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ÖZET 

 

ZEYTİN (Olea europaea L. ) BİTKİSİNDE CBF/DREB TRANSKRİPSİYON 
FAKTÖRLERİNİ KODLAYAN GEN HOMOLOGLARININ MOLEKÜLER 

ANALİZLERİ 

 

Beste TACAL 

 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Tez Danışmanı: Yard.Doç.Dr.Şenay VURAL KORKUT 

 

Dondurucu sıcaklıklara maruz kalmadan önce, dondurucu olmayan düşük sıcaklık 
koşullarını yaşayan bitkilerin donma toleranslarında artış görülmektedir. Bu süreç, soğuk 
aklimitasyonu olarak adlandırılmaktadır. CBF/DREB1 (C-tekrarları bağlanma faktörleri/ 
dehidrasyon tepki elementi bağlanma faktörü 1) genleri küçük bir transkripsiyonel 
aktivatör ailesini kodlar. Bu genler, donma toleransında ve soğuk aklimitasyonunda rol 
almaktadırlar. 

Transkripsiyonel aktivatör CBF1  DNA bağlanması için AP2 bölgesine sahiptir ve soğuk 
aklimasyonu yanıtını düzenler. CBF geni ilk olarak Arabidopsis thaliana L.’da 
tanımlanmıştır. Daha sonra CBF homologları Brassica napus L., Hordeum vulgare L. , Zea 
mays L., Gossypium hirsutum L., Triticum aestivum L., Capsella bursa-pastoris, Populus 
spp.  , Eucalyptus spp. , Prunus avium L., Malus baccata L. türü bitkilerden izole 
edilmiştir. 
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CBF/DREB1 proteinleri AP2/ERF DNA bağlanma proteinleri ailesinin üyesidir. 
PKK/RPAGRxKFxETRHP ve DSAWR olmak üzere karakteristik 2 nükleotit dizinine sahiptir. 
CBF 213 aminoasitlik bir proteindir. N-ucu bölgesi (1-32), çekirdek sinyal (33-44), AP2 
bölgesi (48-106) ve asidik bölge (107-213) içermektedir. 

Bu çalışmada soğuk stresi verilen Olea europaea L. yapraklarından total RNA ve mRNA 
izolasyonları yapılmıştır. Laboratuvarımızda daha önce yapılmış olan çalışmalarda elde 
edile CBF1 AP2 kodlayıcı bölgenin dizinleri kullanılarak primerler tasarlanmıştır. Bunlar  
tam uzunlukta cDNA elde etmek için uygulanan RACE reaksiyonlarında kullanılmıştır.  
280, 300, 800 baz çifti büyüklüğünde çeşitli cDNA fragmanları sentezlenmiş ve bunlar 
PFEM-Teasy vektörüne klonlanarak dizin analizleri yaptırılmıştır. Blast analizleri 
yapıldığında cDNA’lar CBF’den farklı genlere benzerlik göstermiştir. 15 dk, 30 dk, 1 saat 
ve 4 saat stres verilmiş örneklerden total RNA izolasyonu ve klonlama çalışmaları devam 
etmektedir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Düşük sıcaklık, DRE/CRT, CBF, AP2 domaini, Olea europaea L.    
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  ABSTRACT 
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TRANSCRIPTION FACTORS IN OLIVE (Olea europaea L. ) 
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Department of Biology 
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 Advisor: Assist. Prof. Dr. Şenay VURAL KORKUT 

 

 

Freezing tolerance in many plants is shown to increase after exposure to low non-
freezing temperatures, a process called cold acclimation. CBF/DREB1 (C-repeat binding 
factor/ dehydration responsive element binding factor1 ) genes encode a small family of 
transcriptional activators that have been described as playing an important role in 
freezing tolerance and cold acclimation in Arabidopsis thaliana L.. 

Transcriptional activator CBF1 has the AP2 domain for DNA binding and regulates the 
cold acclimation response. CBF gene was first identified in Arabidopsis thaliana L.. CBF 
homologous were isolated from Brassica napus L., Hordeum vulgare L., Zea mays L., 
Gossypium hirsutum L., Triticum aestivum L, Capsella bursa-pastoris L., Populus spp. , 
Eucalyptus spp. , Prunus avium L., Malus baccata L. and most of palms in further studies. 



xvi 

 

CBF/DREB1 proteins are member of AP2/ERF family of DNA-binding proteins that have 
two signature sequence PKK/RPAGRxKFxETRHP and DSAWR. CBF is a 213 amino acid 
protein that contains N-terminal region (1-32), Core signal (33-44), AP2 domain (48-106) 
and acidic region (107-213). 

In this study total RNA and mRNA were isolated from Olea europaea L. leaves which 
were exposed to cold stress. Primers were designed using sequences of coding region of 
CBF/AP2 domain fragment which was cloned in our previous studies. The primers were 
used in RACE reactions to obtain full length cDNA. Several fragments of 280, 300, 800 bp 
were synthesized and these were cloned into pGEM-T easy vector. cDNA clones were 
sequenced and BLAST anlaysis were done. The sequences did not show any similarity to 
known sequences of CBF genes. Total RNA isolation from olive leaves which are exposed 
to cold 15 minutes, 30 minutes, 1 hour and 4 hours and new cloning experiments are 
under progress. 

 

Key Words: Low temperature, DRE / CRT elements, CBF,AP2 Domain, Olea europaea L. 
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                                                                                                             BÖLÜM 1 

  GİRİŞ                                                                                                                                                  

1.1 Literatür Özeti 

1.1.1 Bitkilerde Stres 

Düşük sıcaklık, kuraklık ve tuzluluk tarımsal ürünlerin gelişimini, verimliliğini ve coğrafi 

dağılımını sınırlayan abiyotik stres faktörleridir. Her sene ani buzlanma ve soğuk geçen 

bahar mevsimleri önemli ürün kayıplarına sebep olmaktadır. Birçok bitki düşük 

sıcaklıklara karşılık donma toleransı göstererek yaşamını sürdürür. Dondurucu olmayan 

düşük sıcaklıklara maruz kalan bitkiler bu sürecin sonunda ortaya çıkan  dondurucu 

sıcaklıklara dayanabilme kabiliyeti gösterirler. Bu olgu soğuk aklimitasyonu olarak 

adlandırılır *1+. Donma toleransı kabiliyetine sahip  bitkiler  soğuğun etkilerinden 

korunmak için çeşitli mekanizmalar geliştirmişlerdir. Soğuk aklimitasyonu sürecinde  bu 

mekanizmalar harekete geçer ve hücrede  gen anlatımının yeniden programlanması 

sonucu ortaya çıkan  çoklu biyokimyasal ve metabolik değişimler gerçekleşir. Bu sayede 

bitkiler soğuk stresi için gerekli toleransı geliştirerek hayatta kalırlar. 

