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ÖNSÖZ 

 
Buğday insan beslenmesinde kullanılan kültür bitkileri arasında dünyada ve ülkemizde ekimi ve üretimi 

bakımından ilk sırada yer almaktadır. Projemiz kapsamında NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan 

TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin farklı abiyotik stresler altında rollerini anlamaya yönelik, gen 

ifadelerini arttırma ve gen ifade seviyelerindeki değişiklikleri göstermeye yönelik araştırmalar 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Çalışmaların tümü TÜBİTAK tarafından sağlanan desteklerle, ODTÜ, Biyolojik Bilimler Bölümü, Bitki 

Biyoteknolojisi Ar-Ge Laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. Ayrıca ODTÜ Merkezi Laboratuvarı 

Moleküler Biyoloji ve Biyoteknoloji Biriminden de hizmet alımları yapılmıştır.  

 

Çalışmalar kapsamında, NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri 

buğdaydan klonlanmış, buğday ve tütün bitkilerinde doku kültürü, rejenerasyon ve genetik 

transformasyon çalışmaları başarılı bir şekilde yürütülmüştür. NAC tipi transkripsiyon faktörlerinin, 

buğday çeşitlerine uygulanan tuz ve kuraklık stresleri altında, gen ifadelerindeki değişimler gerçek 

zamanlı PZR ve mikrodizin yöntemleri ile gösterilmiştir. Ayrıca, bu proje kapsamında, iki doktora 

öğrencisinin çalışmalarının bir kısmı gerçekleştirilmiş olup bu öğrencilerin çalışmaları devam etmektedir. 

Yapılan çalışmalar uluslararası hakemli dergilerde yayınlanmak üzere hazırlanmaktadır. Proje 

kapsamında elde edilen sonuçlardan bir kısmı ulusal ve uluslararası bitki biyoteknolojisi ile ilgili 

kongrelerde sözlü ve poster bildirisi olarak sunulmuştur. 

 

Projede emeği geçen tüm araştırıcılar adına TÜBİTAK’a sağlamış olduğu destekten dolayı teşekkür ederiz.  

 

Saygılarımla, 

Prof. Dr. Ayşe Meral YÜCEL 

ODTÜ Biyolojik Bilimler Bölümü Öğretim Üyesi 

 

Nisan 2011, Ankara 
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ÖZET 

Buğday ülkemizde yetiştirilen ve insanların besin ihtiyacını karşılamak amacıyla kullandıkları en önemli 

tahıldır. Hem ekmeklik hem de makarnalık un üretiminde kullanılan buğdayın kalitesini ve verimini 

azaltan abiyotik ve biyotik faktörler bulunmaktadır. Bunların en önemlileri; tuzluluk, kuraklık, soğuk, 

çeşitli hastalıklar ve böcekler şeklinde sıralanabilir.  

NAC (NAM /ATAF1-2 /CUC2) proteinleri bitkiye özel transkripsiyon faktörlerinin en geniş ailelerinden 

birini oluşturmaktadır. Bu ailede yer alan proteinler gelişim, savunma ve abiyotik stres tepkileri gibi 

birçok çeşitli süreçle ilişkilidir. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin kuraklık ve tuz gibi abiyotik 

streslerdeki rollerini anlamaya yönelik, gen ifadelerini arttırma yada azaltmaya dayalı çalışmalar henüz 

yapılmamıştır. Dolayısıyla, projemizde ilk olarak TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri sırasıyla, Triticum 

aestivum L.’ den ve Triticum turgidum spp. durum’ dan klonlanmıştır. Daha sonra, bu genlerin buğday ve 

tütün bitkilerine aktarılması çalışılmalarına devam edilmiştir. TaNAC69-1 geninin buğdayda yüksek 

düzeyde ifadesini arttırmak amacıyla partikül bombardıman yönteminin yanı sıra, Agrobacterium 

aracılığıyla olgunlaşmış ve olgunlaşmamış buğday embiryolarına transformasyon çalışmaları da 

yapılmıştır. TaNAC69-1 geni ayrıca model bitki olarak bilinen tütün bitkisine Agrobacterium aracılığıyla 

transfer edilmiştir. 

Projemizde, ilk olarak total bitki RNA’sı 7 gün süreyle büyütülen ve 5 gün süreyle tuz stresine maruz 

bırakılan kışlık bir buğday çeşidi olan, Triticum turgidum spp. durum’ dan ve yazlık ekmeklik bir buğday 

çeşidi olan, Triticum aestivum L.’ den izole edilmiştir. RNA örneklerinden cDNA sentezi yapılmış ve genler 

uygun klonlama vektörlerine klonlanmıştır. Dizi analiz yapılmış, tam ve hatasız genler sırasıyla monokot 

bitkilerin transformasyonunda kullanılan pAHC25 ve pIPKb002 vektörüne ve dikot bitkilerin 

transformasyonunda kullanılan pORE-E3 ve pEarlyGate100 yüksek ekspresyon vektörlerine 

klonlanmıştır. Bitki transformasyon çalışmalarına başlamadan önce kullanılacak olan bitki çeşidinin 

rejenerasyon koşullarının optimize edilmesi gerekmektedir. Dolayısıyla projemizde ayrıca Triticum 

turgidum spp. durum ve Triticum aestivum’a ait olgunlaşmamış başak taslakları ve olgunlaşmış 

embriyolar kullanılarak bu türlerin rejenerasyon koşulları optimize edilmiştir. Yüksek düzeyde ifadeye 

olanak sağlayan pAHC25 vektöründe bulunan bu genler, bitki materyali olarak kullanılan buğday başak 

taslaklarına ve olgunlaşmış embriyolara partikül bombardıman yöntemi ile aktarılmaya 

çalışılmıştır. pIPKb002 vektöründe bulunan TaNAC69-1 geninin, ayrıca buğday olgunlaşmış ve 

olgunlaşmamış embriyo dokularına Agrobacterium aracılığıyla transformasyon çalışmaları yapılmıştır. 
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Projemizde ayrıca buğday gibi monokot bir bitkinin doku kültürü ve genetik transformasyon 

çalışmalarının yanı sıra, TaNAC69-1 geninin bulunduğu pORE-E3 ve pEarlyGate100 yüksek ekspresyon 

vektörleri Agrobacterium aracılığıyla model dikot bir bitki olan tütün bitkisine de aktarılmıştır. Transgenik 

adayı tütün bitkilerinin moleküler analizleri seçici antibiyotik ve gen spesifik primeler kullanılarak PZR 

yöntemi ile doğrulanmıştır. 

Ayrıca buğday bitkisinde, TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin tuz ve kuraklık stresleri altında belli zaman 

aralıklarında hem gerçek zamanlı PZR  hem de mikrodizin yöntemleri kullanılarak gen ifade seviyesindeki 

farklılıklar gösterilmiştir. Bununla birlikte mikrodizin yöntemiyle NAC tipi transkripsiyon faktörlerinin 

diğer genlerle olan etkileşimleri de belirlenmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Buğday, Tütün, NAC Tipi Transkripsiyon Faktörü, Abiyotik stres, Gerçek zamanlı PZR, 

Mikrodizin 
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ABSTRACT 

Wheat is the most important grain crop grown in our country providing greatest part of the daily 

nutritional requirement. Drought, salinity, freezing, pests, bacterial and fungal diseases are the most 

important abiotic and biotic factors affecting quality and yield of wheat varieties used for the production 

of both bread and pasta flour.  

NAC (NAM /ATAF1-2 /CUC2) proteins form one of the widest families of plant specific transcription 

factors. Members of this family are releated with development, defence and abiotic stress responses. To 

understand the role of abiotic stresses such as drought and salinity of the TaNAC69-1 and TtNAM-B2 

genes, increased or reduced gene expression-based studies have not yet been performed. Therefore, 

TaNAC69-1 and TtNAM-B2 genes were firstly cloned from Triticum aestivum L. and Triticum turgidum 

spp. durum in our project, respectively. Then, studies on transformation of these genes into wheat and 

tobacco plants were continued. To increase TaNAC69-1 gene expression in wheat, besides the particle 

bombardment technique, mature and immature embryos of wheat were also transformed with 

Agrobacterium. TaNAC69-1 gene was also transferred into tobacco plant known as model plant via 

Agrobacterium. 

Firstly, total plant RNA was isolated from wheat plants (Triticum aestivum L. and Triticum turgidum spp. 

durum), which were grown for 7 days and exposed to salt stress for 5 days. cDNA synthesis was 

performed from isolated RNA samples, and genes were cloned in appropriate cloning vectors. The 

sequence analysis of genes were done and unerring genes were cloned into both pAHC25, pIPKb002 

expression vectors that are used for monocot plants transformation and pORE-E3, pEarlyGate100 

expression vectors that are used for dicot plants transformation. Before starting plant transformation 

studies, regeneration conditions should be optimized for plants used in transformation. So, regeneration 

conditions of immature inflorescence and mature embryos which belongs to Triticum turgidium spp. 

durum and Triticum aestivum was optimized. pAHC25 over-expression vector containing these genes 

was tried to transfer into immature inflorescence and mature embryos of wheat via particle 

bombardment technique. Also, Agrobacterium transformation studies of pIPKb002 over-expression 

vector containing TaNAC69-1 gene were done in immature and mature embryos. 
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In our project, besides the studies of tissue culture and transformation of monocot plant like wheat, 

TaNAC69-1 gene found in pORE-E3 and pEarlyGate100 over-expression vectors was transferred into 

model dicot tobacco plant via Agrobacterium. Putative transgenic tobacco plants were confirmed with 

PCR method using selective antibiotic gene and gene specific primers. 

Also, differences of gene expression levels of TaNAC69-1 and TtNAM-B2 genes under the salt and 

drought stresses were shown using both quantitative real time PCR and microarray techniques. 

Futhermore, interactions between other genes and NAC type transcription factors were determined 

through the microarray technique. 

 

Keywords: Wheat, Tobacco, NAC Type Transcription Factor, Abiotic stress, Quantitative Real Time PCR, 

Microarray 
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1.1. GİRİŞ 

Buğday bütün dünyada ıslahı yapılmış tek yıllık otsu bir bitkidir. Buğday, un ve yem üretiminde kullanılan 

temel bir besin maddesidir. Buğday, hemen hemen her devirde insanların en önemli gıda maddesini 

teşkil etmiştir. Beslenme için lüzumlu olan nişasta ve proteinli maddeleri oldukça uygun bir oranda (1/6) 

ihtiva etmesi, bu bitkinin ziraatte en başta yer almasına sebep olmuştur. Bilindiği üzere küresel ısınma ve 

yanlış arazi kullanımı gibi nedenlerle 21. yüzyılda kuraklığın ve çölleşmenin gittikçe artması 

beklenmektedir. Bu nedenle, kurağa dayanıklı yada az suyla yetişebilen bitki çeşitlerinin geliştirilmesi 

büyük önem taşımaktadır. Bu bitkilerin geliştirilmesi ile marjinal alanlarda tarım yapılması mümkün 

olabilecek ve artan dünya nüfüsunun beslenmesine katkı sağlanabilecektir. 

Projemizde, amacımız NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin 

farklı abiyotik stresler altında rollerini anlamaya yönelik, gen ifadelerini arttırma ve gen ifade 

seviyelerindeki değişiklikleri göstermektir. Bunun için projemizin ilk aşamasında TaNAC69-1 ve TtNAM-

B2 genleri buğday bitkisinden klonlanmış ve gen ifade seviyelerini arttırmak amacıyla uygun yüksek ifade 

vektörlerine aktarılmıştır. Projemizin ilerleyen aşamalarında buğday doku kültürü başarılı bir şekilde 

optimize edilerek, hem buğday hem de tütün bitkisinde genetik transformasyon çalışmaları yapılmıştır. 

Son olarak, buğdayda tuz ve kuraklık gibi değişik abiyotik stresler altında TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 

genlerinin ifade seviyelerindeki farklılıklar gerçek zamanlı PZR ve mikrodizin yöntemleri ile incelenmiştir. 

 

 

Şekil 1.1. Projenin ana hatlarıyla özetlenmesi. 
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1.2. GENEL BİLGİLER 

Türkiye buğday üretiminde dünyada ilk on ülke arasında yer almaktadır. Buğdayın iki önemli çeşidinden 

biri olan ve dört takım kromozoma sahip (2n=28) T. turgidum ssp.durum makarna yapımında, altı takım 

kromozoma sahip (2n=42) olan T. aestivum ise öncelikli olarak ekmek yapımında kullanılmaktadır. 

Buğday, bitkisel kaynaklı besinlerden sağlanan toplam kalorinin yaklaşık % 20'sini oluşturmaktadır. Bu 

oran ülkemizde % 53 seviyelerindedir. Buğdayın ekonomik ve stratejik önemi, dünya nüfusundaki sürekli 

artış ile orantılı olarak artmaktadır. Gelecekte insanlık için en büyük tehlikenin, nüfus artışına bağlı açlık 

veya yetersiz beslenme olacağı kabul edilmesi gereken somut bir gerçektir (Nicol, 2007, Uauy, 2006). 

NAC proteinleri bitkiye özel transkripsiyon faktörlerinin en geniş ailelerinden birini oluşturmaktadır. Bu 

ailede yer alan proteinler gelişim, savunma ve abiyotik stres tepkileri gibi çok çeşitli süreçlerle 

ilişkilidirler. Ayrıca NAC genlerinin ışığa karşı tepki, programlanmış hücre ölümleri ve yaşlanmada rol 

oynadığı belirlenmiştir. Arabidopsiste tanımlanmış 100’den fazla üyesi bulunan NAC grubu genlerin 

çoğunun konstitutif olarak ifade edildiği ya da gelişime bağlı olarak kontrol edildiği bilinmektedir (Olsen, 

2005). 

NAC ismi daha önce tanımlanmış olan NAM (no apical meristem), ATAF1-2 ve CUC2 (cup-shaped 

cotyledon 2) genlerinden gelmektedir. NAM geni karakterize edilen ilk NAC genidir. Birçok petunya nam 

mutantında, sürgün apikal meristemi (SAM) oluşmadığından fide aşamalarında bitki ölümü gözlenmiştir. 

Bu mutant fidelerde kotiledonların birleştiği ve gelişim gösterebilen birkaç kaçak filizde de çiçek 

gelişiminin normal olmadığı görülmüştür. NAM’lerden sonar Arabidopsis CUC2 genleri karakterize 

edilmiştir. CUC1 ve CUC2 genlerindeki mutasyonların nam fenotipindekilere benzer bozukluklara yol 

açtığı görülmüştür (Olsen, 2005). 

Bazı NAC proteinlerinin biyolojik öneme sahip diğer bazı proteinlerle etkileşime girdiği bilinmektedir. 

Patates, Phytophthora infestans ile enfekte olduğunda StNAC geninin aktive olduğu görülmüştür. Bu 

durum, NAC proteinlerinin biyolojik streslere tepkide rol oynadığını da ortaya koymuştur. Bazı NAC 

genlerinin yaralanma, soğuk stresi ve su kaybı gibi abiyotik streslerle de aktive olduğu görülmüştür 

[Collinge, 2001]. ANAC019, ANAC055 ve ANAC072 gibi NAC genleri ile transforme edilen bitkilerin 

kuraklığa karşı dayanıklılık gösterdiği bulunmuştur. ANAC072 (RD26)’nin yeni bir ABA bağımlı stres-sinyal 

yolunda rol oynadığı görülmüştür. ANAC genleri yaralanma ile aktive olan ATAF1 ve ATAF2’nin de dahil 

olduğu bir alt gruba aittir. Bu grup genler dehidrasyon, yüksek tuz ve ABA konsantrasyonları ile aktive 

olmaktadır (Fujita, 2004). 
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Birçok karasal bitkide bulunmaları ve oldukça geniş bir grup olmaları nedeniyle, NAC proteinlerinin 

fonksiyonlarını tanımlamak oldukça güçtür. Bunu anlamak için NAC proteinlerinin bağlandığı hedef 

genlerin bilinmesi gerekmektedir. NAC genlerinin ifade düzeyinin arttırılması ve bunun mikroarray 

tekniği ile birlikte kullanılması bu amaca ulaşmakta izlenebilecek yollardan biri olabilir. Bir diğer yöntem 

ise kromatin immunopresipitasyon tekniğinin mikroarray ile birleştirilmesi ve bu yolla genomik DNA 

üzerindeki bağlanma bölgelerinin tespit edilmesidir. NAC genlerinin ifade düzeylerinin arttırılması ya da 

inaktive edilmesi yoluyla bazı hedef genler tespit edilmiş olsa da, bu genlerin bazıları doğrudan hedef 

genler olmayabilir. Ayrıca fonksiyonlarının çok çeşitli olmasından dolayı knock-out mutasyonlarının çok 

küçük bir kısmı bilgi verebilecek fenotipler oluşturmaktadır. Dolayısıyla alternatif olarak RNA aracılığıyla 

gen susturması ve represör susturma tekniği de kullanılabilir (Olsen, 2005, Fujita, 2004). 

