örneklerin jelden kesimi sırasında DNA’nın UV ışığa çok 

maruz kalmaması sağlandı. 

Ligasyon sonrası oluşan ürün transformasyon da kullanılmak üzere 10 µL 

olarak 2 ayrı 100 µL’lik E.coli Dh5α kompetent hücrelerine aktarılarak ve LB-

Agar+Amp besiyerlerine 100, 150, 200 µL olacak şekilde ekim yapıldı. 37 °C’de 

yirmi dört saat süren inkübasyon sonrası dört transformantın büyüdüğü gözlemlendi.  
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Şekil 4. 6. LB-Agar/Amp’li besiyerinde pSL039B-1-Pstha12j12 geninin taşındığı 

tahmin edilen rekombinant E.coli kolonileri. 

4.2. POZİTİF KOLONİLERİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Transformasyon sonucu besiyerinde büyüyen rekombinant koloniler 

arasından rastgele üç tanesi seçildi ve plazmit izolasyonu yapıldı (Şekil 4.7). Plazmit 

izolasyon sonucuna göre kolonilerden iki tanesi alındı ve PstHa12j12 gen fragmanını 

içerip içermediğini kontrol amaçlı PacI ve NotI enzimleri ile kesim yapıldı. Kesim 

reaksiyonlarının her birinden 10 μL alınarak % 1 agaroz jelde yürütüldü. Şekil 

4.8.’deki jel fotoğrafına göre beklenildiği gibi 6000 bp büyüklüğünde pSL039B-1 

vektör DNA’sı (üstteki parlak bant) ve diğeri ~200 bp büyüklüğünde PstHa12j12 gen 

fragmanı olduğu tahmin edilen bantlar görülmektedir. 
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Şekil 4. 7. Transformantlardan elde edilen plazmit DNA konsantrasyonlarının 

NanoDrop sonuçları. 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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Şekil 4. 8. PstHa12j12 gen fragmanını taşıdığını varsaydığımız transformantların 

restriksiyon kesim analiz sonucu agaroz jel görüntüsü. 1. kuyu 1 kb DNA Marker (1 

µL) (Fermantas), 2. kuyu 1. koloniden alınan 10 µL ve 3. kuyu 3. koloniden alınan 

(10 µL) restriksiyon enzim kesim ürünü. 

Şekil 4.8’e göre klonlama işleminin başarıyla tamamlanmış olduğu 

görülmektedir fakat kesin sonuç alınması için örneklerin sekanslatmaya gönderilmesi 

gerekmektedir. Bunun için plazmit örneklerinden 5 µL RefGen Firmasına 

gönderilerek sekanslama yaptırıldı. 

4.8. SEKANS ANALİZİ 

RefGen firmasına gönderilen plazmit DNA örnekleri sekans sonucu Şekil 

4.9’da gösterilmektedir. Bu sekanslar M13 geri primeri kullanılarak sekanslatma 

yaptırılmıştır. Sekans analiz sonucunda çalıştığımız gen fragmanı olup olmadığını 

NCBI/nücleotide blast programını kullanılarak karşılaştırma yapılmıştır. Sonuç 

olarak elimizdeki sekansın % 94 PDS geni ile benzerlik göstermesi klonlama 

işleminin başarıyla sonuçlanmadığını göstermiştir. 

Sarı pasa ait aday efektör genlerinden biri olan PstHa12j12 geni Yin ve ark., 

(2009)
14

 yılında belirlenmiş ve şimdiye kadar PstHa12j12 ve diğer belirlenen aday 
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efektör genler üzerinde yapılan çalışma bulunamamıştır. Bu yüzden çalışmamız 

başka araştırmalar ile karşılaştırılıp desteklenememektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.9. PROTOPLAST İZOLASYONU 

Çalışmamız da kullanılan Avocet Yr10 tohumlarının sterilizasyonu için 

gereken 5 dakikalık sürenin yeterli olduğu görülmüştür. Tohumlar steril edildikten 

sonra MS ortamına çimlendirilmek üzere 26 °C’de 2 hafta boyunca karanlık ortamda 

bırakıldı. Tüm tohumlar çimlenerek köklü sarımsı fidecikler oluşmuştur ve çimlenme 

yüzdesi % 100 olarak belirlenmiştir. Şekil 4.9’da izole edilen küresel şekilli, 

kloroplastlı protoplastlar görülmektedir. İzole edilen protoplastların yeni hücreler 

oluşturup kolonize olması için B5 ortamına aktarıldı fakat birkaç gün sonra büyüme 

ortamında kontaminasyon oluştuğundan dolayı protoplast hücrelerinde büyüme 

gözlemlenemedi. 