Bitkiler soğuğa vermiş oldukları tepki bakımından farklılıklar gösterir. Tropikal ve 

subtropikal orjinli birçok bitki türü soğuğa karşı oldukça duyarlıdırlar. Dondurucu 

olmayan düşük sıcaklıklarda dahi zarar görebilmekte ve yok olabilmektedir. Örneğin 

pirinç, domates, mısır büyük ölçüde soğuk aklimitasyonu yeteneğinden yoksundur. 

Zeytin gibi bazı Türkiye tarımı için önemli olan bitkilerin soğuğa gösterdikleri 

dayanıklılıklarda varyeteler arasında farklılıklar bulunmaktadır. Buna karşın ılıman 
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bölgelerdeki bitkiler soğuk hava koşullarına iyi uyum sağlamışlardır. Bu çevresel stresin 

etkilerinden koruyan  ve hayatta kalmalarını sağlayan mekanizmalar geliştirmişlerdir 

[1]. 

Soğuğa uyumun en etkili göstergesi donma toleransının artmasıdır. Soğuğa uyum 

esnasında meydana gelen  değişiklikler; lipid kompozisyonundaki değişim, şeker ve 

çözünmüş protein miktarlarının artması ve yeni izoenzimlerin ortaya çıkmasını 

içermektedir *1+, [2], [3+. Bu değişimlerden bazılarının, özellikle lipid 

kompozisyonundaki değişiklikler, bitkilerde donma tolerasının artması ile doğrudan 

alakalı olduğu bulunmuştur *3+. 

1.1.2 Soğuk Stresine Dayanıklılığın Moleküler Biyolojisi 

1970 yılında ilk kez Weiser tarafından *4+ soğuğa uyumun gen ekspresyonundaki 

değişikliklerden kaynaklandığı öne sürülmüştür. Sonrasında model bitki Arabidopsis 

thaliana ve diğer bitkilerde protein ve RNA düzeyinde yapılan birçok çalışmayla bitkinin 

soğuğa uyum sürecinde gen ekspresyonunda değişiklikler olduğu kanıtlanmıştır *5+, [6], 

[7], [8], [9]. Bu değişimlerden faydalanılarak gen kütüphanelerinin farklı taranması, 

mRNA farklı gösterimi gibi yöntemlerle soğuk stresi uygulamasıyla indüklenerek 

anlatımı gerçekleşen birçok gen klonlanmıştır. 

 İndüklenebilen bir karakter olarak soğuk aklimasyonu sırasında bitkide oluşan 

değişimler: 

       Düşük sıcaklık sinyalinin algılanması 

       Sinyallerin biyokimyasal süreçlere dönüşümü 

       Soğuğa spesifik sinyallerin hücre çekirdeğine transferi 

       Soğuğa özel genlerin anlatımı 

       Gen ürünlerinin işlevleri doğrultusunda donma toleransının geliştirilmesi 

Olarak özetlenebilir. 

Abiyotik stres  durumunun algılanmasıyla harekete geçen ve stres toleransı oluşturan 

tepkilerin bütünü bir çok organizmada ayrıntılı olarak çalışılmıştır. Strese maruz kalan 
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hücredeki olayların bütünü şekil 1.1’ de  şematik olarak verilmiştir *10+. Öncelikle 

spesifik stres faktörü hücre zarındaki sensörler tarafından algılanarak ROS, Ca+2 gibi 

sinyal ileticileri ile bitki hormonları harekete geçirilir. Bunlar çeşitli transkripsiyon 

faktörlerini uyararak stres genlerinin promotorlarına bağlanmalarını sağlarlar. Gen 

ürünleri kontrol mekanizmasında görev alan sinyal ileticileri veya direk olarak strese 

karşı korumada görev alan moleküler şaperonlar, metabolik enzimler, geç 

embriyogenez (LEA: late embryogenesis abundant) proteinleri olabilir. Stres genlerinin 

anlatımının kontrolü transkripsiyon ve sonrası, translasyon ve sonrası düzeylerde 

olabileceği gibi kromozom yapısı değişimleriyle de gerçekleşebilir.  

 

 

 

Şekil 1.1 Abiyotik stres yanıtının genel modeli *10+ 
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1.1.2.1 Soğuk Sinyali Algısı 

Bitkilerin herhangi çevresel bir uyarıya verdikleri yanıt, hücrenin membranından 

çekirdeğine pek çok molekülün görev aldığı sinyal ileti yolaklarıyla gerçekleşir. Soğuk 

stresiyle ABA bağımlı ve ABA bağımsız iki ayrı sinyal ileti yolağı belirlenmiştir. Cis ve 

trans aktiviteli faktörlerin ABA ile indüklenen gen ekspresyonunda nasıl rol aldıkları 

farklı çalışmalarda kapsamlı bir şekilde analiz edilmiştir *11+, *12+, *13+, *14+. Bununla 

birlikte birtakım ABA ile indüklenen genlerin anlatımının, ABA varlığı ve yokluğu olmak 

üzere her iki durumda da gerçekleştiği tespit edilmiştir. Bu veri göstermiştir ki; bu 

genler anlatımlarının gerçekleşmesi için ABA ihtiyacı göstermemektedirler. Fakat ABA 

varlığında soğuk ve kuraklık koşullarında tepki göstermektedirler [15], [16]. 

Stres uyaranının bir sinyal olarak algılanıp gen anlatımında değişimler oluşturması 

arasındaki safhalarda  görev alan bir çok fosfataz, kinaz, farklı gruplardaki trankripsiyon 

faktörleri görev alır . 
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Şekil 1.2 Düşük sıcaklık ve dehidrasyon sinyal aktarımının transkripsiyonel basamakları1  

İki yolakta da kalsiyum başlangıçta sinyal olarak görev almaktadır. 