T. turgidum spp. durum türünde dane protein içeriğini (GPC) etkileyen bir QTL belirlenmiştir. Başlangıçta 

GPC-B1 diye adlandırılan protein, NAC grubu proteinlere benzerliğinden dolayı, NAM-B1 olarak 

adlandırılmıştır. Bobwhite buğday çeşidinde TaNAM geni RNAi yöntemiyle susturulmuş ve iki transgenik 

hat elde edilmiştir (L19-54 ve L23-119). Elde edilen bu transgenik hatların uzun süre yeşil kalabilen bir 

fenotipe sahip oldukları görülmüştür. Ayrıca Q-PCR sonuçları L19-54’de endojen mRNA seviyesinin 

düştüğünü göstermiştir. Kontrol bitkilere göre transgenik bitkilerde, dane GPC içeriğinin %30, çinkonun 

%36 ve demirin %38 daha az olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlar TaNAM geninin ifadesinin azalması 

durumunda senesensin geciktiğini, dane protein, demir ve çinko düzeyinin azaldığı ve yapraklardaki azot, 

demir ve çinko düzeyinin ise arttığını göstermiştir. Bütün bu etkiler NAM genlerinin çeşitli süreçleri 

etkileyen bir transkripsiyon faktörü olduğuna işaret etmektedir (Uauy, 2006). 

Buğdayda bulunan, kuraklık ve soğukla uyarılan TaNAC69 geninin DNA’ya bağlanma özelliği belirlenmiş 

ve diğer türlerde bulunan homologları gösterilmiştir. Yapılan sekans eşleştirme (alignment) çalışmaları 

TaNAC69’un daha önce tanımlanmış olan bazı NAC proteinleri ile benzerliğini ortaya koymuştur. Yapılan 

bu çalışmada TaNAC69’un bağlanabildiği iki konsensus DNA bağlanma bölgesi (23-24 bp) bulunmuştur. 

T. aestivum ait Babax çeşidi ABA ile muamele edildiğinde, kuraklık ve soğuk stresine maruz bırakıldığında 

TaNAC69 mRNA seviyesinin kontrol bitkilerine oranla çok fazla arttığı tespit edilmiştir. Daha önce yapılan 

çalışmalarda NAC proteinlerinin edr1 ve 35S promotorlarına bağlandığı gösterilmiştir. TaNAC69’un NAC 

domaini Arabidopsis ANAC019’unki ile % 66-68 aminoasit homolojisi göstermektedir. Buna karşın 

ANAC019 erd1 promotoruna bağlanabilirken TaNAC69 ancak düşük bir afinite ile bağlandığı görülmüştür. 

TaNAC69’un 35S promotoruna da yine düşük afinite ile bağlandığı gösterilmiştir (Xue, 2006). 
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NAC grubu genlerin bitkilerde abiyotik strese tepkide etkili olduğunu gösteren çalışmalara başka 

örnekler vermek de mümkündür. SNAC1 (stress responsive NAC1) geninin ifade düzeyi arttırıldığında, 

transgenik çeltiklerin kuraklık ve tuzluluk direncinin kontrol bitkilere göre daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir. Transgenik bitkilerin ABA’ya daha duyarlı oldukları ve stomalarını daha çabuk kapatarak daha 

yavaş su kaybettikleri görülmüştür (Hu, 2006). 

Diğer bir çalışmada ise OsNAC6 geninin soğuk, kuraklık ve tuzluluk gibi abiyotik streslerle aktive olduğu 

gösterilmiştir. OsNAC6 genini konstitutif olarak ifade eden transgenik çeltiklerde büyümede gerileme ve 

ürün veriminde düşüş görülmüştür. Yapılan mikroarray analizleri, elde edilen transgenik bitkilerde 

abiyotik ve biyotik streslerle uyarılan birçok genin aktive olduğunu göstermiştir (Nakashima, 2007). 

Hedeflenen bu projemizde NAC grubuna ait TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin buğday ve tütün 

bitkilerinde yüksek seviyede ifadesini arttırmaya yönelik çalışmalar yapılmıştır. Ayrıca buğday bitkisinde 

TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin belli zaman periyotlarında tuz ve kuraklık stresleri altında gen ifade 

profilleri gösterilmiştir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Materyaller  

Total bitki RNA’sı Qiagen RNeasy Plant Mini Kit RNA izolasyon kiti (Valencia, CA, USA) ve Invitrogen Trizol 

reaktifi (Paisely, UK) kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen RNA örneklerinden cDNA sentezi Fermentas 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit  (Cornaredo, Italy) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Genlere 

ait izole edilmiş DNA parçaları Fermentas CloneJETTM ve Invitrogen pENTR™/D-TOPO® PCR klonlama 

vektörlerine klonlanmıştır. Klonlanan genler sekanslanarak NCBI web sitesinde 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yer alan BLAST programı aracılığıyla karşılaştırma yapılmıştır. 

Monokot bitkilerin partikül bombardıman yöntemiyle genetik transformasyonda kullanılan ekpresyon 

vektörü pAHC25 ve Agrobacterium yöntemiyle genetik transformasyonda kullanılan ekpresyon vektörü 

ise Gateway uyumlu IPK vektör serileridir. 

2.1.1. Bitki Materyalleri 

Bu çalışmada kışlık buğday çeşidi olan, Kızıltan-91 ve Mirzabey (Triticum turgidum spp. durum) ait 

olgunlaşmış embriyo ve yazlık buğday çeşidi olan, Yüreğir-89 (Triticum aestivum L.) ait olgunlaşmamış 

başak taslağı ve embriyolar bitki materyali olarak kullanılmıştır. Buğday tohumları Tarım ve Köyişleri 

Bakanlığı Tarla Bitkileri Merkez Araştırma Enstitüsü’nden elde edilmiştir. 

2.2. Metodlar (Vektörlerin Oluşturulması) 

2.2.1. RNA İzolasyonu İçin Bitkilerin Büyütülmesi 

Kızıltan-91 ve Yüreğir-89 çeşitlerine ait tohumlar yüzey sterilizasyonundan sonra çimlendirilmiş ve 

bitkiler kontrollü çevre şartlarında (16s ışık, 8s karanlık fotoperiyot, 20/18 oC) su kültürü ortamında 

Hoagland (Hoagland, 1950) solusyonuyla sulanarak plastik bardaklarda 14 gün boyunca büyütülmüştür. 

TaNAC69-1 ve TtNAMB-2 genlerinin ifade seviyelerini arttırmak için 200mM tuz (NaCl) içeren Hoagland 

solusyonu ile 5 gün boyunca bitkilerin sulanmasına devam edilmiştir. Stresin sonunda kontrol ve strese 

maruz bırakılan bitkilerin yaprakları toplanarak sıvı nitrojende dondurulmuş ve RNA izolasyonunda 

kullanılmak üzere – 80 oC’ de saklanmıştır.  

2.2.2. RNA İzolasyonu 

Total RNA izolasyonu Qiagen’in RNeasy Plant Mini Kit’i ve trizol reaktifi (Chomczynski, 1993) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen RNA’nın kalite ve miktarı spektrofotometre yardımıyla ölçülmüş, 

örneklerin absorbans değeri 10 mM Tris/HCl içinde (pH:8.0) 260 nm (A260)  ve 280 nm (A280)’de 
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saptanmıştır (1 absorbans birimi=40µg/ml RNA). RNA kalitesi A260’ın  A280’e oranına göre 

belirlenmiştir. Miktar ise aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır: 

Konsantrasyon = A260 x 0.04 x DF 

A260: 260 nm’deki absorbans, DF: seyreltme faktörü. 

RNA kalitesi ayrıca jel elektroforezi yardımıyla doğrulanmıştır. Bu amaçla 1X TAE solüsyonu kullanılarak  

%1’lik agaroz jel hazırlanmıştır. RNA örnekleri jele yüklenmiş ve 40 dakika 100 V’ta yürütülmüştür. Jelde 

25S ve 18S bantların görülmesi RNA örneklerinin parçalanmadığını kanıtlamıştır.  

2.2.3. RNA Örneklerinden cDNA Sentezi 

RNA örneklerinden cDNA sentezi için Fermentas’ın RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit’i 

kullanılmıştır. 1 µg RNA örneği ve uygun primerler reaksiyon karışımına eklenmiş ve 5 dakika 65 C’de 

inkübe edilmiştir. Daha sonra 5X buffer, dNTP ve RT (ters transkriptaz) PZR tüplerine konulmuş ve son 

hacim DEPC muameleli su eklenerek 20 µl’ye tamamlanmıştır. Bileşim yavaşça karıştırılmış ve 5 saniye 

santrifüj edilmiştir. Tüpler PZR makinasında 42oC’de 60 dakika ve 70oC’de 5 dakika inkübasyona maruz 

bırakılmıştır. 

 
2.2.4. Tagushi Metoduyla TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin İzolasyonu  

Tagushi metodu endüstriyel proses dizaynlarında yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. Bu diziler 

spesifik reaksiyon bileşiklerinin etkileşimlerini yalnızca birkaç reaksiyon yardımıyla göstermekte olup 

pahalı deneysel incelemelere gereksinimi azaltmaktadır (Tablo 2.1). 

 

Tablo 2.1. Tagushi dizisinde kullanılan bileşenlerin farklı karışım içerikleri. 
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PZR çalışmalarında kullanılacak olan gene özgü primerlerin dizaynı Beacon Designer 7 programı aracılığı 

ile yapılmıştır.  

TaNAC69 geni için kullanılan ileri ve geri primerlerin sekansları şöyledir: 

İleri yönlü primer: GCCATCTTCTCCTCCTCCTC   

Geri yönlü primer: TTCTTATCGGTCGGTCGGTC 

TtNAM-B2 geni için kullanılan primerlerin sekansı ise şöyledir: 

İleri yönlü primer: ATGGGCAGCTCGGACTCATC 

Geri yönlü primer: TCAGGGATTCCAGTTCACGC 

Optimizasyon deneyleri her bir değişkenin bağımsız olarak test edilmesine dayanır.  4 farklı reaksiyon 

bileşeninin, 3 farklı karışım düzeyinde etkilerinin ve etkileşimlerinin belirlenebilmesi için 81 ayrı deney 

yapmayı gerektirir. Tagushi metodu kullanılarak her bir bileşenin etkisini anlayabilmek için 9 reaksiyon 

yeterli olmaktadır (Cobb, 1994). Ürün verimini etkileyen reaksiyon bileşenleri Tagushi dizileri kullanılarak 

kolayca saptanabilmekte olup; primer, cDNA, MgCl2 konsantrasyonu ve primer bağlanma sıcaklığı bu 

metodla karşılaştırılabilmektedir. Tablo 2.2’de TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri için Tagushi PZR koşul ve 

bileşenleri verilmektedir. 

Tablo 2.2. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri için Tagushi PZR koşul ve bileşenleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yapılan Tagushi PZR sonucunda çıkan ürünler %1’lik agaroz jelde yürütülmüş ve beklenen büyüklükte 

görülen bantlar kesilerek jelden ayrıştırılmıştır. Bunun için QIAquick Gel Extraction Kit’i kullanılmıştır.  
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2.2.5. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin pJET1.2 Klonlama Vektörüne Aktarılması 

Ayrıştırılan bu genler, CloneJETTM PCR Cloning Kit’te verilen protokole uygun olarak pJET1.2  klonlama 

vektörüne (Şekil 2.1) transfer edilmiştir. Genlerin vektöre entegrasyonunu kanıtlamak için gen aktarımı 

yapılmış vektör, kompetant E. coli hücrelerine ısı şokuyla aktarılmıştır. Bunun için 50 µL kompetant E. 

coli hücresine 5 µL ligasyon karışımı ilave edilerek buzun içerisinde 60dk. inkübe edilmiştir. Isı şoku için 

hücreler 42°C’de 90 saniye su banyosunda tutulmuştur. Son olarak hücreler 5dk. buzun içerisinde 

tutulmuştur. Daha sonra 950 µL LB besiyeri ilave edilerek çalkalamalı inkübatörde bir saat, 200 rpm’de 

bekletilmiştir. Kültürden 50 µL alınarak amfisilin içeren seçici LB (Luria Broth, Sigma) agar plaklarda 37 

°C’de bir gün büyütülmüştür. Aktarımın gerçekleşmiş olduğu hücrelerde amfisiline karşı direnç olması 

beklenmektedir. Dolayısıyla amfisilin içeren LB  besiyerinde büyüyebilen koloniler pozitif koloniler olarak 

seçilmiştir. Bu koloniler kullanılarak TaNAC69-1 ve TtNAMB2 genlerine özgü primerlerle, PZR yapılmış ve 

çıkan ürünler %1’lik agaroz jelde yürütülmüştür. Beklenen büyüklükte bant elde edilen kolonilerden 

plazmid izolasyonu yapılarak çift yönde sekanslamaya gönderilmiştir (Sekanslama işlemi REFGEN Gen 

Araştırmaları ve Biyoteknoloji Ltd. Şti. tarafından yapılmıştır). Bu işlemler sonucunda pJET1.2 klonlama 

vektörüne aktarılmış olan TaNAC69-1 ve TtNAMB2 genleri, ekspresyon vektörüne aktarılmaya hazır hale 

getirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. pJET1.2/blunt klonlama vektörünün haritası 
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2.2.6. TaNAC69-1 ve TtNAMB2 Genlerinin Dikot Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

pORE ikili vektör serisi yeni nesil vektörlerden olup, birçok önemli özelliklere sahiptirler. pORE serisi 3 

temel gruptan oluşmaktadır; genel bitki transformasyonu için kullanılan ‘open’ serisi, promotor analizi 

için kullanılan ‘reporter’ serisi ve transgenlerin sürekli ifadesi için ‘ekspresyon’ serisi. Bu serilerde 

kullanılan promotorlar; PHPL: Arabidopsis thaliana hydroperoksid liyaz promotoru, PENDCUP2: Tobacco 

cryptic konstutitiv promotoru ve PTAPADH: Triticum aestivum lipid transfer protein promotoru. Seçici 

markörler nptII ve pat genleridir. Haberci (reporter) genler ise uidA ve smgfp genleridir. 

pJET1.2 klonlama vektöründe bulunan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri pORE-E3 yüksek ekspresyon 

vektörüne (Şekil 2.2.) aktarılmıştır. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini pJET1.2/blunt klonlama 

vektöründen, ikili pORE-E3 vektörüne transfer etmek için her iki vektör de aynı kesim enzimi ile 

kesilmelidir. Dolayısıyla her iki vektör ClaI ve NotI enzimleri ile kesilmiştir. Böylece, ClaI ve NotI kesim 

bölgelerini içeren yapışkan uçlar elde edilmiştir. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri, aynı kesim bölgelerini 

uçlarında taşıyan pORE-E3 vektörüne, T4 DNA ligaz enzimi ile bağlanmıştır. Elde edilen vektör ısıl şokla 

boş E.coli DH5α suşuna aktarılmıştır. Pozitif koloniler kanamisin içeren seçici LB besiyerinde büyütülmüş 

ve doğrulama için koloni PZR yapılmıştır. TaNAC69-1 genini içeren pORE-E3 vektörü elektroporasyon 

yöntemi ile boş A. tumefaciens EHA 105 suşuna aktarılmıştır. Pozitif koloniler kanamisin içeren seçici LB 

besiyerinde büyütülmüş ve doğrulama için koloni PZR yapılmıştır. 