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 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. Sekans analiz sonuçları (Soldan sağa) 1. koloniye ait sekans analizi, 2. 

koloniye ait sekans analizi 
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Şekil 4.10. Avocet Yr10 buğday türünden elde edilen protoplast hücreleri (Leica 

marka ışık mikroskobunun 40X 100X büyütme ile elde edilen görüntüler) 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında, Puccinia striiformis f. sp. tritici’ye ait aday efektör 

genlerinden olan PstHa12j12 geninin susturulma çalışması hedeflenmiştir. Bu genin 

seçilmesinin nedeni patojen ile enfekte edilmiş yapraklarda anlatım düzeyinin artmış 

olmasıdır
14

. Ayrıca genin sinyal peptit bölgesi içermesi ve efektör proteinlerde daha 

fazla bulunduğu bilinen sistein aminoasit kodonlarının bulunması bitkide hastalık 

oluşturmada önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir.  

İlk bölümde, PstHa12j12 efektör aday geninin susturulması hedeflenmiştir. 

Susturulma işleminin VIGS yöntemi ile yapılması planlanmıştır. Bunun için genin 

~180 bp uzunluğundaki bir bölgesinin BMSV’ye ait γ genomunu içeren plazmite 

klonlanması çalışmaları yapılmıştır. PstHa12j12 geninin hedeflenen bölgesi 

primerler uygun restriksiyon enzim bölgeleri içerecek şekilde tasarlanmış ve PZR ile 

çoğaltılmıştır. Bu gen fragmanı ve pSL039B-1PDS vektörü PacI ve NotI enzimleri 

ile kesim yapılarak yapışkan uçlar elde edilmiştir. T4 DNA ligaz enzimi ile vektöre 

klonlanmıştır. Ligasyon ürünü E.coli Dh5α hücrelerine aktarılmış ve klonlama 

işleminin olup olmadığını öğrenmek için sekanslama yaptırılmıştır. Örneklerin 

sekans sonucu klonlama işleminin başarısız olduğu görülmüştür. Bu nedenle VIGS 

susturma deneylerine geçilememiştir. Klonlama işleminin başarısız olmasında; 

1. Vektörün PacI ve NotI enzimleri ile tam olarak kesilememesinden 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Enzim aktiviteleri tampon içerisinde % 20-50 

arasında başarı oranına sahiptir ve enzim miktarının az gelmesinden dolayı enzim ile 

kesim işlemi tam olarak yapılamadığı tahmin edilmektedir. 

2. Klonlama işleminin diğer önemli bir aşaması olan ligasyon basamağında, 

vektör ile insert miktarının molar konsantrasyon oranlarının doğru ayarlanamamış 

olması klonlama işleminin başarısız olmasında etkili olduğu düşünülmektedir. 

3. En önemli sebep olarak PZR sonrasında ve enzim ile kesim aşamalarında 

gen fragmanının yeteri kadar elde edilememiş olması gösterilebilir. 

Literatürde bu gene ait susturma deneyleri mevcurt değildir. 
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Tezin ikinci bölümünde gerçekleştirilen protoplast izolasyon optimizasyon 

çalışmaları daha sonraki biyolojik testlerde kullanılmak üzere hedeflenmiştir. Bunun 

için bir buğday çeşiti olan ‘Avocet Yr10’ yapraklarından protoplast hücrelerinin 

izolasyon çalışmaları yapılmıştır. Protoplast başarılı bir şekilde elde edildi ancak 

miktarı yeterli olmamıştır. Protoplastların sürekliliğinin sağlanması için B5 ortamına 

adaptasyonu ve kontaminasyon olasılığının minimum olacağı koşulların sağlanması 

gereklidir. Deneyler ileride bu koşulları sağlayan bir laboratuar da tekrarlanmak 

üzere optimize edilmiştir. Uygun ortam şartı ve yeterli miktarda protoplast hücresi 

elde edildiğinde bitki-patojen etkileşiminde önemli bir rolü olduğunu düşündüğümüz 