1.1.2.2 Bitkilerde Strese Verilen Yanıtta Kalsiyumun Görevi 

Ca2+, Sekonder Haberci 

Ca2+ bitki hücrelerinde önemli bir sekonder habercidir. Ca2+’un sitosolik 

konsantrasyonundaki değişim sinyal ağının önemli bir unsurudur. Bitki hücreleri  

gelişimsel ve çevresel uyarıcılara bu sinyal ağı ile tepki verir *17+, *18+, *19+. Her uyarı 

(örneğin düşük sıcaklık), karakteristik bir Ca2+ değişikliğine sebebiyet verir. Bu 

değişiklikler farklı kalsiyum algılama mekanizmaları veya tepki elementleri ile teşhis 

edilir [18], [20], [21], [22], [23]. 

1
 Küçük daireler fosforilasyon gibi posttranskripsiyonel modifikasyonları temsil etmektedir. Şeklin altında 

dikdörtgen ile gösterilen kısımlar alt listede verilen promotor bölgeleri ile birlikte transkripsiyon 

faktörleri bağlanma bölgeleridir. Çift oklu çizgiler cross talkları göstermektedir. [17] 
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Ca2+ Dış Taşıyıcıları 

Tüm ökaryotlar gibi bitkilerinde sitosolik Ca+2 taşınması için iki ana yolağı 

bulunmaktadır: yüksek affiniteli Ca2+ -ATPaz’ları ve düşük affiniteli Ca2+ değiştiricileri. 

Bu iki aktif taşıyıcı, Ca2+’un sitosolden dışarı çıkmasını sağlarlar. Bu sayede plazma 

zarında ve hücre içi zarda oluşacabilecek aşırı elektrokimyasal gradiyenti engellerler. 

Ca2+-ATPaz’ların transkripsiyonel olarak soğuk stresi tarafından düzenlendiği 

kanıtlanmıştır *24+. 

Ca2+ Dekoderleri 

Nükleustaki yükseltgenmiş Ca2+ transkripsiyon faktörlerine bağlanır ve aktivitelerini 

ayarlar [25]. Ca2+’un direk etkisi, oluşan bu kompleks için yeterli olmayabilir. Hücreler 

arasında Ca2+ değişimlerinin şekillenmesiyle sistematik modifikasyonlar meydana gelir. 

Ca2+değişimleri mesajlarının şifrelerinin, farklı uyaranlara karşı uygun hücresel 

tepkilerin oluşması adına çözülmesi gerekir. Bu gizli mesajların çevrilmesinden Ca2+ 

dekoderleri sorumludur. 

1.1.2.3 ABA-Bağımlı Soğuk Sinyal İleti Yolağı 

Fitohormon absisik asit (ABA) tohum olgunlaşması ve dormanside önemli rol oynar. 

Ayrıca vejetatif dokuların kuraklık, tuzluluk ve soğuk gibi abiyotik çevre streslerine 

adaptasyonunda da görev alır. ABA stomaların kapanmasını organize eder ve birçok 

genin anlatımının düzenlenmesini sağlar. Bu genler vejetatif doku ve tohumlarda 

dehidrasyon toleransında görev alır. 

ABA’nın tetiklediği gen anlatımının yönlendiricileri farklı birçok sınıfa ait olan 

transkripsiyon faktörlerini barındırır. bZIP, MYC/MYB, HD-Zip, çinko parmak ve 

ABI3/VP1 bu sınıflara ait ailelere örnek olarak gösterilebilir. bZIP transkripsiyon faktörü 

dimer olarak ABA yanıt elementlerine (ABRE) bağlanır. 

1.1.2.4 ABA-Bağımsız Soğuk Sinyal İleti Yolağı 

Donma toleransının arttırılması ile ilgili çok sayıda genin gün ışığına çıkması, genlerden 

hangilerinin en merkezde olduğu sorusunu akla getirmektedir. Bu soruya cevap bulmak 
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adına atılan adımlardan biri; ağırlıklı olarak soğuk aklimasyonu sırasında tetiklenen COR 

proteinlerini kodlayan bir grup gene odaklanmaktır [26], [27]. Bu COR genlerinden bir 

kısmı LTI (düşük sıcaklıkla indüklenen), CAS (soğuk aklimasyonuna spesifik), KIN 

(soğukla indüklenen), RD (kurağa duyarlı) olarak adlandırılmaktadır [28], [29], [30], 

[31].  

COR genlerinin promotor analizleri bu yolağın, genlerin stres indüksiyonuna aracılık 

eden ardışık elementler içerdiğini analiz etti. Bu elementleri belirleyen ve onları  

bağlayan birtakım transkripsiyon faktörleri bulunmaktadır. CBF ve diğer transkripsiyon 

faktörlerinden  ileriki bölümlerde bahsedilecektir. 

1.1.2.5    Soğuk Aklimasyonunda Anlatımı Artan Genler ve Gen Ürünleri 

Soğuk aklimasyonu sırasında meydana gelen gen anlatımındaki değişikliklerin keşfi, 

antifriz moleküler mekanizmaların incelenmesinin başlangıcı oldu. Ayrıntılı transkript 

profil analizleri, Arabidopsis genomundaki genlerin %10’ undan fazlasının soğuk 

aklimasyonu sırasında düzenlendiğini ortaya koydu [32], [33], [34], [35]. Mikroarray 

teknolojisi ve diğer işlevsel genomik yöntemleri kullanılarak yapılan transkriptom 

analizleri sayesinde stres ile uyarılan  birçok gen belirlenmiştir *36+, *37+. Stres koşulları 

altında işlevleri olan genler  önemli metabolik proteinleri üreterek hücreleri stresten 

korudukları gibi strese yanıt sürecindeki sinyal iletimi genlerinin düzenlenmesinde de 

rol almaktadırlar. Buradan hareketle bu gen ürünleri iki gruba ayrılmaktadır *32], [33], 

[34].  