 

Şekil 2.2. pORE-E3 ikili ekspresyon vektörünün haritası  

 

2.2.7. TaNAC69-1 ve TtNAMB2 Genlerinin Monokot Ekspresyon Vektörüne 

Klonlanması 

Monokot bitkiler için kullanılabilecek ekpresyon vektörlerinden biri pAHC25 ’tir. Bu vektör bar ve uidA 

(GUS) markör genlerini içermektedir ve her ikisi de ayrı ayrı Ubi-1 promotoru ile kontrol edilmektedir 

(Şekil 2.3.a). pAHC25 vektörü 9700bp büyüklüğünde olup, bu büyüklük partikül bombardıman için tolere 

edilebilirdir. TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genlerinin pAHC25 vektörüne eklenmesinden sonra büyüklüğü 

yaklaşık 11000bp olacaktır. 11000bp partikül bombardıman yöntemi için büyüklüğünden dolayı uygun 
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değildir. Ancak GUS geni plazmitten uzaklaştırılır ve onun yerine TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genleri 

eklenirse vektörün büyüklüğü sabit kalmaktadır. GUS genini vektörden uzaklaştırmak için, SmaI ve SacI 

kesim enzimleri kullanılmıştır (Şekil 2.3.b). SmaI enzimi, kestiği bölgede küt uçlar oluşturmaktadır. Bu 

yüzden yapışkan uç ligasyonu yerine küt uç ligasyonu yapılmıştır. Ancak SacI ile kesilen bölgede yapışkan 

uçlar oluşacaktır. Bu yapışkan uçları küt hale getirmek için T4 DNA polimeraz enzimi kullanılmıştır. T4 

DNA polimeraz tek zincirli DNA zincirininin eşleniğininin sentezlenmesini 5'-3' yönünde gerçekleştirir ve 

böylece yapışkan uçlu bölgelerde küt uçlar oluşturur. Bu enzim aynı zamanda 5'-3' eksonükleaz aktivitesi 

yokluğunda 3'-5' eksonükleaz aktivitesine de sahiptir. GUS geni vektörden SmaI ve SacI enzimleri ile 

çıkarılıp, T4 DNA polimeraz ile küt uçlar elde edildikten sonra TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genlerinin bu 

bölgeye entegrasyonu amaçlanmıştır. Bunun için öncelikle, pORE-E3 vektörüne önceden aktarılmış olan 

TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri, bulunduğu bölgeden SmaI ve SacI enzimleri ile kesilerek çıkarılmıştır. 

Daha sonra GUS geni uzaklaştırılmış olan vektöre ligasyon yapılmıştır. Ligasyon ürünleri kompetan E. coli 

DH5α suşuna transfer edilerek pozitif koloniler amfisilin içeren seçici LB besiyerinde büyütülmüştür. 

pAHC25 plazmidi içindeki genin konumunu doğrulamak için restriksiyon haritalama yöntemi 

kullanılmıştır. Restriksiyon haritalaması plazmid DNA’sının bir seri restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve 

oluşan DNA parçalarının agaroz jel elektroforezi yardımıyla ayrıştırılmasını içerir. Restriksiyon enzim 

kesim bölgeleri arasındaki uzaklıklar enzim kesimiyle üretilen DNA parçalarının büyüklüklerine bakarak 

saptanabilir. Bu yolla, plasmid içerisinde yeni eklenen herhangibir DNA parçasının konumu belirlenebilir. 
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Şekil 2.3.a) pAHC25 monokot ekspresyon vektörüne ait harita. b) pAHC25 monokot ekspresyon 

vektöründen GUS genini uzaklaştırmak için vektörün A: SacI ve B: SacI ve SmaI enzimleriyle kesildikten 

sonraki jel elektroforezi görüntüsü. GUS geninin ve GUS geni içermeyen doğrusal pAHC25 plazmidinin 

büyüklükleri sırasıyla 1900 ve 7800 baz iftidir. % 1 agaroz jel 1X TAE solüsyonunda 100 V’ta 60 dakika 

yürütülmüştür. Her bir kuyucuğa 10 µL PCR ürünü yüklenmiştir. 1 kb DNA Markörü (Fermentas, 

SM0311). 

 

2.3. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu IPK Vektör Serilerine Klonlanması 

2.3.1. Gateway® Klonlama Teknolojisi 

Gateway® teknolojisi fonksiyonel analizler, protein ekspresyonu ve DNA parçalarının klonlanması için 

kullanılabilen hızlı ve etkili evrensel bir klonlama yöntemidir. Faj 1’in iyi bir şekilde tanımlanmış bölge-

spesifik rekombinasyon sistemine dayanan bu teknoloji, DNA parçalarının farklı klonlama vektörleri 

arasında restriksiyon endonükleazlar ve ligazlara ihtiyaç duymadan transferine olanak sağlar. İlgilenilen 

DNA parçası bir kez Gateway sistemine entegre olduğunda parçaların diğer Gateway vektörleri arasında 

transferi çok kolay olmaktadır. (Şekil 2.4.a). 
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Şekil 2.4.a). Uygulamalar arasında hızlı bir geçiş sağlayan Gateway® teknolojisi. b) Gateway® sistemine 

spesifik olan ve çapraz reaksiyona girmeyen 5 set att bölgesine dayanmaktadır. 

Gateway teknolojisi, faj lambdanın rekombinasyon reaksiyonlarını test tüpü içerisinde bir seri 

rekombinasyon proteinlerinin bir karışımını ve att bölgesi içeren vektör serilerini kullanarak 

gerçekleştirir. Faj 1’de entegrasyon bölgesi attP olarak bilinirken, E. coli’de ise attB olarak 

isimlendirilmektedir. attB bölgesi 25 baz çifti uzunluğunda kısa bir bölgedir. att bölgeleri faj 1 

rekombinasyonu sağlayan proteinler için bağlanma bölgeleri içermektedir. Entegrasyon reaksiyonu 

(attBXattP) integrase (Int) ve konak entegrasyon faktör (IHF) olarak bilinen proteinler yardımıyla 

gerçekleştirilmektedir. Birleşme gerçekleştiğinde hiç DNA dizi kaybı olmadan attL ve attR olarak 

adlandırılan iki yeni bölge meydana gelmektedir. Tüm att bölgeleri rekombinaz (integraz) için 15 baz 

çiftlik tanıma bölgeleri içermeleri açısından benzerdir. Reaksiyon aynı zamanda ters yönde de 

gerçekleşebilir (ekzisyon).  attL bölgesi attR bölgesi ile birleştiğinde (integraz, konak entegrasyon faktör 

ve ekzisionaz proteinleri [Xis]  yardımıyla), lambda DNA’sı E. coli genomundan çıkarılır. Bu durumda E. 

coli içinde attB bölgesi, faj 1 içinde attP bölgesi oluşur (Şekil 2.4.b.).  
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Gateway® reaksiyonları entegrasyon ve ekzisyon reaksiyonlarının in vitro formlarıdır. Amaç hedef genin 

bir vektörden diğerine transfer edilmesidir. Ekspresyon vektörünü oluşturmak için LR reaksiyonu 

incelendiğinde; 

 
1. Hedef gen, transkripsiyonel olarak aktif olmayan ve kanamisin antibiyotiğine dirençli bir giriş 

vektörüne klonlanır. Sonuçta attL1 ve attL2 olarak isimlendirilen rekombinasyon bölgeleri oluşur.   

2. İstenen gen amfisilin antibiyotiğine dirençli hedef bir vektöre aktarılmak istenirse ekpresyon için 

gerekli tüm dizi bilgisi vektör üzerinde mevcuttur.  Bu plazmid ayrıca negatif seçim geni olan ccdB’yi iki 

taraftan kuşatan attR1 ve attR2 olarak bilinen iki rekombinasyon bölgesi içermektedir. 

3. Herbiri birbiriyle birleşmeyen rekombinasyon bölgeleriyle kuşatılmış fakat diğer molekül üzerindeki 

kalıcı bölgelerle birleşen iki plazmid DNA’sı bir araya getirilmektedir.   

4. LR Clonase™  enzim karışımı Int, IHF,  ve Xis enzimlerinden oluşmakta ve böylece ekzisyon reaksiyonun 

in vitro formu gerçekleştirilmektedir.  

5. att1 ve att2 bölgeleri rekombinasyonun yönselliğini ve spesifikliğini belirlediği için attL1 sadece attR1 

ile reaksiyona girmekte, aynı şekilde attL2’de attR2 ile birleşmektedir.  

6. attL1 ile attR1 ve attL2 and attR2 arasında oluşan bu iki rekombinasyon olayı ekspresyon klonunu 

meydana getirmektedir.  

7. Bu iki rekombinasyon reaksiyonunun ürünleri, hedef geni içeren plazmid konstraktı ve verici vektör 

olarak bilinen bir yan üründür. İstenen plazmid antibiyotik seleksiyonu ve negatif seleksiyon olmak üzere 

iki seçim bölgesine sahiptir. Amfisilin seçimi başlangıç vektörü ve yan ürünü elimine ederken; negatif 

seleksiyon işaretleyicisinin bulunması boş hedef vektörü ve co-integrate molekülleri ortadan kaldırır 

(Şekil 2.5.). Böylece hedef geni içeren plazmid konstraktını içeren bakteriler amfisilin antibiyotiği ile 

seçilmiş olurlar. 
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Şekil 2.5. Gateway® reaksiyonları;  LR ve BP reaksiyonlarının in vitro formlarıdır.   

 

2.3.2. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu Giriş Vektörüne Klonlanması 

Öncelikli olarak TaNAC69-1 geni giriş vektörü olarak kullanılan pENTR™/D-TOPO® vektörüne 

klonlanmıştır (Şekil 2.6.). TaNAC69-1 geni Pfu Taq Polymerase enzimi kullanılarak PZR’de çoğaltılmıştır. 

PZR koşulları; kalıp DNA’nın ayrılması için 94°C’ de 3 dakika, 25 döngü 94°C’ de 30 saniye, 60°C’ de 45 

saniye, 68°C’ de 2 dakika ve 68°C’ de 10 dakika final uzatma olacak şekilde yapılmıştır. TaNAC69-1 

geninin PZR ürünü %1’lik agaroz jelde yürütülmüş ve beklenen büyüklükte görülen bant kesilerek jelden 

QIAquick Gel Extraction Kit kullanılarak ayrıştırılmıştır. Ayrıştırılan bu gen, Invitrogen firmasından 

sağlanan pENTR™/D-TOPO® giriş vektörüne transfer edilmiştir. Genin vektöre entegrasyonunu 

kanıtlamak için gen aktarımı yapılmış vektör, kompetant E. coli hücrelerine ısı şokuyla aktarılmıştır. 

Bunun için 50 µL kompetant E. coli hücresine 5 µL ligasyon karışımı ilave edilerek buzun içerisinde 30dk. 

inkübe edilmiştir. Isı şoku için hücreler 42 °C’de 90 saniye su banyosunda tutulmuştur. Son olarak 

hücreler 5dk. buzun içerisinde tutulmuştur. Daha sonra 950 µL SOC besiyeri ilave edilerek çalkalamalı 

inkübatörde bir saat, 200 rpm’de bekletilmiştir. Kültürden 50 µL alınarak kanamisin içeren seçici LB 

(Luria Broth, Sigma) agar plaklarda 37 °C’de bir gün büyütülmüştür. Aktarımın gerçekleşmiş olduğu 

hücrelerde kanamisine karşı direnç olması beklenmektedir. Dolayısıyla kanamisin içeren LB  besiyerinde 

büyüyebilen koloniler pozitif koloniler olarak seçilmiştir. Bu koloniler kullanılarak TaNAC69-1 genine 

özgü primerlerle, koloni PZR yapılmış ve çıkan ürünler %1’lik agaroz jelde yürütülmüştür. Beklenen 

büyüklükte bant elde edilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapılarak çift yönde sekanslamaya 

gönderilmiştir (Sekanslama işlemi REFGEN Gen Araştırmaları ve Biyoteknoloji Ltd. Şti. tarafından 
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yapılmıştır). Bu işlemler sonucunda pENTR™/D-TOPO® giriş vektörüne aktarılmış olan TaNAC69-1 geni IPK 

serisi ekspresyon vektörlerine aktarılmaya hazır hale getirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. pENTR™/D-TOPO® vektörünün haritası. Genler attL1 and attL2 rekombinasyon bölgeleri arasına 

aktarılacaktır.  

2.3.3. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pIPKb002 Ekspresyon Vektörine 

Klonlanması 

Bir genin bitki transformasyon vektörleri kulllanılarak geleneksel yöntemlerle klonlanması ya da RNAi 

vektörleri kullanılarak yapılan susturma çalışmaları emek isteyen zahmetli çalışmalardır. Tahıl türleri için 

kullanılabilecek bazı Gateway uyumlu ikili vektörler mevcuttur. Rekombinasyon reaksiyonu uygun 

rekombinasyon bölgelerine (attL1 and attL2) sahip hedeflenen geni içeren bir giriş vektörü, 

rekombinasyon enzimi ve ikili bir hedef vektörü içermektedir. İkili hedef vektör alternatif bitki 

promotorunun alt bölgesine entegre olmuş uyumlu rekombinasyon bölgelerine (attR1 and attR2) 

sahiptir.  

Himmelbach ve arkadaşları (Himmelbach, 2007) fonksiyonel olarak geçerli bir seri promotora sahip ve 

hedef genlerin ya da gen parçalarının Gateway’e dayalı rekombinasyonla hızlı bir şekilde entegrasyonuna 

izin veren bir vektör seti geliştirmişlerdir (Şekil 2.7.). 
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pIPKb001, pIPKb002, pIPKb003, pIPKb004 yüksek ekspresyon vektörleri ve pIPKb006, pIPKb007, 

pIPKb008, pIPKb009 RNAi-vektörleri IPK’dan (The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant 

Research, Almanya) temin edilmiştir. Bu ikili hedef vektörler uyumlu rekombinasyon bölgeleri (attR1 ve 

attR2) içermektedir. Bu yüzden ilgilenilen genin ikili hedef vektöre transferi için attL1 ve attL2 bölgeleri 

içeren bir giriş vektörüne gereksinim duyulmaktadır. Bu rekombinasyon bölgelerini içeren pENTR™/D-

TOPO® vektörü başlangıçtaki klonlama için kullanılacaktır. İlk olarak TaNAC69-1 geni pENTR™/D-TOPO® 

vektörüne klonlanmıştır. LR reaksiyonunda LR Clonase™ enzimi kullanılarak giriş vektörü içerisinde 

bulunan TaNAC69-1 geni pIPKb002 yüksek ekspresyon vektörüne transfer edilmiştir.  TaNAC69-1 genini 

taşıyan koloniler koloni PZR yöntemiyle belirlenmiştir. Daha sonra TaNAC69-1 genini içeren ikili vektörler 

elektroporasyon yöntemiyle kompetan A. tumefaciens AGL1 suşu hücrelerine aktarılmıştır. TaNAC69-1 

genine özgü primerlerle, koloni PZR yapılmış ve geni taşıyan pIPKb002 vektörü A. tumefaciens AGL1 suşu 

içerisinde olduğu kanıtlanmıştır (Şekil 2.8.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.7. Oluşturulan modüler ikili hedef vektörün şematik gösterimi. Yüksek ekspresyon (OE) ve 

RNAi’ye dayalı gen susturma  (RNAi) için dizayn edilmiş vektörler. a) Yüksek ekspresyon vektörleri, 

Gateway hedef kasetleri R1 (attR1 rekombinasyon bağlanma bölgesi), Cmr (kloramfenikol 

asetiltransferaz geni), ccdB (negatif seleksiyon markörü), ve R2 (attR2 rekombinasyon bağlanma bölgesi) 

bölgelerinden oluşmaktadır. b) RNAi vektörleri Gateway hedef kasetlerinin tersine çevrilmiş tekrarlarını 

ayıran bir buğday RGA2 intronu (I) içermektedir.  Transkripsiyon ya A. tumefaciens nos (t) ya da CaMV 

35S termination signal (T) yardımıyla sonlandırılmaktadır. 
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Şekil 2.8. TaNAC69-1 geninin Gateway sistemine girişi ve LR reaksiyonu sonucunda TaNAC69-1 genini 

içeren pIPKb002 ikili vektörün oluşumu. 