PstHa12j12 gen fragmanının protoplast hücrelerine aktarımı yapılacaktır. Bu sayede  

bu genin bitki immün sisteminde meydana getirdiği değişiklikleri izlenecektir. Ek 

olarak monokotil bitkilerden olan buğday bitkisinden protoplast izolasyonu 

aşamalarının optimize edilmiş olması direnç mekanizmasında rolü olabileceği 

düşünülen diğer aday patojen efektör genlerin bitki immün sistemindeki rollerinin 

çalışılmasına imkan verecektir. Elde edilen protoplastların miktarı arttırıldığı zaman 

verimli gen transferi yapmak mümkün olacaktır. 
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EKLER 

1. pSL039B-1 PLAZMİT SEKANSI 

GTATAGCTTGAGCATTACCGTCGTGTAATTGCAACACTTGGCTTGCCAAATAACGCTAAAGCGTTCACGAAACAAACAACACTTC

GGCATGGATGTTGTGAAGAAATTCGCCGTCATGTCAGTGACTGTAGTAGCAGGTCCCGTCCTTACGCTTTCATCACCTGTGGTGG

TGACGTTTGGAACAGGCTTAATTGCCGTATCTTTGGTGAAACGGTTGCTACAGGAACAACCCCGTGTAATTGCTCACGATCACGA

ACATTACCCAGGTGGTTCTGAGAGCAGTTCTAGCTCTTGTGCTACCGCGCCTATTTTACGTAATCTTTCGCGAGATCAGTGCGAT

TCAGAGAATATTGGATGCAGTTCTAGCGCCTGTTCTCCGTCTGAAATTGTGAAAGTTACAAGGCAGGTAGTGGGAGTTGAACGTG

GTCTTTACCGGGACATTTTTCAGGACAACGAAATCCCATCAGTCATGGAAGAGAAACTGCAGAAACTCCTTTACTCTGAGGGTGA

GAAGATTCGAAGACGTTGCCAATTTGAAGCATCAACGATGCACTCACGCAAAGTAAAGGTTCCGGAGGTAGGTACTATCCCAGAT

ATCCAAACTTGGTTCGATGCTACGTTTCCTGGTAACTCCGTTAGGTTTTCTGATTTCGACGGTTATACTGTTGCTACGGAGGACA

TTAACATGGATGTTCAGGATTGTAGACTTAAGTTCGGGAAGACTTTTCGACCTTATGAATTTAAGGAATCACTGAAACCAGTACT

GAGGACAGCAATGCCAGAAAAACGACAGGGTAGTTTGATTGAAAGTGTGCTGGCCTTTCGTAAAAGAAATTTGGCTGCGCCCAGA

TTACAAGGAGCTTTGAATGAATGGCACACAATTGAGAATGTGCTAACGAAGGCGTTAAAGGTATTCTTCTTTGAAGATTTAATTG

ATCGAACGGATCACTGCACTTACGAGTCAGCGCTCAGATGGTGGGATAAACAATCAGTGACAGCTCGAGCGCAGCTCGTGGCGGA

TCAGCGGAGGTTATGTGATGTTGACTTCACGACTTATAACTTCATGATAAAAAATGATGTAAAGCCGAAGTTAGATCTAACACCT

CAAGTTGAATATGCAGCTTTGCAGACTGTTGTATATCCTGATAAGATAGTCAATGCTTTCTTTGGTCCGATCATAAAGGAGATTA

ATGAACGGATCATCAGAGCGCTTAGACCTCATGTGGTCTTTAATTCTCGTATGACTGCTGATGAACTGAATGAAACAGCTGCCTT

TTTGACACCTCATAAGTACAGAGCCTTAGAGATTGATTTTTCAAAATTTGATAAATCAAAGACTGGGCTTCATATCAAAGCTGTC

ATTGGACTCTATAAGCTCTTTGGCCTAGATGGCCTGTTAAAAGTGCTCTGGGAAAAATCGCAATATCAGACTTACGTGAAAGATA

GAAACTTCGGTCTCGAGGCATATCTATTGTATCAGCAAAAGTCAGGAAATTGTGACACTTACGGTTCGAACACCTGGTCTGCCGC

CTTGGCGTTGTTAGATTGTCTTCCTTTGGAAGATGCACATTTCTGTGTATTTGGTGGTGATGATTCATTGATATTGTTTGATCAG

GGATACATAATTTCCGACCCATGCCGGCAACTTGCCGGTACTTGGAATCTTGAATGTAAAGTGTTCGACTTCAAGTACCCCGCAT

TTTGTGGTAAATTTCTGCTGTGCATAGATGGAAAATATCAATTTGTTCCAGATGCGGCAAAATTTATCACAAAATTAGGTAGAAC

TGATGTGAGAGATGTAGAAGTTTTGAGTGAGATTTATATCTCTATCAATGACAATTACAAATCTTACAAAGACTTTAAGGTGCTT

GATGCTTTGGATAAGGCTTTAGTGGATAGATATCGATCCCCTTATAGTGCTATTTCTGCTTTGGTTTCTTTATGTTATCATATCT

TTGACTTTAATAAGTTTAAGTTGCTGTTTAATTGTGAAGGGAAATTTGTGGATAAGAAGCTGAGAAAAGACTTCGAGTGGTGAAC

TCTAGGTCCTGATGTTTAAATCTACTGTATTTACCTTCGCATGATGGCTACTTTCTCTTGTGTGTGTTGTGGTACCTTAACTACA

AGTACTTACTGTGGTAAGAGATGTGAGCGAAAGCATGTATATTCTGAAACAAGAAATAAGAGATTGGAACTTTACAAGAAGTATC

TATTGGAACCGCAAAAATGCGCCCTGAATGGAATCGTTGGACACAGTTGTGGAATGCCATGCTCCATTGCGGAAGAGGCTTGTGA

TCAACTGCCAATCGTGAGTAGGTTCTGTGGCCAAAAGCATGCGGATCTGTATGATTCACTTCTGAAACGTTCTGAACAGGAGTTA