Birinci grup stres toleransında görev alan şaperonlar, LEA proteinleri, ozmotin, antifriz 

proteinleri, mRNA bağlanma proteinleri, prolin gibi ozmolit biyosentezindeki anahtar 

enzimler, su kanal proteinleri, şeker, prolin transportırları, detoksifikasyon enzimleri, 

yağ asidi metabolizması enzimleri, proteinaz inhibitörleri, ferritin ve lipid transfer 

proteinleri. Stres ile uyarılan bu genlerden bazılarının; LEA proteinleri, ozmolit 

biyosentez anahtar enzimleri ve detoksifikasyon enzimleri gibi, transgenik bitkilerde 

çok fazla miktarda anlatımları gerçekleşmiş ve stres toleranslı fenotipler üretilmiştir 

[38], [39]. Bu sonuçlar stres ile uyarılan genlerin ürünlerinin kesin olarak stres yanıtında 

rol aldıklarını göstermektedir.  
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İkinci grup; stres yanıtında işlevi olan gen ekspresyonunu ve sinyal iletiminin 

düzenlenmesinde görev alan protein faktörlerini içerir. Ayrı ayrı ya da işbirlikli olarak 

stresle tetiklenen genleri düzenleyen ve gen ağını kuran çok çeşitli transkripsiyon 

faktörlerini içerir. Günümüzde bu genlerin birçoğunun işlevleri tam olarak 

anlaşılmamıştır.  
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Şekil 1.3 Arabidopsis’de soğuğa yanıt transkripsiyonel ağının diyagramı2  

 

 

 

 

2
 Soğuk aklimasyonu için soğuk stresi ile uyarılan kalsiyum sinyali önemlidir. Soğuk stresi ICE1 proteinini 

aktive eder. Bu da CBF ve diğer transkripsiyon faktörlerini indükler. C2H2 çinko parmak transkripsiyonel 

baskılayıcı CBF’ler tarafından pozitif olarak düzenlenir. Los2 tarafından negatif olarak düzenlenir. Bu 

çinko parmak transkripsiyonel baskılayıcılar  CBF’lerin ve onların hedef molekülü COR genlerinin 

anlatımını baskılar. [40]                      
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1.1.2.6   Genlerin Kontrol Mekanizmaları 

Promotor Analizleri 

CBF’ler C-tekrarları bağlama faktörleri veya dehidrasyona duyarlı element bağlama 

faktörleri (DREB1s) diye bilinen transkripsiyon faktörleri familyası olarak tanımlanmıştır 

[41]. DRE ‘lerin soğuk düzenleyici gen anlatımında nasıl bir rolü olduğunu anlayabilmek 

için kritik adım DNA düzenleyici elementler ile etkileşim halinde olan proteinlerin 

yapısını saptamak olmuştur. Bu eksende Thomashow  vd.’nin (1996) yapmış olduğu 

çalışmalarla Arabidopsis bitkisinde bir transkripsiyon faktörünün DRE DNA düzenleyici 

elemente bağlanarak düşük sıcaklık koşullarında transkripsiyonun düzenlenmesinde rol 

aldığı tespit edilmiştir.  

Arabidopsis’de soğuk stresi yanıtında COR genlerinin ABA bağımsız anlatımını kontrol 

ettiği teşhis edilmiştir. Bu transkripsiyon faktörleri, Etilene duyarlı element bağlama 

protein/APETALA2 (EREBP/AP2) familyası [41] ve DREB altfamilyasına [42] aittir. Bu alt 

familya ilaveten 6 alt gruba (A-1’den A-6’a) ayrılmaktadır. DREB1/CBF gibi genler A-1 

alt grubuna aittir. Düşük sıcaklıkla tetiklenir ve soğuğa duyarlı stres genlerinin 

birçoğunun anlatımını etkinleştirirler. Oysa A-2 alt grubuna ait olan DREB2 gibi genler 

genel olarak ozmotik strese duyarlı gen anlatımında rol oynarlar [43], [44], [45]. 

Arabidopsis’de soğukla uyarılan 3 CBF/DREB1 geni saptanmıştır. Bunlar; CBF1/DREB1b, 

CBF2/DREB1c, CBF3/DREB1a olarak bilinmektedir [46]. Bu faktörler, soğuğa ve 

dehidrasyona duyarlı DNA düzenleyici elementlere (DREs) bağlanırlar. Ayrıca C-

tekrarları (CRTs) olarak da bilinirler. CRT/DRE elementleri, soğuk stresi altında 

transkripsiyonu uyarmak için yeterli olan CCGAC ana dizinlerini içerirler. 

Bitkilerin düşük sıcaklıkla birlikte nasıl bir değişim geçirdiğini anlamak adına çalışmalar 

yapılmaktadır. C-tekrarlı dehidrasyon  cevap elementi (DRE: dehydration responsive 

element) cis aktiviteli DNA düzenleyici elementin tanımlanması da bu alanda atılan 

önemli bir adım olmuştur *19+, [18+. Element, 5 baz çiftlik CCGAC çekirdek dizinlerinden 

yola çıkarak C-tekrarlı olarak belirtilmektedir *20+. Soğuk ile düzenlenen bitki genlerinin 
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birçoğunun promotorunda birden fazla kopyası bulunmaktadır. Arabidopsis genleri 

COR15a [47] ve COR78/RD29A [19] ve Brassica napus geni BN115 [18+ örnek teşkil 

etmektedir. Arabidopsis COR15A delesyonunun analizi ile C-tekrarlarının cis aktiviteli 

soğuk düzenleyici DNA elementinin bir parçası olabileceği belirlendi. Bu ilk kez 

Yamaguchi-Shinozaki ve Schinozaki tarafından ispatlandı *19]. COR78/RD29A 

promotorunda 2 adet 9 baz çiftlik (TACCGACAT) DNA elementini içeren C tekrarlarının 

reporter genle (GUS:beta-glukuronidaz) birleştirilmesi ile, soğuk düzenleyici gen 

anlatımının uyarıldığı gözlendi. Bundan başka bu DNA elementlerinin dehidrasyon ile 

birlikte de uyarıldığı bulundu. Buna bağlı olarak C-tekrarlarını içeren bu elementler DRE 

olarak isimlendirildi. 

 

Şekil 1.4 (A) Şematik  CBF1, 2 ve 3 promotorları (Renkli kutular promotorlarda bulunan 
korunmuş dizin bölgelerini temsil etmektedir.) 