 



30 
 

2.4. Buğday Doku Kültürü  

Çalışma boyunca yazlık çeşit olan Yüreğir-89 (T.aestivum) ve kışlık çeşit olan Kızıltan-91 ve Mirzabey 

(T.turgidum) serada kontrollü çevre şartlarında (16s ışık, 8s karanlık fotoperiyot, 20/18oC) toprak içeren 

saksılarda yetiştirilmiştir. Yazlık çeşitler ekimden yaklaşık 30 gün sonra olgunlaşmamış başak taslağı 

oluşturmaktadır. Kışlık çeşitler ise ekimden 1 hafta sonra +4°C’de 5 hafta vernalizasyona maruz 

bırakıldıktan sonra yaklaşık 80. günün sonunda olgunlaşmamış başak taslağı oluşturmaktadır. Oluşan 

olgunlaşmamış başak taslaklarını içeren buğday sap kısımlarının yüzey sterilizasyonu için, buğday sapları 

% 30’luk sodyum hipoklorit (NaOCl) içeren çözelti içerisinde 20 dakika çalkalanmış ve steril saf su ile 5 

defa yıkanmıştır. Bistüri ve pens yardımıyla binoküler mikroskop altında olgunlaşmamış başak taslakları 

çıkarılarak 2-3 parçaya bölünüp, kallus oluşturma besiyerine (MS2) transfer edilmiştir (Tablo 2.3.). Kallus 

oluşturma besiyeri içinde başak taslakları 6 hafta boyunca 25°C’de karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır. 6 

haftalık kalluslar daha sonra rejenerasyon besiyerine alınmıştır. 8 cm olan filizler kavanoz içindeki 

köklendirme besiyerine alınmıştır. Sağlıklı büyüyen bitkicikler seraya aktarılmıştır (Kavas, 2008). 

 

Tablo 2.3. Olgunlaşmamış başak taslaklarının doku kültürü çalışmalarında kullanılan besiyerlerinin 

içerikleri. 

 

 

 

 

Olgunlaşmış embriyoların doku kültürü ve genetik transformasyon çalışmaları ise her iki çeşit için aynıdır. 

Tohumlar yüzey sterilizasyonu için %70’lik etil alkol ile 5 dakika yıkanmıştır. Steril saf su ile 5 kez yıkanan 

tohumlar %30’luk sodyum hipoklorit (NaOCl) ile 20 dakika çalkalandıktan sonra steril saf su ile tekrar beş 

kez yıkanmıştır. Steril edilen tohumlar şişmeleri için 8mg/l 2-4-Diklorofenoksi asetik asit içeren steril saf 

su içinde +4°C de 16-18 saat bekletilmiştir. Şişen tohumların embriyoları bistüri ve pens yardımıyla 

binoküler mikroskop altında tohumdan ayrılarak çıkarılmıştır. Olgunlaşmış embriyolar kallus oluşumu için 

kallus indüksiyon besiyerine alınarak 4 hafta 25°C’ de karanlık ortamda inkübe edilmiştir (Tablo 2.4.). 

Daha sonra 4 haftalık kalluslar embriyonik kallus oluşturma besiyerine alınmıştır. Bu kalluslardan 
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embriyonik kallus oluşturabilenler rejenerasyon besiyerine alınmıştır. 8 cm olan filizler kavanoz içindeki 

köklendirme besiyerine alınmıştır. Sağlıklı büyüyen bitkicikler seraya aktarılmıştır. 

 

Tablo 2.4. Olgunlaşmış embriyoların doku kültürü çalışmalarında kullanılan besiyerlerinin içerikleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Olgunlaşmamış embriyoların doku kültürü ve genetik transformasyon çalışmaları için Triticum aestivum 

cv.Yüreğir 89 ve Triticum turgidum durum cv.Kızıltan 91 çeşitleri kullanılmıştır. Serada kontrollü olarak 

yetiştirilen buğday çeşitlerine ait olgunlaşmamış tohumlar anter oluşumundan yaklaşık 15-20 gün sonra 

toplanmıştır. Toplanan olgunlaşmamış tohumlar % 30 sodyum hipoklorit (NaOCl) ile 20 dakika 

çalkalandıktan sonra steril saf su ile tekrar beş kez yıkanarak yüzek sterilizasyonu tamamlanmıştır. 

Sterilizasyondan sonra tohumlardan olgunlaşmamış embriyolar mikroskop altında bistüri ve pens 

yardımıyla izole edilmiştir. İzole edilen embriyolar kallus oluşumunu başlatmak için indüksiyon besiyerine 

alınmıştır. 4 hafta bu besiyerinde inkübe edilen kalluslar sürgün oluşumunu uyarmak için zeatin (5 ve 10 

mg/l) içeren seçici rejenerasyon besiyerine alınmıştır. Sürgün veren kallus yapıları kök oluşumunu 

başlatmak için köklendirme besiyerine alınmıştır. Çift kuvvetli besiyeri içeriği otoklav sonrası eklenen 

maddeler hariç bütün konsantrasyonlar çift konsantrasyon olarak verilmiştir (Tablo 2.5.) (Jones, 2005). 
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Tablo 2.5. Olgunlaşmamış embriyoların doku kültürü çalışmalarında kullanılan besiyerlerinin içerikleri. 

 

2.5. Partikül Bombardıman Yöntemiyle Buğday Kalluslarına Gen Aktarımı 

Bu çalışmada partikül bombardıman aleti olarak Obitek-Biolab Gen Transfer Sistemi kullanılmıştır. 

Bombardıman öncesi bombardıman sistemi %70 etanol ile steril edilmiştir. TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 

genlerini içeren plasmidler altın parçacıklarıyla kaplanarak kalluslara aktarılmıştır. 60 mg altın steril 

mikrosantrifüj tüpüne alınarak 0.5 ml %70 etanol ile 3 dakika vorteks yardımıyla çalkalanmıştır. 5 dakika 

oda sıcaklığında inkübe edilmiş ve daha sonra 14000 rpm’ de santrifirüj yapılarak çöktürülmüştür. Son 

olarak %100 etanol ile tekrar steril edilmiştir. 1 ml steril saf su içerisinde çözünerek kullanılmıştır. 

60mg/ml tungsten içeren bu karışımdan 30 μl alınarak üzerine 20 μl steril saf su eklenmiştir. Vorteks 

yapıldıktan sonra üzerine genleri içeren plasmid DNA’ larından 5 μg olacak şekilde ilave edilmiştir. 30 

saniye vorteks yapıldıktan sonra hızlı bir şekil sırasıyla 2.5 M 50 μl CaCl2, %50 50 μl gliserol ve 20 μl 0.1 M 

spermidin ilave edilerek 2 dakika daha vortekslenmiştir. 10 dakika buzda bekletildikten sonra santrifirüj 

yapılarak süpernatant uzaklaştırılarak 200 μl %100 etanol ile yıkanmıştır. Santrifirüj ile çöktürülen altın 
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kaplı plasmid DNA’ları 100 μl %100 etanol içinde çözülmüştür. 20 μl çözelti taşıyıcıya yüklenerek alkol 

uçtuktan sonra 36 bar (750-800psi) basınç ile kalluslara 6 cm mesafeden bombardıman yapılmıştır. 

Bombardıman çalışmalarında TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genlerini içeren pAHC25 plasmidleri, boş 

pAHC25 plasmidi ve hiçbir plasmidi içermeyen (negatif kontrol) 4 farklı altın karışımı kullanılımıştır.  

Bombardıman çalışmalarında, olgunlaşmamış başak taslaklarından ve olgunlaşmış embriyolardan olmak 

üzere iki farklı dokudan gelen kalluslar kullanılmıştır. Olgunlaşmamış başak taslakları kallus oluşturma 

besiyeri içinde 2 hafta boyunca 25°C’de karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır. Bombardımandan 4 saat 

önce kalluslar 0.4 M mannitol içeren MS besiyerine alınmışlar ve bombardımandan sonra 16 saat 

boyunca bu besiyerinde inkübe edilmişlerdir. Başak taslaklarından oluşan kalluslara partikül 

bombardıman aleti yardımıyla gen aktarımı gerçekleştirilmiştir. Bombalanan kalluslar zarar görmüş 

olabilecek dokuların onarımını hızlandırmak için doğrudan seçici besiyerine alınmayarak 2 hafta daha 

MS2 besiyerinde karanlıkta inkübe edilmişlerdir. 4. haftada ise kalluslar 0.5 mg/l L-PPT (fosfinotrisin) 

içeren MS2 besiyerine aktarılarak gen aktarımı başarılı olma ihtimali olan kallusların seçimi başlatılmıştır. 

6 haftalık bombalanmış kalluslar daha sonra 1mg/l L-PPT içeren rejenerasyon besiyerine alınmıştır. 2 

hafta aralıklarla L-PPT miktarı 2mg/l ve 3mg/l’ ye çıkarılarak sadece gen aktarımı başarılı olan kallusların 

yaşaması sağlanmıştır. 

Olgunlaşmış embriyolar kallus oluşumu için kallus indüksiyon besiyerine alınarak 2 hafta 25°C’ de 

karanlık ortamda inkübe edilmiştir (Tablo 1.2.). Bombardımandan 4 saat önce kalluslar 0.4 M mannitol 

içeren MS besiyerine alınmışlar ve bombardımandan sonra 16 saat boyunca bu besiyerinde inkübe 

edilmişlerdir. Oluşan kalluslara partikül bombardımanı yöntemiyle gen aktarımı gerçekleştirilmiştir. 

Olgunlaşmamış başak taslaklarından elde edilen kalluslarda olduğu gibi olgunlaşmış embriyolardan elde 

edilen kalluslar da 4. haftada seçici besiyerine alınarak zarar gören dokuların onarılmasına fırsat 

verilmiştir. Daha sonra 6 haftalık bombalanmış kalluslar 1mg/l L-PPT içeren embriyonik kallus oluşturma 

besiyerine alınmıştır. Bu kalluslardan embriyonik kallus oluşturabilenler 1mg/l L-PPT içeren rejenerasyon 

besiyerine alınmıştır. 2 hafta aralıklarla L-PPT miktarı 2mg/l ve 3mg/l ye çıkarılarak sadece gen aktarımı 

başarılı olan kallusların yaşaması sağlanmıştır.  
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2.6. Agrobacterium Aracılığıyla Olgunlaşmış ve Olgunlaşmamış Buğday 

Embriyolarına Gen Aktarımı 

Olgunlaşmış embriyolar ilk olarak yüzey sterilizasyonu yapılmış tohumlardan çıkarılmıştır. TaNAC69-1 

genini taşıyan Agrobacterium AGL1 suşu bir gece öncesinden 28°C’de OD600’de yaklaşık 0,8-1,0 

seviyelerine gelinceye kadar büyütülmüştür. Bakteriler 2000xg’de 10 dakika santrifüj yapıldıktan sonra, 

asetoşiringon içeren sıvı ko-kaltivasyon besiyerinde çözülerek 1 saat daha 28°C’de inkübe edilmiştir. 

İzole edilen embriyolar bu bakteri çözeltisi ile 1-3 saat muamele edildikten sonra, fazla bakteri 

besiyerinden uzaklaştırılmıştır. 3 gün süren ko-kaltivasyon periyodundan sonra, embriyolardan 

bakterileri uzaklaştırmak için timentin antibiyotiği içeren sıvı MS besiyeri ile yıkanmıştır (Jones, 2005). 

Bundan sonraki aşamalara olgunlaşmış buğday embriyolarının rejenerasyonunda olduğu gibi devam 

edilmiş ve Şekil 2.9.’ da özetlenmiştir. 

Buğday başaklarının yüzey sterilizasyondan sonra olgunlaşmamış embriyolar mikroskop altında bistüri ve 

pens yardımıyla izole edilmiştir. İzole edilen embriyolar transformasyonun yapılacağı asetoşringon içeren 

inokülasyon besiyerine alınarak 1-3 saat arası bu besiyerinde inkübe edilmiştir. Olgunlaşmamış 

embriyolar TaNAC69-1 genini taşıyan plasmidi içeren Agrobacterium tumefaciens AGL1 suşu ile 1 saat 

transforme edilmiştir. Daha sonra fazla bakteri solüsyonu şırınga yardımıla ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

Transforme edilen olgunlaşmamış embriyolar inokülasyon besiyerinde 3 gün karanlık ortamda inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında örnekler 160 mg/l timentin antibiyotiği içeren sıvı MS besiyeri ile 

yıkanarak kallus oluşumunu başlatmak için indüksiyon besiyerine alınmıştır. 4 hafta bu besiyerinde 

inkübe edilen kalluslar sürgün oluşumunu uyarmak için zeatin (5 ve 10 mg/l) içeren seçici rejenerasyon 

besiyerine alınmıştır. Sürgün veren kallus yapıları kök oluşumunu başlatmak için higromisin (25 mg/l) 

içeren köklendirme besiyerine alınmıştır (Şekil 2.10.). 
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Şekil 2.9. Agrobacterium aracılığıyla olgunlaşmış buğday embriyolarının doku kültürü ve transformasyon 

basamakları. 
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Şekil 2.10. Agrobacterium aracılığıyla olgunlaşmamış buğday embriyolarının doku kültürü ve 

transformasyon basamakları. 

 

2.7. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pEarlyGate100 Ekspresyon Vektörüne 

Klonlanması 

TaNAC69-1 geni daha önceden attL1 ve attL2 bölgelerini içeren pENTRTM/D-TOPO® giriş vektörüne 

klonlanmıştır. Daha sonra LR reaksiyonuyla tıpkı TaNAC69-1 geni pIPKb002 yüksek ekspresyon vektörüne 

klonlanması gibi, tütün genetik transformasyonunda kullanılacak olan Gateway uyumlu ikili hedef vektör 

pEarleyGate 100 ’e (Keith, 2006) transfer edilmiştir (Şekil 2.11.). LR sonrasında TaNAC69-1 genini taşıyan 

koloniler 35S promotör spesifik ve gen spesifik primerle kullanarak koloni PZR yöntemiyle 

belirlenmiştir. Ayrıca TaNAC69-1 geninin varlığını pEarleyGate 100 içerisinde kanıtlamak için, geni içeren 

pEarleyGate 100 vektörü HindIII ve EcoRI enzimleri ile kesilmiştir.  TaNAC69-1 genini içeren ikili vektör 

elektroporasyon ile A. tumefaciens EHA105 suşuna aktarılmıştır. Elektroporasyon sonrasında pozitif 

kolonileri seçmek için tekrar 35S promotör spesifik ve gen spesifik primerler kullanılarak koloni PCR 

yapılmış ve geni taşıyan pEarleyGate 100  vektörü A. tumefaciens EHA105 suşu içerisinde olduğu 

kanıtlanmıştır. 
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Şekil 2.11. pEarleyGate 100 hedef vektörünün haritası 

 

2.7.1. Tütün Bitkisinin Yaprak Diski Transformasyonu 

Tütün yaprakları kullanılarak Agrobacterium aracılığıyla yapılan transformasyon çalışmaları Öktem ve 

arkadaşları (Öktem, 1994) tarafından geliştirilen metod kullanılarak yapılmıştır. Yaprak kenarları, orta 

damarı ve sapı çıkarılmış 4-6 haftalık genç tütün yaprakları 0,5-1 cm2 lik parçalara bölündükten sonra bu 

yaprak diskleri uygun antibiyotikleri içeren YEB ortamında bir gece büyütülmüş ve 1:10 oranında 

seyreltilmiş  A. tumefaciens  hücrelerini içeren sıvı MS içinde 10 dakika süreyle inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon periyodunun sonunda yaprak diskleri üzerlerinde kalan fazla sıvıyı uzaklaştırmak amacıyla 

steril filtre kağıtları üzerinde kurumaya bırakılmıştır. Daha sonra Agrobacterium ile bulaştırılmış yaprak 

diskleri 1 mg/ml BA ve 0,1 mg/ml NAA içeren katı MS ortamına aktarılmış ve 3 gün süreyle 

kokaltivasyona bırakılmıştır. Bu periyod sonunda yaprak diskleri 300 mg/ml timentin içeren sıvı MS 

ortamında 120 rpm’de çalkalanarak 3 saat boyunca yıkanmıştır. Diskler steril filtre kağıtları üzerinde 

kurutulduktan sonra 1 mg/ml BA, 0,1 mg/ml NAA, 200 mg/ml timentin ve 5 mg/ml PPT 
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(phosphotransferase) içeren katı MS ortamında aktarılmıştır. Katı MS ortamı içeren petriler her 7 günde 

bir yenilenmiştir. 3-4 hafta sonra yaprak disklerinden kallus oluşumu gözlenmiş ve bu kalluslardan oluşan 

gövdecikler belli bir büyüklüğe ulaştıktan sonra kallusa bağlandıkları noktadan kesilmiş ve kök oluşumu 

için hormon içermeyen MS besiyerine alınmıştır. Kök oluşturan transgenik adayı tütün bitkileri sera 

koşullarında toprağa aktarılmıştır. Topraktaki tütün bitkilerinin yapraklarından genomik DNA izolasyonu 

yapılmıştır. 