CTTCTTGAATTTCTCCAGAAGAAGATGCAGGAGCTGAAACTTTCTCATATCGTAAAAATGGCTAAGCTTGAAAGTGAGGTTAACG

CAATACGTAAGTCCGTAGCTTCTTCTTTTGAAGATTCTGTTGGATGTGATGATTCTTCTTCCGTTGCTAGCTGAGCGGCCGCCTA

CTTTCAGGAGGATTACCATCCAAGAATGCCATTTTCGAGCCATGCGTCTCCTGGAGAAAACGGTTTAGAGCAATCAGAATGCACT

GCATGGATAACTCGTCAGGGTTTATGAAATTGAGGGCCTTGGACATTGCAATGAAAACCTCGTCGTTGACTCGATCAGGAACACC

CTGCTTTTCCATCCAGTTAATTAATCAGCTAGCTAAAAAAAAAAAAAAATGTTTGATCAGATCATTCAAATCTGATGGTGCCCAT

CAACCATATGATGGGAGTGTTTGCAAGTCCACTATAATCGAACTTGAAAACGATGCCTGAATTGGAAACCATGAATCTTAACGGA

CTCTGGAGAGAAAATTTAGGAATTGGTATGTAAGCTACAACTTCCGGTAGCTGCGTCACACTTTAAGAGTGTGCATACTGAGCCG

AAGCTCAGCTTCGGTCCCCCAAGGGAAGACCACGCGTCATGCAAGCTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCA

TGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTCTAAAGCCT

GGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCT

GCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGC

TCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAA

AGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCC

TGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGA

AGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTT

CTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCC

CGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGT

AACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAG

TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG

TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGG

TCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAA

ATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACC

TATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCA

TCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGG

CCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCC

AGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCC

GGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCA

GAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTT

TTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGG

GATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC

CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTG

AGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAA

TATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTC

CGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAG

CTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCA

GTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTAC

GTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGATGCCCCGATTTAG

AGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTA

GCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCA

ACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG

GGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTAATACGACTCACTATA 
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ÖZGEÇMİŞ 

Nasibe Tekiner, 31.10.1985 tarihinde Ankara’da doğdum. İlk, orta ve lise 

öğrenimini Ankara’ da tamamladım. 2005 yılında Gazi Üniversitesi’nin Kırşehir Fen 

Edebiyat Fakültesi Biyoloji bölümünü kazandım ve 2009 yılında biyoloji bölümünü 

ikincilikle bitirdim. Aynı yıl Ahi Evran Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji 

Anabilim dalında yüksek lisans eğitimime başladım.  

 