(B) CBF2 promotorunun soğuk yanıt bölgesinin detayları 

 

 

 

Kutu 4 Kutu 5 Kutu 6 

CBF2 soğuk yanıt bölgesi 
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1.1.2.7 CBF/DREB Transkripsiyon Faktörleri 

İlk olarak Stockinger vd. *41+ 24kDa büyüklüğünde CBF1 kodlayan geni Arabidopsis 

thaliana’dan izole etmişlerdir. CBF1 ‘in C tekrarlarına bağlanmasını Escherichia coli’de 

anlatımı gerçekleşen rekombinant CBF1 proteini kullanarak jel mobilite tahlilleri ile 

kanıtlamışlardır. 

Soğuk aklimasyonu daha öncede bahsedildiği üzere CRT/DRE DNA elementleri 

aracılığıyla COR genlerinin uyarılması varlığında gerçekleşir. CRT/DRE dizinlerine 

bağlanan transkripsiyon faktörü CBF1’in anlatımının yükselmesi ile COR gen anlatımı 

tetiklenir ve donma toleransında artış gözlenir *48+. 

Jaglo-Ottosen vd. (1998) [48] aklimasyon sürecine girmemiş Arabidopsis bitkisine CBF1 

kodlayan bir cDNA yerleştirilmesi ile transgenik Arabidopsis bitkisi elde ettiler.  

Aklimasyon süreci yaşamamış yabanıl bir Arabidopsis bitkisine kıyasla bu bitkide, 

soğukla indüklenen gen anlatımının daha çok gerçekleştiğini gözlemlediler. Bu veri ile 

birlikte CBF1 transkripsiyon faktörünün aklime edilmemiş bitkilerde donma toleransını 

arttırdığı sonuca varılmıştır. 

Yamaguchi vd. (1998) tarafından maya bir-hibrid tarama sistemi kullanılarak soğuk ve 

kuraklık stresi verilmiş Arabidopsis bitkisinden daha önce elde edilmiş olan  cDNA 

kütüphanelerinin rehberliğinde  Arabidopsis’den DRE bağlanma proteinini kodlayan 3 

homolog cDNA (DREB1A,DREB1B,DREB1C) izole edildi . Burada izole edilen DREB1B’in 

Jaglo-Ottosen vd. (1998)’nin *48+ bildirdikleri CBF1 ile özdeş olduğu tespit edildi. DREB1 

proteinlerinin soğuk stresi altında gerekli olan genlerin anlatımını şiddetli bir şekilde 

indüklediği ortaya konuldu. CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C or CBF3/DREB1A [27]. 

DREB1c/CBF2; DREB1b/CBF1 ve DREB1A/CBF3 anlatımlarını olumsuz yönde 

düzenlemektedir.  CBF2/DREB1c geni engellenmiş bir Arabidopsis mutantının soğuğa 

dayanıklılık kapasitesinin daha yüksek olduğu saptanmıştır. Aynı zamanda kuraklık ve 

tuzluluk streslerinde de daha fazla dayanıklılık göstermiştir *47+, *40+. 

ICE1 , SIZ1, CAMTA [49], [50], [51], [52], CBF ekspresyonunun gerçekleşmesinde rol 

alan genlerdir. HOS10 ve MYB15 ise CBF aktivitesini olumsuz yönde etkileyen 
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düzenleyicilerdir [40]. CBF/DREB1 yolağı soğuk aklimasyonu için tek düzenleyici kaskat 

değildir. 

Günümüzde soğuk uyumundaki rolü ile en iyi anlaşılmış olan genetik sistem 

Arabidopsis CBF soğuk tepki yolağıdır. CBF/DREB1 proteinleri AP2/ERF DNA bağlı 

protein ailesine aittir. Arabidopsis thaliana da 140’dan fazla üyesi mevcuttur. CBF geni 

anlatımı 1 saat düşük sıcaklıkla tetiklenir ve kodlanan transkripsiyonal faktörler 

dönüşümlü olarak soğuğa dayalı birçok genin anlatımını aktive eder [41], [49]. 

CBF regulonu çok sayıda gene sahiptir *32+, *53+, [54], [27], [55]. Bu genler soğuk 

düzenleyici genlerin %12’ i kadarı ile ilişkilidir *32+, *54+. Arabidopsis’de temel olarak 

anlatım fazlaca gerçekleştiğinde, stressiz koşullarda ve transgenik bitkilerde donma, 

kuraklık ve tuz toleransı ile başa çıkma durumlarında CBF genleri düzenledikleri 

genlerin anlatımını tetikler *56+, *48+, [57]. 

Aynı karakteristik elementleri taşıyan CBF ortologlarının Arabidopsis thaliana’da 

olduğu gibi diğer başka  bitkilerde de varlığı tespit edildi. Bunlara otsu bitkilerden  

Brassica napus L. [58], Lycopersicon esculentum [59], Oryza sativa L. [60] ve Capsicum 

annuum L. [61], [62], ve odunsu bitkilerden ise Prunus avium L. [63] örnek olarak 

verilebilir. Ayrıca, Arabidopsis’deki gibi Brassica napus L.’ daki 2 Brassica CBF benzeri 

genlerin fazla miktarda anlatımının gerçekleşmesi donma toleransının artmasına 

olanak sağlamaktadır [64]. Bununla birlikte, bitki türleri arasında CBF soğuk yolağında  

bazı yapısal ve gen düzenlemesini etkileyen farklılıklar gözlemlenmiştir. Örneğin soğuğa 

duyarlı bir tür olan L.esculentum’da CBF regulonu,  A.thaliana gibi soğuğa toleranslı 

bitkilerin regulonundan daha küçük ve fonksiyon açısından pek fazla farklılık 

göstermez. Bu durum düşük sıcaklıklarda bitki davranışlarındaki farklılıkları kısmen 

açıklar *65+. 

Buğdayda yapılan bir araştırma ile, soğuk stresi uygulandığı zaman rekombinant 

türlerle karşılaştırıldığında, CBF genlerinin indüksiyonunda büyük ölçüde farklılıklar 

oluştuğu tespit edildi [66].  
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Bitkide soğuk stresi yanıtında önemli bir role sahip olduklarından, CBF’ler ve bunların 

düzenleyici yolakları hakkında pek çok çalışma vardır. Bu çalışmaların çoğunda  

CBF/DREB1 anlatımının direk düzenleyicileri tanımlanmıştır. 