2.7.2. Transgenik Adayı Tütün Hatlarının Genomik Analizleri  

Genomik DNA izolasyonu, CTAB DNA izolasyon metoduna göre yapılmıştır (Saghai-Maroof, 1984). Bu 

metoda göre, transgenik adayı bitkilerden alınmış yaprak parçaları sıvı azot içinde homojen bir toz haline 

gelinceye kadar öğütülmüştür. %0,02 β-merkaptoetanol içeren ekstrasyon solüsyonu 65°C’ye ısıtılmış ve 

ekstrasyon solüsyonundan bu öğütülmüş toz üzerine 700 µl eklenmiştir. Daha sonra karışım üzerine 

RNase (10 μl) eklenmiş ve karışım sentrifüj tüplerine aktarılmıştır. Tüpler 65°C’de 30 dakika inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon periyodunun ardından 0,8 hacim fenol:kloroform:isoamil alkol (25:24:1), 

reaksiyon karışımına eklenmiş ve tüpler 13000 rpm’de 10 dakika sentrifüj edilmiştir.  Üst faz yeni bir 

santrifüj tüpüne alınıp üstüne 0,8 hacim chloroform: isoamil alkol (24:1) eklendikten sonra yavaşça 

karıştırılmıştır. 13000 rpm’de 10 dakika sentrifüj işlemi gerçekleştirildikten sonra üst faz yeni tüplere 

alınmış ve 0,7-1 hacim izopropanol eklenip karıştırılmıştır. Tüpler -20 C’de 2 saat bekletilmiş ve DNA 

13000 rpm’de 5 dakika sentrifüj edilerek çöktürülmüştür. Çökeltinin üstündeki süpernatant atılmış, 

çökelti üzerinde kalan yabancı maddeleri uzaklaştırmak için %70 etil alkolle yıkanmış ve 37°C’de 

kurutulmuştur. Son işlem olarak çökelti 500 μL TE tamponu içinde çözülmüştür. Hazırlanan DNA’lar 

pEarleyGate 100 vektörü üzerinde bulunan PPT’ye direnç geni olarak bilinen bar genine spesifik primer 

çiftleri ile PZR yapılmış ve transgenic bitkiler belirlenmiştir.  

 

2.8. Gen İfade Seviyesi Analizleri 

2.8.1. Gerçek Zamanlı PZR Analizleri İçin Bitkilerin Büyütülmesi 

Kızıltan-91 çeşiti kontrollü çevre şartlarında (16s ışık, 8s karanlık fotoperiyot, 20/18 oC) su kültürü 

ortamında Hoagland (Hoagland, 1950) solusyonuyla sulanarak plastik bardaklarada 10 gün boyunca 

büyütülmüştür. TaNAC69-1 ve TtNAMB-2 genlerinin ifade seviyelerindeki değişiklikleri göstermek için 

250mM NaCl (tuz) ve %20 PEG (kuraklık için) içeren Hoagland solusyonu ile 7 gün boyunca bitkilerin 

sulanmasına devam edilmiştir. Daha sonra sırasıyla 1., 3., 6., 12., ve 24. saatin sonunda ve 2., 3., 5., ve 7. 
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günün sonunda bitkilerin yaprakları toplanarak sıvı nitrojende dondurulmuş ve RNA izolasyonunda 

kullanılmak üzere – 80 oC’ de saklanmıştır.  

2.8.2. Gerçek Zamanlı PZR Analizleri 

TaNAC69-1 geninin tuz ve kuraklık stresleri altında ifade seviyesini belirlemek amacıyla gerçek zamanlı 

PZR yapılmıştır. Gerçek zamanlı PZR analizlerinde kullanılan primerler, VectorNTI10 programı kullanılarak 

belirlenmiştir. Kontrol geni (housekeeping gene) olarak buğday bitkisinde bulunan ve herhangi bir stress 

koşulunda gen ifade seviyesinde değişiklik olmayan TaGAPDH geni seçilmiştir. Önceki bölümlerde 

anlatılğı gibi, TRIZOL reaktifi ile izole edilmiş RNA’lar ve gen spesifik primerler ile tek-basamaklı gerçek 

zamanlı PZR (one-step RT-PCR) yapılmıştır. Araştırmanın bu kısmında QuantiTect SYBR Green RT-PCR kiti 

ve RotorGene marka gerçek zamanlı PZR aleti (Qiagen) kullanılmıştır. 

2.8.3. Stres Koşulları Altında Mikrodizin Çalışmaları 

Mikrodizin çalışmalarında stress uygulamalarının 24. saatinde toplanan yaprak dokuları kullanılmıştır. Bu 

dokularından elde edilen toplam RNA’lardan cDNA’ların hazırlanması, aRNA sentezi ve bu sentez 

sırasında aRNA’ların biyotin ile işaretlenmeleri, aRNA’ların fragmantasyonu ve kalite kontrollerinin 

yapılması ve işaretli aRNA’lar ile buğday ekspresyon çiplerinin hibridizasyonu Affymetrix GeneChip analiz 

yöntemlerine (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix) göre gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmanın bu kısmında izlenen deney prosedürü ve yaklaşık süre Şekil 2.12’de özetlenmiştir. 
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Şekil 2.12. İzole edilen RNA örneklerinin işaretlenmesi, çip üzerindeki problarla hibridizasyonu ve çiplerin 

taranması sırasında kullanılan yöntem (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix). 

 

Proje kapsamında Affymetrix GeneChip buğday çipleri kullanılmıştır. GeneChip buğday çipleri 

oligonükleotid tabanlı tek boyalı (single channel) gen çipleridir. Bu nedenle her bir örnek için ayrı bir çip 

kullanılmıştır. Çalışmada kullanılmış olan Affymetrix buğday ekspresyon çip sayısı, çalışmanın amacına 

yönelik olarak ve çalışmanın kapsamı ile ilişkilendirilerek aşağıdaki Tablo 2.6.’da verilmiştir. 
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Tablo 2.6. Çalışmada kullanılan Affymetrix buğday ekspresyon çip sayısı ve bu sayının araştırma kapsamı 

ile ilişkilendirilmesi: 

Uygulamalar Doku  Tekrar 
sayısı 

GeneChip 
Sayısı 

Kontrol  Yaprak  X3 3 

Kuraklık  Yaprak  X3 3 

Tuz  Yaprak  X3 3 

Genel 
Toplam     9 

 

2.8.4. Çiplerin Yıkama, Streptavidin İle Boyama Ve Taranması 

Buğday çiplerinin hibridizasyon sonrası yıkanması ve streptavidin ile boyanması ve çiplerin taranması 

Affymetrix GeneChip analiz yöntemlerine (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix) 

göre gerçekleştirilmiştir. Yıkama İstasyonunda (Affymetrix) gerçekleştirilen yıkama ve boyama 

işlemlerinden sonra çipler GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix) ile taranmış ve çip görüntüleri elde 

edilmiştir. Çalışmanın bu kısmında izlenen deney prosedürü ve kullanılan kitler Şekil 2.12’de 

özetlenmiştir. 

2.8.5. Mikrodizin Datalarının Analizi 

Mikrodizin dataları, ODTÜ Merkezi Laboratuvar Moleküler Biyoloji Biyoteknoloji Merkezinde bulunan 

GCOS 1.4 (GeneChip Operating Software 1.4, Affymetrix) ve GeneSpring GX 9.0 (Agilent) bilgisayar 

programları kullanılarak analiz edilmiştir. Analizlerde data normalizasyonu RMA yöntemi (Irizarry, 2003) 

ile gerçekleştirilmiştir. Kontrol ve stres uygulanmış bitki RNA’ları ile hibridize edilmiş çiplerden elde 

edilen sinyal değerleri bilgisayar ortamında karşılaştırılmıştır. 

 

 

 

 



42 
 

3. BULGULAR 

3.1. RNA İzolasyonu 

İzole edilen RNA’ların miktar ve saflığı Tablo 3.1’de görülmektedir. RNA kalitesini doğrulamak için ayrıca 

jel elektroforezi yapılmıştır. 25S ve 18S bantların jelde görülmesi RNA örneklerinin parçalanmadığını 

kanıtlamıştır, fakat Şekil 3.1’de görüldüğü gibi, belirgin bir DNA kontaminasyonu vardır. DNA 

kontaminasyonu Kızıltan-91’in 2. örneğinde, Yüreğir-89’un 1. ve 3. örneklerinde belirgin bir şekilde 

görülebilmektedir.  

Tablo 3.1. QIAGEN RNeasy Plant Mini Kiti kullanılarak izole edilen RNA örneklerinin miktar ve saflığı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1.  Kızıltan-91 ve Yüreğir-89 çeşitlerinden izole edilen RNA örneklerinin %1’lik agaroz jel 

elektroforez sonuçları. Jel 1X TAE solüsyonunda 100 V’da 40 dakika yürütülmüş ve  her bir kuyucuğa 1 µg 

total RNA örneği yüklenmiştir.  

25S RNA 

18S RNA 
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RNA izolasyonunu optimize etmek için RNA ayrıca trizol reaktifi kullanılarak izole edilmiştir. Bu RNA’ların 

miktar ve saflığı Tablo 3.2’de görülmektedir. Trizol reaktifiyle izole edilen RNA’ların miktar ve saflığı 

QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit’le elde edilenlerden daha fazladır.  

 

Tablo 3.2. Trizol reaktifi kullanılarak izole edilen RNA örneklerinin miktar ve saflığı. 

 

Şekil 3.2 %1’lik jelde yürütülen RNA örneklerinin kalitesini göstermektedir. RNA örneklerinin saflığı 25S 

ve 18S bantların jelde görülmesi ile kanıtlanmıştır. Agaroz jel elektroforezinden elde edilen sonuçlar 

spektrofotometrik sonuçlarla uyumlu bulunmuş ve Şekil 3.2’de de görülebileceği gibi herhangi bir DNA 

kontaminasyonuna rastlanmamıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2.  Kızıltan-91 (K1, K2, K3) ve Yüreğir-89 (Y1, Y2, Y3) çeşitlerinden izole edilen total RNA 

örneklerinin %1’lik agaroz jel elektroforez sonuçları. Jel 1X TAE solüsyonunda 100 V’da 40 dakika 

yürütülmüştür. Her bir kuyucuğa 1 µg total RNA örneği yüklenmiştir 

25S RNA 
18S RNA 
5S   RNA 



44 
 

Trizol reaktifi kullanılarak izole edilen RNA örneklerinden Fermentas’ın RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit’i kullanılarak cDNA sentezi yapılmıştır. Optimum PZR koşullarını belirlemek için, 

sentezlenen cDNA’lardan Tagushi metoduna göre TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri çoğaltılmıştır. 

TtNAM-B2 geni için Tagushi reaksiyonun hepsi beklenen bant büyüklüğünü vermiştir. Fakat TaNAC69-1 

için sadece 3. ve 7. reaksiyonda beklenen büyüklükte bant görülmüştür. PZR amplifikasyonundan elde 

edilen sonuçlar Şekil 3.3 de görülmektedir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3. Tagushi metodu ile elde edilen PZR ürünlerinin jel elektroforez sonuçları; (üst sıra: TaNAC69-1, 

alt sıra: TtNAM-B2 geni). %1 agaroz jel, 1X TAE solüsyonunda 100V’da 60 dakika yürütülmüş ve her bir 

kuyucuğa 10 µL PZR ürünü yüklenmiştir. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

 

3.2. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin pJET1.2 Vektörüne Klonlaması  

İstenen büyüklükte elde edilen TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri, jelden ayrıştırılmış 

ve Fermentas’ın pJET1.2/blunt Cloning Vector isimli vektörüne klonlanmştır. Klonlamanın 

gerçekleştirildiğini göstermek amacıyla önce koloni PZR yapılmış, daha sonra vektör BglII isimli kesim 

enzimiyle kesilmiştir. Koloni PZR TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerine özgü primerlerle gerçekleştirilmiştir. 

Hedef genler için kullanılan PZR koşulları aşağıdaki gibidir. 

  1500 bç 

1450 bç 1000 bç 

3000 bç 
6000 bç 
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95 °C’de 5 dakika ilk denatürasyon 

35 döngü: 

95°C’de 30 saniye denatürasyon 

59°C’de 1 dakika 30 saniye (TaNAC69-1 geni için)  

61°C’de 1 dakika 30 saniye (TtNAM-B2 geni için) 

72 °C’de 10 dakika uzatma. 

 

PZR ürünleri %1’lik agaroz jelde yürütülmüş ve sonuçlar Şekil 3.4’de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.4. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerine ait koloni PZR uygulamasının jel elektroforezi sonuçları. 

%1’lik agaroz jel 1X TAE solusyonunda 100V’da 60 dakika yürütülmüş ve her bir kuyucuğa 10 µL PZR 

ürünü yüklenmiştir. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

 

pJET1.2 klonlama vektörü BglII kesim bölgeleri içermekte, bu da klonlanmış PZR ürününün vektörden 

çıkarılmasını kolaylaştırmaktadır. TaNAC69-1 and TtNAM-B2 genlerinin vektöre entegre olup olmadığını 

göstermek amacıyla ayrıca BglII enzimiyle kesim yapılmıştır (Şekil 3.5). 

 

 

3000 bç 1000 bç 

1500 bç 

1450 bç 

6000 bç 
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Şekil 3.5.  BglII kesim enzimi ile kesilen TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini taşıyan plazmidlerin jel 

elektroforez sonuçları.  %1’ lik agaroz jeli 1X TAE solüsyonunda 60 dakika 100V’ da yürütülmüştür. Her 

kuyucuğa 10 µL PZR ürünü yüklenmiştir (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

3.3. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin Sekans Analizi Sonuçları 

TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini içeren plasmidlerin sekans analizleri yaptırılmıştır. Sekanslar NCBI 

web sayfasında (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bulunan BLAST programı aracılığıyla veri 

tabanında kayıtlı bulunan diğer sekanslarla karşılaştırılmıştır. Sekans sonuçlarına göre, klonlanan 

TaNAC69-1 genin sekansı, TaNAC69-1 geninin sekansıyla (Gen bankası erişim numarası: AY625682) %99 

benzerlik göstermiştir. TtNAM-B2 geninin sekansı ise TtNAM-B2 geninin sekansıyla (Gen bankası erişim 

numarası: DQ869676) %100 benzerlik göstermiştir (Şekil 3.6). NCBI sonuçlarına göre her iki gende 

başarılı bir şekilde klonlama vektörüne aktarılmıştır. 

 

 

 

 

 

1450 bç 

1500 bç 

3000 bç 

1000 bç 

3000 bç 

6000 bç 
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Şekil 3.6. Elde edilen TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 sekanslarının NCBI web sayfasındaki sekanslara benzerlik 

oranları 

3.4. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin pORE-E3 Vektörüne Klonlanması ve A. 

tumefaciens EHA 105 Suşuna Aktarılması 

TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini pJET1.2 klonlama vektöründen, ikili pORE-E3 vektörüne transfer 

etmek için her iki vektör de ClaI ve NotI enzimleri ile kesilmiştir. Böylece, ClaI ve NotI kesim bölgelerini 

içeren yapışkan uçlar elde edilmiştir. pORE-E3 ikili vektörüde ClaI enzimi ile kesilerek doğrusal hale 

getirilmiştir. pJET1.2 vektörü ise TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin başlangıç ve bitiş noktalarından 

olmak üzere kesilmiş ve iki ayrı parça oluşmuştur (Şekil 3.7.). Böylece TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri 

uçlarında ClaI ve NotI enzim kesim bölgelerini taşıyacak şekilde elde edilmiştir. Bu genler, aynı kesim 

bölgelerini uçlarında taşıyan pORE-E3 vektörüne, T4 DNA ligaz enzimi ile bağlanmıştır. Elde edilen vektör 

ısıl şokla boş E.coli DH5α suşuna aktarılmıştır. Koloni PZR ile doğrulanan TaNAC69-1 genini içeren pORE-

E3 vektorü, elektroporasyon yöntemi ile boş A. tumefaciens EHA 105 suşuna aktarılarak dikot bitkilerin 

genetik transformasyonunda kullanılmaya hazır hale getirilmiştir. 
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Şekil 3.7. pJET1.2 ve pORE-E3 vektörlerinin ClaI ve NotI enzimleri ile kesilmesiyle elde edilen ürünlerin jel 

elektroforez sonuçları. %1’ lik agaroz jel, 1X TAE solüsyonunda 60 dakika 100 V da yürütülmüştür. Her 

kuyucuğa 10 µL PZR ürünü yüklenmiştir. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

TaNAC69-1 geninin A. tumefaciens EHA 105 suşuna aktarıldığını kontrol etmek için de koloni PZR metodu 

kullanılmıştır. 10 tane bakteri kolonisinden iki tanesinde TaNAC69-1 genine ait 1450 bç uzunluğundaki 

bant gözlemlenmiştir (Şekil 3.8.). Böylece hazırlanan vektörler dikot bitkilerin transformasyonunda 

kullanılacaktır. 