Arabidopsis CBF soğuk yolağının homolog bileşenleri; kolza (Brassica napus), soya 

fasülyesi (Glycine max L. Merr ), brokoli (Brassica oleracea L.), domates (Lycopersicon 

esculentum L.), bezelye (Medicago sativa L.), tütün (Nicotiana tabacum L.), kiraz 

(Prunus avium), buğday (Triticum aestivum ), çavdar (Secale cereale), mısır (Zea mays), 

pirinç (Oryza sativa), çilek (Fragaria ananassa Duchesne) ve arpa (Hordeum vulgare) 

gibi birçok bitkide bulunmuştur *58+, *67+, [68], [69], [60], [70], [71].  

1.1.2.8 CBF Yolağının Düzenlenmesinde Rol Alan Diğer Transkripsiyon Faktörleri 

Gilmour vd. (1998)’un [56] yapmış olduğu çalışmalarda CBF transkriptlerinin düşük 

sıcaklık uygulanmasından 15 dk sonra çoğaldığı görülünce CBF promotorunu tanıyan bir 

transkripsiyon faktörünün hazırda bulunabileceği önerilmiştir. Bundan yola çıkılarak 

CBF ekspresyonunun tetikleyicisi olan ICE aktivatörünün varlığıyla ilgili hipotez ortaya 

atılmıştır. ICE aktivatörünün, tüm CBF gen promotorlarında bulunan ICE kutusunu 

tanıyarak bunlara bağlandığı düşünülmektedir. Orta dereceli sıcaklıklarda ICE inaktif 

olarak bulunmaktadır. Bitki düşük sıcaklığa maruz kaldığında fosforile olarak 

transkripsiyonu gerçekleştirebilmektedir [72]. ICE, soğuk aklimasyonunda rolleri olan 

CBF haricindeki genlerin ekspresyonunun tetiklenmesinde de görev almaktadır. HOS 

regülatörü ise  CBF’in ekspresyonunun negatif düzenleyicisi olarak görev alır. İn vitro ve 

in vivo ubiquitinasyon araştırmalarından yola çıkarak HOS’un aracılığıyla ICE1’in 

poliubiquitinasyonunun gerçekleştirildiği tespit edilmiştir [73].  

Proteinlerin sumoilasyon/desumoilasyonunun soğuk aklimasyonunda çok önemli 

rolleri olduğu tespit edildi [74]. Sumoilasyon post-translasyonel protein 

modifikasyonudur. SUMO (small ubiquitin-related modifier) E3 ligazlarına tabii olan 

işlemlerde SUMO proteinleri protein substratlarına bağlanır. Desumoilasyonda ise 

SUMO proteinleri SUMO proteazları ile hedef moleküllerinden ayrılır. Bu durum hedef 

proteinleri  proteozomal degradasyondan korumaktadır. Çünkü sumoilasyon 

ubikutinasyonu engeller [75]. SIZ1’in, Arabidopsis SUMO E3 ligaz, soğuk stresi sırasında 
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SUMO’nun bağlanabilmesi için gerekmektedir. SIZ1 mutantlarının soğuğa karşı aşırı 

duyarlı olduğu bilinmektedir. Ayrıca SIZ1 mutantlarında CBF ve hedef COR genlerininin 

soğuk ile indüklenmesinin ciddi şekilde azaldığı bilinmektedir. Ne var ki bu durum 

CBF’in negatif regülatörü olan  MYB15 ‘nin soğuk ile indüklenmesini meydana 

getirmektedir. ICE1’in proteolizizini kolaylaştıran HOS10’un aksine, SIZ1 soğuk 

aklimasyonu sırasında SUMO’nun ICE1 K393’ü ile konjuge olmasına aracılık etmektedir. 

Bu da ICE1’in poliubiquitinasyonunu azaltmaktadır. ICE1’in K393R sübstitüsyonu, SIZ1 

aracılığıyla oluşan sumoilasyonu bloke eder. Soğuk stresinde mutant ICE1’in çok fazla 

miktarda anlatımının gerçekleştiği transgenik bitkilerde MYB15 anlatımı artmaktadır. 

ICE1 mutant bitkilerde olduğu gibi bu bitkilerin de soğuğa karşı aşırı hassasiyet 

gösterdikleri gözlemlenmiştir. Burdan yola çıkarak SIZ1 aracılığıyla gerçekleşen 

sumoilasyon ICE1 stabilitesini ve aktivitesini kolaylaştırmaktadır. Bu da CBF anlatımının 

ve MYB15 baskılanmasının gerçekleşmesi için gerekmektedir [74]. 

Transkripsiyon faktörlerinin geri bildirimli olarak baskılanması, soğuğa duyarlı gen 

anlatımının düzenlenmesinde soğuk ile indüklenen transkriptomun optimizasyonunun 

sağlanması için anahtar görevi görmektedir. CBF’lerin upstream transkripsiyon 

faktörleri tarafından ters yönde regülasyonları yapılır. Örneğin; MYB15 (R2R3-MYB 

protein ailesi) soğuk olmadığında bile eksprese olur. MYB15, CBF promotorları 

içerisindeki MYB tanınma elementlerine (MYBRS) bağlanabilir [76]. ZAT12 transkriptom 

analizlerinde ZAT12 regülonunun en az 24 soğuk standart gen takımı (COS) içerdiği 

saptanmıştır. Bunlardan 9’unun soğukla indüklenen, 15’inin de soğukla baskılanan 

genler olduğu tespit edilmiştir *35+. Başka bir C2H2 çinko parmak proteini olan 

LOS2’nin de soğuk stres koşullarında ZAT10 promotorundaki MYC tanınma 

elementlerine bağlanıp, ZAT10 ekspresyonunu baskıladığı görülmektedir *77+. Kısa 

süreli ekspresyon analizleri, ZAT10’un  RD29A (CBF hedef geni) EP2 dizinindeki (negatif 

regülatörlerin bağlandığı bir cis element) A(G/C)T promotor cis elementine spesifik 

olarak anlatımı baskıladığını göstermiştir *77+. ZAT10 ve ZAT12’nin abiyotik stres 

düzenleyici transkripsiyonel networkte aynı hedefe yönelmiş iki düğüm noktası olarak 

işlevleri vardır *78+, *79+. 
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ZAT12 

Farklı çevresel stres koşullarına benzer tepkiyi gösteren CBF yolağı haricinde bir de  

ZAT12’nin görev aldığı yolak bulunmaktadır. ZAT12, C2H2 çinko parmak proteini olup 

küçük bir gen grubunun üyesidir. ZAT12, soğuk stresi de dahil olmak üzere farklı 

streslere yanıt olarak kararlı bir transkript seviyesinde bulunmuştur. Transgenik 

bitkilerde yapılan analizlerle ZAT12’nin soğuk aklimasyonunda ve oksidatif strese 

yanıtta rol aldığı ortaya çıkarılmıştır *35+. 