 

Şekil 3.8.  TaNAC69-1 genini içeren pORE-E3 vektörünün koloni PZR amplifikasyonu sonuçu elde edilen 

gene ait 1450 bp uzunluğundaki bant. %1’ lik agaroz jel 1X TAE solüsyonunda 60 dakika 100V’ da 

yürütülmüştür. Her kuyucuğa 10 µL PZR ürünü yüklenmiştir. 1 kb DNA Markörü (Fermentas, SM0311). 

1450 bç 

7800 bç 

3000 bç 

7800 bç 

1500 bç 

3000 bç 
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3.5. TaNAC69-1 ve TtNAMB2 Genlerinin pAHC25 Vektörüne Klonlanması 

pAHC25 vektörü içindeki TaNAC69-1 geninin pozisyonunu doğrulamak için, hem geni hemde vektörü 

kesen HindIII enzimi kullanılmıştır. TaNAC69-1 geninde bir tane HindIII enzim kesim bölgesi bulunmakta 

ve geni 300. bazdan kesmektedir. pAHC25 vektöründe ise iki tane HindIII kesim bölgesi bulunmaktadır. 

Sonuçta TaNAC69-1 genini içeren pAHC25 vektörü HindIII ile kesildiğinde üç tane DNA parçası elde 

edilmiştir (Şekil 3.9.).  

 

 

a 

b 
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Şekil 3.9. TaNAC69-1 genini içeren pAHC25 vektörü içindeki enzim kesim bölgeleri. Vektör üç adet HindIII 

kesim bölgesi içermektedir. a) TaNAC69-1 geninin vektöre düz yönde eklenmiş hali ve eklenmesiyle 

oluşacak bant uzunlukları. b) TaNAC69-1 geninin vektör içine ters yönde eklenmiş hali ve eklenmesiyle 

elde edilecek bant uzunlukları oklarla gösterilmiştir. 

TaNAC69-1 geninin vektöre düz ya da ters yönde eklendiğini doğrulamak için HindIII enzimiyle kesim 

yapılmış ve farklı uzunlukta parçalar oluşmuştur. Gen vektöre düz yönde eklenmişse 2300, 1430 ve 5500 

bç büyüklüğünde parçalar elde edilmiştir. Eğer gen vektöre ters yönde eklendiyse enzim kesimi sonucu 

elde edilen parça büyüklükleri 3170, 560 ve 5500 bç’dir. Gen içermeyen vektör ise enzim kesimi sonunda 

5500 ve 2300 bç uzunluğunda iki parçaya ayrılmaktadır (Şekil 3.10.).  

 

Şekil 3.10. Küt uç ligasyonu sonucu oluşan plazmitlerin HindIII enzimiyle kesimi sonucu elde edilen jel 

elektroforezi sonuçları. İkinci kuyucuktaki (+) işareti vektöre düz yönde eklenen TaNAC69-1 genini içeren 

plazmitin enzim ile kesimi sonucu oluşan parça büyüklüklerini, üçüncü kuyucuktaki (-) işareti ise vektöre 

ters yönde eklenen TaNAC69-1 genini içeren plazmite ait kesim sonucu oluşan bantları göstermektedir. 

% 1 agaroz jel 1X TAE solüsyonunda 100 V’ta 60 dakika yürütülmüştür. Her bir kuyucuğa 20 µL kesilmiş 

DNA parçası yüklenmiştir. 1 kb DNA Markörü (Fermentas, SM0311). 

TtNAM-B2 genini içeren pAHC25 vektörü, genin vektör içerisindeki yönünü doğrulamak için XhoI 

enzimiyle kesilmiştir. TtNAM-B2 geni 700. bazında XhoI kesim bölgesi içermektedir. pAHC25 vektörü ise 

Ubi-promotör içinde iki adet XhoI enzim kesim bölgesine sahiptir (Şekil 3.11.). Böylece enzim kesimi 

sonucunda üç adet DNA parçası elde edilmiştir.  
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TtNAM-B2 genini içeren pAHC25 vektörü XhoI enzimi ile kesildikten sonra 2300, 1000, 600 ve 5500 bç 

büyüklüğünde dört adet DNA parçası oluşmuştur (Şekil 3.12.). 1600 bç uzunluğunda tek bir bant elde 

edilmesi beklenirken 1000 ve 600 bç büyüklüğünde iki bant görülmesi,  bu kısımda diğer bir kesim 

bölgesi olabileceğini düşündürmektedir.  Ayrıca boş vektörün kendi üstüne kapanması sonucunda enzim 

kesimi sonrası 5500 ve 2300 bç uzunluğunda iki adet DNA parçası elde edilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.11. TtNAM-B2 genini içeren pAHC25 vektörü içindeki XhoI enzimi kesim bölgeleri. Vektörün,  XhoI 

enzimi ile kesimden sonra üç adet DNA parçası oluşmaktadır. 
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Şekil 3.12. TtNAM-B2 genini içeren pAHC25 vektörünün XhoI enzim kesimiyle elde edilen jel görüntüsü. 

Oklar vektöre düz yönde eklenmiş TtNAM-B2 genine ait DNA parçalarınının uzunluklarını 

göstermektedir. % 1 agaroz jel 100 V’ta 60 dakika yürütülmüştür. Her bir kuyucuğa 20 µL kesilmiş DNA 

parçacığı yüklenmiştir. 1 kb DNA Markörü (Fermentas, SM0311). 

 

pAHC25 vektörü içindeki TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin yönü, genleri içeren plazmidlerin sekansa 

gönderilmesiyle de doğrulanmıştır. Sekans sonuçları NCBI sayfasındaki Nükleotidblast kısmına girilerek 

değerlendirme yapılmıştır (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). NCBI sonuçlarına göre de her iki 

genin vektöre doğru yönde eklendiği kanıtlanmıştır. Hazırlanan vektörler buğday kalluslarının partikül 

bombardmanı yöntemiyle transformasyonunda kullanılmaktadır.  

3.6. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu Giriş Vektörüne Klonlanması 

TaNAC69-1 geninin (Şekil 3.13.) Pfu Taq Polymerase ile çoğaltılması sonucunda elde edilen ürünler 

jelden ayrıştırılarak Invitrogen firmasından sağlanan giriş vektörü pENTR™/D-TOPO® vektörüne 

aktarılmıştır. TaNAC69-1 geninin klonlama vektörüne aktarımını göstermek amacıyla koloni PZR 

yapılmıştır.  TaNAC69-1 geninin giriş vektörü içinde olduğunu kontrol etmek için genlere ait spesifik 

primer çiftleri kullanılarak koloni PZR yapılmıştır. TaNAC69-1 genine ait PZR ürünleri %1’lik agaroz jelde 

görüntülenmiş Şekil 3.14’ te gösterilmiştir. Doğru büyüklükteki bantlar TaNAC69-1 geninin pENTR™/D-

TOPO® giriş vektörüne başarılı bir şekilde aktarıldığını göstermiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.13. 1050 bazçifti uzunluğundaki TaNAC69-1 geninin Pfu Taq Polymerase ile çoğaltılması 

sonuçunda elde edilen ürünlerin jel elektroforez sonuçları; %1’lik agaroz jel 1X TAE solusyonunda 
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100V’da 60 dakika yürütülmüş ve her bir kuyucuğa 10 µL PZR ürünü yüklenmiştir. (M: Fermentas 

SM0311 DNA markörü). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.14. TaNAC69-1 genine ait koloni PZR ürününün agaroz jel elektroforez sonuçu. Çoğaltım 

ürününün büyüklüğü 1050 bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika 

koşturuldu. Her bir kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

3.7. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin Sekans Analizi Sonuçları 

TaNAC69-1 geninin içeren giriş vektörlerünün sekans analizleri yaptırılmıştır. Sekanslar NCBI web 

sayfasında (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bulunan BLAST programı aracılığıyla veri tabanında 

kayıtlı bulunan diğer sekanslarla karşılaştırılmıştır. Sekans sonuçlarına göre, klonlanan TaNAC69-1 genin 

sekansı, TaNAC69-1 geninin sekansıyla (Gen bankası erişim numarası: AY625682) %100 benzerlik 

göstermiştir. NCBI sonuçlarına göre TaNAC69-1 geni başarılı bir şekilde klonlama vektörüne aktarılmıştır. 
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3.8. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pIPKb002 Ekspresyon Vektörüne 

Klonlanması 

LR reaksiyonunda LR Clonase™ enzimi kullanılarak giriş vektörü içerisinde bulunan TaNAC69-1 geni 

pIPKb002 yüksek ekspresyon vektörüne transfer edilmiştir. IPK ekspresyon vektör 

serilerinde, rekombinasyon için uygun bölgeler (attR1 ve attR2) bulundurmaktadır. TaNAC69-1 genini IPK 

vektör serilerine aktarabilmek için attL1 ve attL2 rekombinasyon bölgelerine sahip uygun vektör 

içerisinde olması gerekmektedir. pENTR™/D-TOPO® vektörü attL1 ve attL2 rekombinasyon bölgelerini 

ve TaNAC69-1 genini içermektedir. TaNAC69-1 genini içeren pENTR™/D-TOPO® vektörü ve pIPKb002 

yüksek ekspresyon vektörü aynı tüp içerisine konularak LR Clonase™ enzimi ilave edilerek 1 saat 

inkübasyon yapılmıştır. Bağlanma ürünü kompetant E. coli hücrelerine ısı şokuyla aktarılmıştır. 

TaNAC69-1 geninin pIPKb002 yüksek ekspresyon vektörü içinde olduğunu kontrol etmek için ilk 

olarak pIPKb002 vektöründe bulunan higromisin seçici genine (hpt) ait primer çiftleri kullanılarak daha 

sonra da TaNAC69-1 genine ait spesifik primer çiftleri kullanılarak koloni PZR yapılmıştır. Hpt gen 

primerleri ve TaNAC69-1 gen primerleri ile yapılan PZR ürünleri %1’lik agaroz jelde görüntülenmiş ve 

sırasıyla Şekil 3.15. ve Şekil 3.16.’ te gösterilmiştir. Doğru büyüklükteki bantlar TaNAC69-1 

geninin pIPKb002 yüksek ekspresyon vektörüne başarılı bir şekilde aktarıldığını göstermiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.15. Hpt genine ait koloni PZR ürününün agaroz jel elektroforez sonuçu. Çoğaltım ürününün 

büyüklüğü 460 bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika koşturuldu. Her bir 

kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 



55 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.16 TaNAC69-1 genine ait koloni PZR ürününün agaroz jel elektroforez sonuçu. Çoğaltım ürününün 

büyüklüğü 1060 bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika koşturuldu. Her bir 

kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

3.9. Agrobacterium Modifikasyon Çalışmaları 

 
AGL1, buğday transformasyonu çalışmalarında en sıklıkla kullanılan yüksek miktarda virütik aktiviteye 

sahip bir Agrobacterium suşudur. Bu suş pAL154 and pAL156 olmak üzere iki tane plazmide sahiptir. 

pAL154 yüksek miktarda virütik aktiviteyi sağlayan Komari parçacığını, pAL156 ise antibiyotik direnç 

genini ve GUS genini taşımaktadır. Antibiyotik direnç genini ve GUS genini taşıdığı için pAL156 plazmidi 

AGL1’den çıkartılabilir ve yerine istenilen geni taşıyan yeni plazmidler aktarılabilir. Bakterinin sadece 

pAL154’e ait antibiyotikleri kullanılarak iki haftalık bir uzaklaştırma periyodundan sonra, pAL156 

AGL1’den çıkarılmıştır. Bunu göstermek amacıyla, pAL154 plazmidinde bulunan Komari parçacığına ait 

spesifik primerlerle koloni PZR yapılmıştır. Kolonilere ve pozitif kontrole ait PZR ürünü doğru büyüklükte 

bant vermiştir. (Şekil 3.17.). Sonuç olarak pAL156 AGL1’den başarılı bir şekilde uzaklaştırılmıştır. Daha 

sonra AGL1 kompetan hale dönüştürülerek ve IPK’lar için uygun hale getirilmiştir.  
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Şekil 3.17. pAL154’de bulunan Komari parçacığına ait koloni PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforez 

sonuçları. Çoğaltım ürününün büyüklüğü 1000 bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde %1’lik agaroz jel 100V 

da 60 dakika koşturuldu. Her bir kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. Fermentas SM0311, 1 kb DNA 

Markörü belirteç olarak kullanıldı. 

3.10. TaNAC69-1 genini içeren pIPKb002 Vektörünün AGL1 Agrobacterium suşuna 

Elektroporasyon Yöntemi ile Aktarılması 

Son olarak, pIPKb002 yüksek ekspresyon vektöründe bulunan TaNAC69-1 geni yalnız pAL154 plazmidini 

taşıyan AGL1 Agrobacterium suşuna elektroporasyon yöntemi ile aktarılmıştır. Elektroporasyon işlemi 

“MicroPulser Electroporator” (BioRad, İngilltere) cihazı yardımıyla “Agr” programı kullanılarak 

yapılmıştır. Elektroporasyondan sonra hücreler 4 saat LB sıvı besiyerinde büyütülüp, seçici LB katı 

besiyerine yayılarak 2 gün inkübe edilmiştir. Büyüyen tek kolonilerden TaNAC69-1 geninin AGL1 

Agrobacterium suşu içerisinde olup olmadığını kontrol etmek için TaNAC69-1 genine ait spesifik primer 

çiftleri kullanılarak koloni PZR yapılmıştır. TaNAC69-1 ait gen primerleri ile yapılan PZR ürünleri %1’lik 

agaroz jelde görüntülenmiş ve Şekil 3.18.’ da gösterilmiştir. Doğru büyüklükteki bantlar, TaNAC69-1 

genini içeren pIPKb002 vektörünün başarılı bir şekilde AGL1 Agrobacterium suşuna aktarıldığını 

göstermektedir. 
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Şekil 3.18. AGL1 Agrobacterium suşu içerisinde bulunan TaNAC69-1 genine ait koloni PZR ürününün 

agaroz jel elektroforez sonuçu. Çoğaltım ürününün büyüklüğü 1050 bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde 

%1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika koşturuldu. Her bir kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. (M: 

Fermentas SM0311 DNA markörü). 

 
3.11. Buğday Bitki Rejenerasyonu  

 
Olgunlaşmamış başak taslakları her iki buğday çeşidi (Triticum aestivum L. and Triticum turgidum spp. 

durum) saplarından çıkartıldıktan sonra kallus oluşturmaları için MS2 besiyerinde 6 hafta boyunca 

inkübe edilmiştir. 6 hafta sonunda oluşan kalluslar rejenerasyon besiyerine aktarılmış ve 8. haftanın 

sonuna doğru ilk sürgün oluşumu gözlenmiştir. 16. haftanın sonunda rejenerasyon besiyerinde oluşan 

bitkicikler köklendirme besiyeri içeren kavanozlara aktarılmıştır. Daha sonra bitkiler sera koşulları altında 

büyütülmüşlerdir. Sonuç olarak 22. hafta sonunda olgunlaşmamış başak taslaklarından oluşan 

kalluslardan tohum içeren yeni buğday bitkilerinin rejenerasyonu sağlanmıştır (Şekil 3.19.). Olgunlaşmış 

embriyolar tohumdan uzaklaştırıldıktan sonra kallus indüksiyon besiyerine alınarak 4 hafta inkübe 

edilmiştir. 8. haftanın sonunda embiryonik kalluslardan ilk sürgün oluşumu gözlenmiştir. Bu kalluslar 

daha sonra rejenerasyon besiyerine alınarak bitkicikler gelişmiş ve 16. hafta sonunda bitkicikler 

köklendirme besiyerine transfer edilmiştir. 20. haftanın sonunda olgunlaşmış embiryodan oluşan 

kalluslardan yeni buğday bitkilerinin rejenerasyonu sağlanmıştır (Şekil 3.20.). 
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3.12. Partikül Bombardıman Yöntemiyle Buğday Kalluslarına Gen Aktarımı  

TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini içeren pAHC25 plasmidi altınla bağlanarak, olgunlaşmamış başak 

taslağından ve olgunlaşmış embriyodan elde edilen kalluslar bombalanmıştır. TaNAC69 genini içeren 

pAHC25 plazmidi ile 2. rapor döneminde 275, 3. rapor döneminde 350 ve toplam olarak 625 kallus 

bombalanmıştır. Bunların 325 tanesi T.turgidum (Kızıltan-91)’a ve 300 tanesi T.aestivum (Yüreğir-89)’a 

aittir. TtNAMB2 genini içeren plazmidle ise 2. rapor döneminde 240 kallus bombalanırken 3. rapor 

döneminde 150 ve toplam olarak 390 kallus bombalanmıştır. Bunların 210 tanesi T.turgidum (Kızıltan-

91)’a ve 180 tanesi T.aestivum (Yüreğir-89)’a aittir (Tablo 3.3.). 

Şekil 3.21’de TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini içeren pAHC25 plasmidi ile bombardıman yapılmış 

olgunlaşmamış başak taslaklarının, rejenerasyon ve köklendirme besiyerine alınan kallusları ve bu 

kalluslardan çıkan bitkicikler görülmektedir. Kallusların çoğunda buğday bitkisinin rejenerasyonunda 

kapasiteyi düşüren kökler gelişmesine rağmen kalluslar üzerinde görünen yeşil bölgelerden de yeni 

sürgün oluşumu gözlenmiştir. Olgunlaşmamış başak taslaklarından elde edilen kalluslar 

bombardımandan 6 hafta sonra 1mg/l L-PPT içeren rejenerasyon besiyerine alınmıştır. Kalluslardan çıkan 

transgenik adayı bitkicikler 10. haftadan sonra 3mg/l L-PPT içeren rejenerasyon besiyerinden 3mg/l L-

PPT içeren köklendirme besiyerine alınmıştır. 14. haftaya kadar bitkicikler seçici köklendirme besiyerinde 

yaşamalarına rağmen, 18. hafta sonunda tüm bitkiciklerde sararma gözlenmiştir. Bombardımandan 

sonra her iki tür T.turgidum (Kızıltan-91) ve T.aestivum (Yüreğir-89)) içinde kalluslardan çıkan filizlerin 

yüzdesi yaklaşık % 16 civarında olmasına rağmen bu oran sürgünlerin köklendirme besiyerine alınmasıyla 

birlikte yaklaşık % 3 civarına düşmüştür. Köklendirme besiyerinde bulunan toplam 5 bitki toprağa 

aktarılarak sera koşullarında büyütülmeye çalışılmış fakat hiçbirisi sağ kalmamıştır. 

Tablo 3.3. T.turgidum ve T.aestivum çeşitlerine ait olgunlaşmamış başak taslaklarından elde edilen 

kallusların bombardıman sonrası filiz oluşturma ve köklenme yüzdesi. 
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TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini içeren pAHC25 plasmidleri kullanılarak, olgunlaşmış embriyodan elde 

edilen kalluslar da bombalanmıştır. TaNAC69 genini içeren pAHC25 plazmidi ile 2. rapor döneminde 105 

kallus bombalanırken, 3. rapor döneminde 600 ve toplam olarak 705 kallus bombalanmıştır. TtNAMB2 

genini içeren pAHC25 plazmidi ile 2. rapor döneminde 75 kallus bombalanırken, 3. rapor döneminde 200 

ve toplam olarak 275 kallus bombalanmıştır. Bu kallusların hepsi T.turgidum (Mirzabey) ait olgunlaşmış 

embriyolardan elde edilmiştir (Tablo 3.4.). 

Şekil 3.22’de TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini içeren pAHC25 plasmidi ile bombardıman 

yapılmış olgunlaşmış embriyoların, rejenerasyon ve köklendirme besiyerine alınan kallusları ve bu 

kalluslardan çıkan bitkicikler görülmektedir. Olgunlaşmamış başak taslaklarından elde edilen kallusların 

çoğunda buğday bitki rejenerasyon kapasitesini düşüren kökler gözlenmesine rağmen, olgunlaşmış 

embriyolardan elde edilen kalluslarda böyle bir kök oluşumu gözlenmemiştir. Bu durum filizlenme 

yüzdesini nispeten arttırmıştır. Olgunlaşmış embriyolardan elde edilen kalluslar bombardımandan 6 

hafta sonra 1mg/l L-PPT içeren rejenerasyon besiyerine alınmıştır. Kalluslardan çıkan transgenik adayı 

bitkicikler 10. haftadan sonra 3mg/l L-PPT içeren rejenerasyon besiyerinden 3mg/l L-PPT içeren 

köklendirme besiyerine alınmıştır. 12. haftaya kadar bitkicikler seçici köklendirme besiyerinde 

yaşamalarına rağmen, 16. hafta sonunda sadece TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini içeren pAHC25 

plasmidiyle bombalanan birer bitki seraya aktarılabilir durumdadır. Bombardımandan sonra T.turgidum 

(Mirzabey) ait kalluslardan çıkan filizlerin yüzdesi yaklaşık % 16 civarında olup bu oran sürgünlerin 

köklendirme besiyerine alınmasıyla birlikte yaklaşık % 3 civarına düşmüştür. Köklendirme besiyerinde 

bulunan toplam 5 bitkiden yalnızca 2 tanesi toprağa aktarılacak seviyededir. 

Tablo 3.4. T.turgidum çeşidine ait olgunlaşmış embriyolardan elde edilen kallusların bombardıman 

sonrası filiz oluşturma ve köklenme yüzdesi. 
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3.13. Agrobacterium Aracılığıyla Olgunlaşmamış ve Olgunlaşmış Buğday 

Embriyolarına Gen Aktarımı 

TaNAC69 geni içeren pIPKb002 plasmidi kullanılarak, olgunlaşmış ve olgunlaşmamış embriyolar 

Agrobacterium aracılığyla transforme edilmiştir. Agrobacterium aracılığyla TaNAC69 geninin buğday 

olgunlaşmış ve olgunlaşmamış embriyolarına transformasyonu 3. rapor döneminde partikül 

bombardımanına ek olarak başlatılmıştır. Çalışma boyunca yaklaşık toplam 1000 tane buğday 

olgunlaşmış ve olgunlaşmamış buğday embriyoları Agrobacterium aracılığyla enfekte edilmiştir (Tablo 

3.5.). 

Olgunlaşmış embriyolardan elde edilen kalluslar, Agrobacterium ile transformasyondan 6 hafta sonra 

filiz oluşumunu tetiklenek için rejenerasyon besiyerine alınmıştır. Kalluslardan çıkan transgenik adayı 

bitkicikler 10. haftadan rejenerasyon besiyerinden 25 mg/l Higromisin içeren köklendirme besiyerine 

alınmıştır. 12. haftaya kadar bitkicikler seçici köklendirme besiyerinde yaşamalarına rağmen, 16. hafta 

sonunda ise oluşan bitkiciklerin hepsi ölmüştür. Agrobacterium ile transformasyondan sonra T.turgidum 

(Mirzabey) ait kalluslardan çıkan filizlerin yüzdesi yaklaşık % 15 civarındadır. Ancak sürgünlerin 

köklendirme besiyerine alınmasıyla birlikte tüm sürgünler seçici antibiyotik olan Higromisine 

dayanamamıştır. 

 

Tablo 3.5. T.turgidum çeşidine ait olgunlaşmış embriyoların Agrobacterium aracılığıyla 

transformasyonundan sonra filiz oluşturma ve köklenme yüzdesi. 

 

 

Olgunlaşmamış embriyolardan ve onlardan elde edilen kalluslar, Agrobacterium ile transformasyondan 4 

hafta sonra 5 -10 mg/l Zeatin içeren rejenerasyon besiyerine alınmıştır. Kalluslardan çıkan transgenik 

adayı bitkicikler 10. haftadan sonra 25 mg/l Higromisin içeren köklendirme besiyerine alınmıştır. 14. 

haftaya kadar bitkicikler seçici köklendirme besiyerinde yaşamalarına rağmen, 15. hafta sonunda ise 

oluşan bitkiciklerin hepsi ölmüştür. Agrobacterium ile transformasyondan sonra (T.turgidum (Kızıltan-91) 

ve T.aestivum (Yüreğir-89)) ait kalluslardan çıkan filizlerin yüzdesi yaklaşık % 1 civarındadır. Ancak 
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sürgünlerin köklendirme besiyerine alınmasıyla birlikte tüm sürgünler seçici antibiyotik olan Higromisine 

dayanamamıştır (Tablo 3.6.). 

 

Tablo 3.6. T.turgidum ve T.aestivum çeşidleriine ait olgunlaşmamış embriyoların Agrobacterium 

aracılığıyla transformasyonundan sonra filiz oluşturma ve köklenme yüzdesi. 

 

 

3.14. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pEarlyGate100 Ekspresyon Vektörine 

Klonlanması 

LR reaksiyonunda LR Clonase™ enzimi kullanılarak giriş vektörü içerisinde bulunan TaNAC69-1 

geni pEarleyGate 100 yüksek ekspresyon vektörüne transfer edilmiştir. pEarleyGate 100 ekspresyon 

vektöründe, rekombinasyon için uygun bölgeler (attR1 ve attR2) bulundurmaktadır. TaNAC69-1 genini 

pEarleyGate 100 ekspresyon vektörüne aktarabilmek için attL1 ve attL2 rekombinasyon bölgelerine 

sahip uygun vektör içerisinde olması gerekmektedir. pENTR™/D-TOPO® vektörü attL1 ve attL2 

rekombinasyon bölgelerini ve TaNAC69-1 genini içermektedir. TaNAC69-1 genini içeren pENTR™/D-

TOPO® vektörü ve pEarleyGate 100 yüksek ekspresyon vektörü aynı tüp içerisine konularak LR Clonase™ 

enzimi ilave edilerek 1 saat inkübasyon yapılmıştır. Bağlanma ürünü kompetant E. coli hücrelerine ısı 

şokuyla aktarılmıştır. 

TaNAC69-1 geninin pEarleyGate 100 ekspresyon vektörü içinde olduğunu kontrol etmek için ilk olarak 

pEarleyGate 100  vektöründe bulunan 35S promotör spesifik primer ve TaNAC69-1 genine ait spesifik 

primer çiftleri kullanılarak koloni PZR yapılmıştır. Yapılan PZR’nin ürünleri %1’lik agaroz jelde 

görüntülenmiş ve Şekil 3.23’ te gösterilmiştir. Ayrıca TaNAC69-1 geninin pEarleyGate 100 içerisinde 

olduğunu kanıtlamak için, geni içeren pEarleyGate 100 vektörü HindIII ve EcoRI enzimleri ile kesilmiştir.  

Eğer pEarleyGate 100 içerisinde TaNAC69-1 geni mevcut ise, bu enzimlerle kesim sonuçunda iki bant 

değil ise tek bant elde edilmiştir. TaNAC69-1 geni içerisinde EcoRI enzim kesim bölgesi bulunduğu için,  
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TaNAC69-1 genini taşıyan pEarleyGate 100 vektörü HindIII ve EcoRI enzimleriyle kesildiğinde genin bir 

parçası ve vektörün HindIII enzim kesim bölgesine kadar olan parçası çıkmıştır. Eğer TaNAC69-1 geni 

pEarleyGate 100 vektörü içerisinde değil ise, pEarleyGate 100 vektöründe sadece bir tane HindIII enzim 

kesim bölgesi olduğundan pEarleyGate 100 vektörü düz hale gelerek, jelde tek bant halinde 

görüntülenmiştir (Şekil 3.24). Doğru büyüklükteki bu bantlar TaNAC69-1 geninin pEarleyGate 100 yüksek 

ekspresyon vektörüne başarılı bir şekilde aktarıldığını göstermiştir. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Şekil 3.23. 35S promotör spesifik primer ve TaNAC69-1 genine ait spesifik primer çiftleri kullanılarak 

yapılan koloni PZR ürününün agaroz jel elektroforez sonuçu. Çoğaltım ürününün büyüklüğü 1400 

bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika koşturuldu. Her bir kuyucuğa 10µL 

PZR ürünü yüklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 3.24. TaNAC69-1 genini taşıyan pEarleyGate 100 vektörü HindIII ve EcoRI enzimleriyle kesildiğinde 

oluşan bantlar. pEarleyGate 100 vektörünün enzimlerle kesimi sonuçunda oluşan iki bant TaNAC69-1 
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geninin vektörün içerisinde olduğunu göstermektedir. 1X TAE çözeltisi içinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 

dakika koşturuldu. Her bir kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markörü). 

3.15. TaNAC69-1 genini içeren pEarleyGate 100 Vektörünün EHA105 Agrobacterium 

suşuna Elektroporasyon Yöntemi ile Aktarılması 

Son olarak, pEarleyGate 100 yüksek ekspresyon vektöründe bulunan TaNAC69-1 geni EHA105 

Agrobacterium suşuna elektroporasyon yöntemi ile aktarılmıştır. Elektroporasyon işlemi “MicroPulser 

Electroporator” (BioRad, İngilltere) cihazı yardımıyla “Agr” programı kullanılarak yapılmıştır. 

Elektroporasyondan sonra hücreler 4 saat LB sıvı besiyerinde büyütülüp, seçici LB katı besiyerine 

yayılarak 2 gün inkübe edilmiştir. Büyüyen tek kolonilerden TaNAC69-1 geninin EHA105 Agrobacterium 

suşu içerisinde olup olmadığını kontrol etmek için 35S promotör spesifik primer ve TaNAC69-1 genine ait 

spesifik primer çiftleri kullanılarak koloni PZR yapılmıştır. Bu PZR ürünleri %1’lik agaroz jelde 

görüntülenmiş ve Şekil 3.25’ te gösterilmiştir. Doğru büyüklükteki bantlar, TaNAC69-1 genini 

içeren pEarleyGate 100 vektörünün başarılı bir şekilde EHA105 Agrobacterium suşuna aktarıldığını 

göstermektedir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 3.25. EHA105 Agrobacterium suşu içerisinde bulunan TaNAC69-1 genine ait koloni PZR ürününün 

agaroz jel elektroforez sonuçu. Çoğaltım ürününün büyüklüğü 1400 bazçiftidir. 1X TAE çözeltisi içinde 

%1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika koşturuldu. Her bir kuyucuğa 10µL PZR ürünü yüklendi. (M: 

Fermentas SM0311 DNA markörü). 
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3.16. Transgenik Adayı Tütün Bitkilerinin Geliştirilmesi 

Tütün yaprakları Agrobacterium ile bulaştırıldıktan sonra ilk önce kallus oluşturma besiyerine konularak 

kallus oluşumu sağlanmıştır. 4.haftanın sonunda kalluslardan seçici besiyeri ortamında yeni transgenik 

adayı bitkicikler rejenere olmuştur. Bu bitkicikler kök oluşumak için yine PPT içeren köklendirme 

besiyerine alınmıştır (Şekil 3.26). Son olarak toprağa aktarılan bu bitkiler sera koşullarında büyütülmüş ve 

transgenik bitki analizleri için DNA’ları izole edilmiştir. Ayrıca kontrol tütün bitkileri kullanılarak tütün 

bitkisinin PPT’ye karşı ölümcül dozu belirlenmiştir. Tütün bitkisinin 5 mg/ml içeren PPT besiyerinde 

tamamen öldüğü gözlemlenmiştir. Dolayısıyla yapılan tüm gen aktarım çalışmaralarında kullanılan seçici 

besiyerine 5 mg/ml PPT ilave edilerek transgenik ve transgenik olmayan tütün bitkileri seçilmiştir (Şekil 

3.27). 