ZAT12 soğuk tepki yolağı, CBF soğuk tepki yolağı ile etkileşim halindedir. Genlerin 

çalışma mekanizmalarında çakışmalar bulunmaktadır. Bu çakışmalar, ZAT12 ve CBF 

regulonunun birlikte çalışmasından kaynaklanmaktadır. Her iki transkripsiyon 

faktörüne ve düşük sıcaklığa cevaben dört adet genin ekpresyonunda artış meydana 

gelirken, 3 adet genin ekspresyonunda düşüş gözlemlenmektedir. Buna bağlı olarak, 

belirli soğuk genlerinin ekspresyonunu koordineli bir şekilde ZAT12 ve CBF soğuk tepki 

yolaklarının düzenlemekte olduğu görülmektedir. Bundan başka, ZAT12’nin konstitütif 

ekpresyonunun  CBF1-3 genlerinin indüksiyonunu azalttığı da gözlemlenmiştir. Bu da, 

ZAT12  regulonunun CBF soğuk tepki yolağının negatif yönde düzenlenmesinde de rol 

aldığını ortaya koymaktadır *40+, *35+.  

1.1.3 AP2 Bölgesi 

Etilen endojen bir bitki hormonudur. Bitki gelişiminde ve büyümesindeki çimlenme, 

senesans, epinasti, absisyon ve meyve oluşumu gibi birçok durumu etkiler *80+. En çok 

çalışılan bitki hormonlarından biridir. Etilen ile indüklenen bir takım genlerde etilenle 

düzenlenen cis bölgeleri tanımlanmıştır *81+, [82], [83], [84]. Bu cis düzenleyici 

bölgelerle spesifik olarak etkileşimde olan çeşitli proteinler de tespit edilmiştir *85+, 

[86], [87], [83].  

Nicotiana spp’ deki etilen ile indüklenen PR (patojenle ilgili) protein genlerinin 5’ 

upstream bölgelerinin karşılaştırılması ile 11 baz çiftlik bir dizin belirlenmiştir 

(TAAGAGCCGCC) [88], [89], [90]. Bu bölgeden GCC kutusu (GBD) olarak 

bahsedilmektedir. GCC kutusunun etilene duyarlı element (ERE) olduğu ispatlanmıştır. 

Etilene bağımlı transkripsiyonu artırdığı bilinmektedir. Tütün EREBP’leri ile ilgili olan 
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cDNA’lar klonlanmış ve karakterize edilmiştir. EREBP’ler  ERE ile spesifik olarak 

etkileşimde olan bağlanma proteinleridir. EREBP’lerin DNA bağlanma bölgeleri 59 

aminoasitlik bir bölgedir. 

APETALA2 (AP2) domaini (ayrıca bazen AP2/etilene duyarlı element bağlanma faktörü 

*ERF+ domaini veya ERF/AP2 domaini olarak adlandırılır) AP2/ERF diye adlandırılan 

geniş bir DNA bağlanma protein gen ailesini belirtir. 

 

AP2/ERF genleri AP2 domaini bulundurma sayılarına göre sınıflara ayrılır.  

Birinci sınıf; iki AP2 domaini barındıran (AP2-like) proteini kodlar ve AP2 [92], 

AINTEGUMENTA (ANT) *93+, *94+ ve Glossy15 (GL15) *95+ içerir .  

İkinci sınıf; sadece bir AP2 domaini olan proteini  (ERF-like) kodlar. Bunlar; TINY [96], 

AtEBP [97], ve ABI4 [98] proteinlerini içerir.  

AP2/ERF genlerinin üçüncü sınıfı ise; RAV1 ve RAV2’yi kapsar. *91+ Bunlar AP2 ve B3 

olmak üzere iki farklı DNA bağlanma domaini olan proteinleri kodlar [99]. 

 

         Şekil 1.5 AP2/ERF genlerinin yapısı [91] 

RAV genleri 

AP2/ERF 

ailesi 
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Arabidopsis AP2, AP2/ERF ailesinin içinde en iyi çalışılmış gendir. AP2, floral meristemin 

kurulmasında *92+, *101], ve floral homeotik gen anlatımının düzenlenmesinde 

Arabidopsis’de merkezi bir rol oynar [102], [103], [104]. AP2’ de iki adet AP2 domaini 

vardır. Her bir AP2 domaini 68 aa’dan oluşur. 18 aa çekirdek bölgededir. Amfipatik alfa 

sarmal formundadır *92+, *105]. Bu domainler AP2 işlevi için son derece elzemdir [92]. 

AP2 ‘a ek olarak Arabidopsis’de AP2 domainini kodlayan diğer genler de çalışılmıştır. 

ANT (AP2-like) [93], [94], CBF1 (ERF-like) [41] gibi. AP2-like genleri gelişim sürecinde 

anahtar rol oynayan genler iken, ERF-like genleri biyotik ve çevresel strese tepki 

mekanizmalarında görev almaktadırlar. Sakuma vd. (2002) Arabidopsis’de  DNA 

bağlanma bölgelerindeki benzerliğe dayanarak AP2/ERF genlerini 5 sınıfın üyesi olarak 

gruplandırmıştır. Bunlar; AP2 alt familyası (14 gen), RAV alt familyası (6 gen), DREB alt 

familyası (55 gen), ERF alt familyası (65 gen) ve (beşinci grup; 4 gen) diğerleridir. 