 

Şekil 3.26. Tütün yaprakları Agrobacterium ile bulaştırıldıktan sonra transgenik adayı bitkilerin 

rejenerasyonu. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.27. Tütün bitkisinin PPT’ye karşı ölümcül dozunun belirlenmesi. 4.hafta sonunda 5 mg/ L-PPT 

içeren besiyerinde control bitkisinin öldüğü gözlenmiştir. 
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TaNAC69-1 geninin varlığını tütün bitkisinde doğrulamak amacıyla transgenik adayı ve kontrol 

bitkilerinden izole edilmiş olan DNA’larla PZR reaksiyonu yapılmıştır. PZR reaksiyonunda primer olarak ba 

genine spesifik primerler kullanılmıştır. PCR sonrasında oluşan ürünler % 1’lik agaroz jelde yürütülmüş ve 

Şekil de gösterilmiştir. 9 transgenik adayı bitki hattı taranmış ve 6 hattın pozitif sonuç verdiği 

görülmüştür (Şekil 3.28).  

 

Şekil 3.28. Yaprak dokusudan yapılan DNA izolasyonu sonrasında TaNAC69-1 genine ait seleksiyon 

markörü (ppt) kullanılarak gerçekleştirilen PCR amplifikasyonu. Amplikon uzunluğu yaklaşık 300 bç’dir. 

M: Fermentas1 kb DNA markörü. W: yabani tip tütün. 1-9: transgenik adayı tütün bitkileri.  
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3.17. Gerçek Zamanlı PZR Analizleri 

Projemizde NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin farklı 

abiyotik stresler altında rollerini anlamaya yönelik, gen ifadelerini arttırma yönelik çalışmalara ek olarak 

gen ifade seviyelerindeki değişiklikleri göstermeye yönelik çalışmalar da hem  gerçek zamanlı PZR hem 

de mikrodizin yöntemleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Buğday bitkisinde, belirli oranlarda ve belirli zaman periyodlarında verilen tuz ve kuraklık stresleri altında 

TaNAC69-1 geninin ifade seviyesindeki değişiklikler gösterilmiştir (Şekil 3.29.). Kontrole göre 

karşılaştırma yapıldığında TaNAC69-1 geninin ifade seviyesinin hem tuz hem de kuraklık stresleri altında 

1. Saatten 12. saate kadar orantısal bir şekilde arttığı gözlenmektedir. Ayırca 1. saatin sonundaki  

TaNAC69-1 geninin ifade seviyesinin 12. saatin sonunda yaklaşık 5 kat artış gösterdiği saptanmıştır. 

Dolayısıyla, transkripsiyon faktörlerinin çoğunda olduğu gibi, NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan 

TaNAC69-1 geninin de stresden sonraki ilk saatlerde ifade seviyesinde artış gözlenmiştir. Ancak bu artış 

24. saatin sonunda her iki stress uygulaması için düşmüştür. Tuz stresi uygulaması için 48. saatin 

sonunda, TaNAC69-1 geninin ifade seviyesinin artışı 12. saat sonunda elde edilen veri ile 

karşılaştırıldığında yaklaşık 2.5 kat bir artış gözlemlenmiştir. Kuraklık stresi uygulaması için 48. saatin 

sonunda ise, bu artış 12. saatin sonunda elde edilen artışa yakın bir artış olarak elde edilmiştir. 

Tuz stresi uygulamasında 3.günden sonra TaNAC69-1 geninin ifade seviyesi 7.günün sonuna kadar 

orantısal bir şekilde artmıştır. Bu artış 12 saatin sonundaki artış ile karşılaştırıldığında, TaNAC69-1 

geninin ifade seviyesi yaklaşık 5 kat olmuştur. Ancak, yoğun ve uzun bir tuz stresi sonuçunda 7. günün 

sonunda bitkide tuz stresi yanında osmotik stres gibi başka stres faktörleri de devreye gireceği için, 7. 

günün sonunda elde edilen TaNAC69-1 geninin ifade seviyesindeki değişiklik sadece tuz stresine bağlı 

olmayıp diğer streslerle de ilişkilendirilebilir. Kuraklık stresi uygulamasında ise, 3.günden sonra 

TaNAC69-1 geninin ifade seviyesi 7.günün sonuna kadar orantısal bir şekilde artmış olup bu artış tuz 

stresinde olduğu  gibi çok yüksek değildir. 

Buğday bitkisinde, belirli oranlarda ve belirli zaman periyodlarında verilen tuz ve kuraklık stresleri altında 

TtNAM-B2 geninin de ifade seviyesindeki değişiklikler incelenmiştir. Ancak yapılan gerçek zamanlı PZR 

deneyleri sonuçunda tuz ve kuraklık stresleri altında hiçbir zaman periyodunda TtNAM-B2 geninin 

ifadesine rastlanmamıştır. Dolayısıyla, buğday bitkisinde TtNAM-B2 geninin tuz ve kuraklık gibi abiyotik 

stresler sonuçunda ifade olmadığını göstermektedir. 
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Şekil 3.29. Buğday bitkisinde, belirli oranlarda ve belirli zaman periyodlarında verilen tuz ve kuraklık 

stresleri altında TaNAC69-1 geninin ifade seviyesi. Mavi çizgi kontrol, kırmızı çizgi tuz stresini ve yeşil 

çizgi kuraklık stresini göstermektedir. Barlarla gösterilen standard hatalar 3 biyolojik tekrar sonuçunda 

elde edilen verilerden gösterilmiştir. 

3.18. Stres Koşulları Altında Mikrodizin Datalarının Analizi 

NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin ifade seviyesindeki 

değişiklikler gerçek zamanlı PZR yöntemiyle belirlenmiştir. Projemizde buna ilaveten tuz ve kuraklık 

stresleri altında genomdaki tüm genlerin ekspresyon analizlerini hızlı bir şekilde yapabilen bir metot olan 

mikrodizin yöntemi de kullanılmıştır. 

Tuz ve kuraklık stresi uygulamaları altında buğday yapraklarındaki global gen ifadesi farkı Affymetrix 

Wheat GeneChip (Buğday Çipi) kullanılarak, 3 biyolojik tekrar RNA’larının toplam 9 hibridizasyonu ile 

yapılmıştır. Ekspresyon analizleri için mikrodizin çalışmasında kullanılan çipler 49 formatlık, 55052 

buğday transkriptine ait 61127 prob seti içeren buğday genom (Wheat Genome) çipleridir. Elde edilen 

tüm çip tarama sonuçları ön analizler ardından ileri veri analizine geçmeye uygun bulunmuştur. Her bir 

çipte bulunan “GeneChip Wheat” yazısı, ortadaki artı (+) işareti ve hibridizasyon kontrollerinden olan ve 
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çipin köşe ile kenarlarını oluşturan “Oligo B2” kontrollerinden elde edilen sinyallerin beklenen 

seviyelerde olduğu tespit edilmiştir.  

RMA (Robust Multiarray Analysis) yöntemi ile (Irizarry, 2003) her hibridizasyondan gelen gen ifade 

değerleri normalize edilmiş ve tüm hibridizasyonlar için PCA (Principles Component Analysis, Komponent 

Analizi) yapılmıştır. İstatistiksel analizlerde tek yönlü varyans analizi (ANOVA) yöntemi kullanılarak p 

değeri 0,05’ den küçük anlamlı prob setler belirlenmiştir. Anlamlı değişiklik gösteren bu prob setler 

arasından, en az iki kat değişim gösterenler ifade değerinde anlamlı farklılık gösteren prob setleri olarak 

belirlenmiştir. Tuz ve kuraklık stresi altında anlamlı prob setleri ve en az iki kat değişim gösteren anlamlı 

prob setleri Tablo 3.7’da özetlenmiştir. 

Tablo 3.7. Tek yönlü varyans analizi (ANOVA) yapılarak belirlenen anlamlı prob setleri ve en az iki kat 

değişim gösteren anlamlı prob setleri 

 

Biyolojik tekrarların güvenirliliği PCA (Principles Component Analysis, Komponent Analizi) yapılarak 

değerlendirilmiştir.  PCA’deki Komponent 1’e göre; hibridizasyonlar stres uygulama gruplarına göre yani 

kontrol ve stress grupları olarak ayrılmıştır. İkinci yapılan komponent analizinde ise hibridizasyonların iki 

ayrı gruba yani tuz ve kuraklık stress gruplarına göre ayrıldığı gözlemlenmiştir (Şekil 3.30). 

 

 

 Kondisyon Şartları Anlamlı Prob Setleri 
(p≤0.05) 

En az İki Kat Değişim Gösteren 
Anlamlı Prob Setleri  (≥2-fold)  

Yaprak Tuz & Kontrol  1188  185  
 Kuraklık & Kontrol 700  44  
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Şekil 3.30. Yaprak örneklerinin PCA (Komponent Analizi). (C: Kontrol, S: Tuz, D: Kuraklık) 

 

3.19. Yaprak Dokularında Tuz ve Kuraklık Stresi Altında Global Gen İfade Profilleri 

Kontrol ile karşılaştırıldığında tuz stresi altında genleri temsil eden transkriptlerden 123 tanesinin ve 

kuraklık stresi altında ise bu transkriptlerin 22 tanesinin gen ifade seviyelerinin anlamlı bir şekilde 

(p<0,05) arttığı gözlemlenmiştir. Ayrıca, yine kontrol ile karşılaştırma yapıldığında tuz için 62 ve kuraklık 

için ise 22 prob setin anlamlı bir şekilde (p<0,05) gen ifade seviyelerinin azaldığı saptanmıştır (Tablo 3.8.). 

Ayrıca tuz ve kuraklık stres koşulları altında en az iki kat değişim göstermiş olan genlerin ifade 

değerlerinin dağılım eğrileri üzerinde de gösterilmiştir (Şekil 3.31.) 

 

Ayrıca Venn diyagram analiz sonuçlarına göre, bazı gen ifade seviyesi artmış ve azalmış genler tuz ve 

kuraklık stresinde ortak hareket etmişlerdir. Bu genlerden 19 tanesi hem tuz hem de kuraklık stresi 

altında ifade seviyelerinin arttığı gözlenirken, 16 tanesinin de her iki stres altında gen ifade seviyelerinde 

azalış gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 3.32.).  
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Tablo 3.8. Tuz ve kuraklık stresleri altında anlamlı bir şekilde (p<0,05) gen ifade seviyeleri artan ve azalan 

genlerin toplam sayıları.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.31. Tuz ve kuraklık stres koşulları altında en az iki kat değişim göstermiş olan genlerin ifade 

değerlerinin dağılım eğrileri. Eksenler normalize edilmiş ekspresyon değerlerini göstermektedir. 

Şekillerdeki çapraz çizgiler, 2 kat değişim çizgileri olup, bu çizginin üst ve alt kısımları sırasıyla ifade 

seviyesi artan ve azalan genleri göstermektedir.  

 

Değişim  Tuz Kuraklık 

Gen İfade Seviyesi Artışı  

2-4 Kat 80  17  

4-10 Kat 29  3  

10 Kat >  14  2  

Toplam 123  22  

Gen İfade Seviyesi Azalışı 

2-4 Kat 50  16  

4-10 Kat 11  5  

10 Kat >  1  1  

Toplam 62  22  
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Şekil 3.32. Tuz ve kuraklık stres koşulları altında gen ifade seviyelerinde artan ve azalan ortak genlerin 

sayıları. 

 

Tuz ve kuraklık stres koşulları altında gen ifade seviyelerinde farklılık olan genlere ait olan prob setleri 

HarvEST WheatChip version 1.54 programı aracılığıyla gen isimleri belirlenmiştir. Adlandırılan bu genler 

fonksiyonel olarak gruplandırılmıştır. Bu gruplar arasında metal bağlama proteinleri, transporterlar 

(taşıyıcı proteinler), koruyucu proteinler, sinyal iletiminden sorumlu proteinler, stresle ilişkili proteinler, 

detoksifikasyon proteinleri, sitokrom p450, hormone sentez proteinleri, transkripsiyon faktörleri, 

savunma proteinleri sayılabilir. Bazı seçilmiş gen ifade seviyesi artmış ve azalmış gen listeleri Tablo 3.9. 

ve Tablo 3.10.’da sırasıyla gösterilmiştir.  

 

Tuz ve kuraklık stresi altında yaprak dokularında 126 tane prob setin gen ifade seviyelerinde artış 

gözlemlenmiştir. Bunlar kısaca listelenecek olursa; 

• metal bağlama proteinlerinden metallothionein,  

• taşıyıcı proteinlerden ABC transporter taşıyıcı proteinleri ve yağ transfer proteinleri,  

• koruyucu proteinlerden dehydrin, şaperonin, ısı şoku proteinleri,  

• transkripsiyon faktörlerinden homeodomain-lösin fermuar transkripsiyon faktörü, DRE bağlanma 

faktörü, ısı şoku transkripsiyon faktörü, 

• sinyal proteinlerinden phosphatidyl inositol 3- and 4- kinaz, 

• stresle ilişkili proteinlerden genel stress proteinleri ve dehidrasyon protein RD22, 

• detoksifikasyon proteinlerinden peroksidaz, ferritin, ve glutation transferaz, 

• hormone sentez proteinlerinden 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2. 

 

 

Tuz Tuz Kuraklık Kuraklık 

Gen ifadesi artan Gen ifadesi azalan 



76 
 

Tuz ve kuraklık stresi altında yaprak dokularında 68 tane prob setin gen ifade seviyelerinde azalış 

gözlemlenmiştir. Bunlar kısaca listelenecek olursa; 

• stresle ilişkili proteinlerden genel stress proteinleri, soğukla control edilen proteinler ve soğuk 

alıştırma proteinleri 

• patojen ilişkili proteşnlerden pathogenesis-related protein, 

• taşıyıcı proteinlerden demir-phytosiderophore taşıyıcı proteini, glukoz taşıyıcı protein, 

• transkripsiyon faktörlerinden WRKYtranskripsiyon faktörü, 

• sinyal EF hand ailesi, 

• sitokrom p450’ler. 
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Tablo 3.9. Bazı seçilmiş gen ifade seviyesi artmış genlerin fonksiyonel grupları.  
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Tablo 3.10. Bazı seçilmiş gen ifade seviyesi azalmış genlerin fonksiyonel grupları.  
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SONUÇ 
Projemiz kapsamında NAC tipi transkripsiyon faktörlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin 

farklı abiyotik stresler altında rollerini anlamaya yönelik, gen ifadelerini arttırma ve gen ifade 

seviyelerindeki değişiklikleri göstermeye yönelik araştırmalar gerçekleştirilmiştir.  

Proje müracaatında öngörülen çalışmalar gerçekleştirilmiş ve laboratuvarımızda bitki doku kültürü, 

transformasyon ve gen ifade çalışmalarında Ar-Ge faaliyetlerine yönelik önemli kazanımlar elde 

edilmiştir.  

Klasik klonlama yöntemlerinin de iyi bir şekilde uygulandığı laboratuvarımızda, Gateway 

klonlama sistemi ilk olarak bu proje kapsamında kullanılmış ve optimize edilmiştir. İstenilen fonksiyonel 

bir gen Gateway klonlama sistemi kullanılarak yaklaşık 20 gün içerisinde Agrobacterium’a transfer 

edilebilmektedir. 

Bitki doku kültürü ve transformasyon çalışmalarında yıllarca falliyet gösteren laboratuvarımızda, 

buğday ve tütün bitkilerinin doku kültürü, rejenerasyon ve genetik transformasyonuna yönelik 

optimizasyon çalışmaları başarılı bir şekilde tamamlanmıştır. NAC tipi transkripsiyon faktörlerinin, buğday 

çeşitlerine uygulanan tuz ve kuraklık stresleri altında, gen ifadelerindeki değişimler gerçek zamanlı PZR ve 

mikrodizin yöntemleri ile gösterilmiştir. Ayrıca transgenik tütün bitkilerinde NAC tipi transkripsiyon factor 

genlerinin varlığı To bitkilerde PZR yöntemi ile gösterilmiştir. 

Gerçek zamanlı PZR ve mikrodizin yöntemleri kullanılarak proje kapsamında belirli stres koşulları 

altında genlerin ifade seviyelerindeki farklılıklar belirlenmiş ve laboratuvarımızda oturmuş bu teknikleri 

kullanarak yeni proje ve çalışmalar başlatılmıştır. 

 

Ayrıca, projemiz kapsamında yapılan çalışmalar, ODTÜ Fen Bilimleri Enstitüsü, Biyoloji ve Biyoteknoloji 

anabilim dallarına bağlı yürütülmekte olan iki doktora tez çalışmasının belirli bölümlerini oluşturmuştur.  

 

Proje çalışmaları sonucunda ulaşılan nokta laboratuvarlarımızda yeni Ar-Ge faaliyetlerini başlatacak 

niteliktedir ve bu konudaki faaliyetlerimiz devam etmektedir.  
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