 

 

3
 Bitki AP2 domainlerinin ve yeni keşfedilen bitki harici AP2 domainlerin NJ(yakınlık bağlantısı) ağacı[100] 

Şekil 1.6 Filogenetik analiz3  
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1.1.4 Zeytin 

Zeytin Oleaceae familyasının bir üyesidir. Bu familya Fraxinus (dişbudak), Forsythia 

(altın çanak), Forestiera (F. Neomexicana ), Ligustrum (kurtbağrı), Syringa (leylak), Olea 

(zeytin) cinslerini bünyesinde barındırır. Ticari zeytinler Olea europaea L. türüne aittir. 

Dünya üzerinde tropikal ve subtropikal bölgelerde yetişen 20 kadar Olea türü 

bulunmaktadır. Yalnızca O.europaea L. yenilebilen meyveler üretmektedir. Zeytin ağacı 

uzun ömürlü her daim yeşil bir ağaçtır. Bazı türlerinin 100 yıl kadar yaşadığı rapor 

edilmiştir. 

 

 

 

 

4
 Arabidopsis AtDREB1A (AB007787), AtCBF2 (AF074601), AtCBF1 (U77378) ve AtTiny (X94698); tütün 

NtACRE111A (AF11530) ve NtACRE111B (AF211531); B.napus BnDREB (AF084185); pirinç OsDREB1A 

(BAA90812) ve OsCBF (AF243384); arpa BCBF (AF239616), BCBF1 (AF298230) ve BCBF3 (AF298231) 

[106]. 

Şekil 1.7 CBF ve yakın ilişkili AP2 proteinlerinin aminoasit dizinlerinin hizalanması4 
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Çizelge 1.1  Olea europaea’nın taksonomisi 

Alem Plantae 

Bölüm Magnoliophyta 

 

Sınıf Magnoliopsida 

 

Takım Lamiales 

Familya Oleaceae 

 

Cins Olea 

Tür O.europaea 

 

 

 

 

Zeytin ağacı tarımına, tarih öncesi çağlarda Akdeniz havzası doğu bölgesinde 

başlanmıştır. Akdeniz havzası tarafından çevrelenen alanlar dünya zeytinyağı 

üretiminin %90’ını sağlamaktadırlar. İşlenmesi, toplanmasındaki zorluklar ve üretim 

alanlarındaki kısıtlı mahsul eldesi sebebiyle zeytinyağı yüksek ücretlendirilen bir 

üründür. Buna rağmen yüksek kalitesi ve sağlıklı bileşenlerden oluşması nedeniyle tüm 

dünyada tüketimi sürekli artmaktadır. 
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Çizelge 1.2  Dünya zeytinyağı tüketimi (1.000 TON) *107] 

 

                                  

 

 

Şekil 1.8 Dünya coğrafyasında zeytin üretimi yapılan ülkeler 
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Olea europaea L. Akdeniz bölgesinde oldukça yaygın bir bitki türüdür. Bitki kurak 

iklimlere iyi adapte olmuştur. Su stresine karşı uzun süre canlılığını koruyabilir [108]. 

Zeytin her daim yeşil olan ve yağının karakteristik özelliğinden dolayı ekonomik değeri 

yüksek olan bir ağaç çeşididir. Donmaya karşı düşük tolerans gösteren ılıman iklim 

bitkisidir [109]. Bu düşük tolerans soğuk bölgelerdeki tarımını kısıtlamaktadır. Halbuki 

soğuk bölgelerde olgunlaşma sonrası süreç yavaş olduğunda yağının kalitesi 

artmaktadır *110]. Soğuk bölgelerde yetişen zeytin ağaçlarından elde edilen ekonomik 

değeri yüksek olan yağı elde edebilmek için soğuk iklimlerde zeytin ağaçlarının hayatta 

kalabilmesini sağlayacak bir yol bulmak büyük önem arz etmektedir. Dormansi 

olmayan diğer ağaçlar gibi zeytin ağaçlarının anatomik seviyede soğuk semptomları 

ifade etmesi haftalar almaktadır. Bu semptomlar; tilosis, kambiyal hücrelerin ölümü, 

suberifikasyon ve hücre duvarlarının lignifikasyonu olaylarını içerir *111+, *112]. 

Türkiye’nin önemli tarımsal ihraç ürünlerinden biri olan zeytin ve zeytinyağı, ülkemiz 

potansiyeli dikkate alındığında, mevcut sorunların çözüme kavuşturulmasıyla, özellikle 

de Avrupa Birliğine katılım sürecinde, tarım sektörümüz için rekabet gücü olan 

ürünlerden biri olacaktır. 

Çizelge 1.3 Dünya zeytinyağı ihracatı (1.000 TON) *107] 
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2008/2009 sezonunda zeytin dikim alanı 774.370 ha’dır. 2008/2009 sezonu verilerine 

göre ülkemiz zeytin üretiminin yaklaşık % 65’i yağ üretimine gitmektedir. Kalanı ise 

sofralık olarak işlenmektedir.  

 

Şekil 1.9 Dünya zeytinyağı üretimi yüzdesi *113]. 

Ülkemizde zeytin üretimi yapılan alanlarda artış olmasına karşılık, üretimde  

dalgalanmalar vardır. Ülkemizin batısında, Çanakkale'den Muğla'ya kadar uzanan Ege 

Bölgesi zeytin ağacının en iyi yetişme şartlarına sahiptir. Memecik ve Ayvalık en önemli 

iki çeşidi oluşturmaktadır. Manisa'nın Akhisar yöresinde yeşil sofralık Domat ve Siyah 

sofralık Uslu çeşitleri ile son yıllarda yayılan Gemlik çeşidi önemli çeşitlerdir. Marmara 

Bölgesinde, zeytin ağaçları daha çok İznik ve Gemlik Körfezi gibi rüzgarlara kapalı 

yerlerde kesif olarak yerleşmiştir. Bölgenin en iyi sofralık çeşidi “Gemlik”tir. 
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Şekil 1.10 Türkiye’de zeytin işletmelerinin bulunduğu iller [114]. 

1.1.4.1 Zeytin ve Stres 

Zeytinler genellikle kuraklığa dayanıklı bitkilerdir. Bu karakteristik özellik farklı 

kültivarlarda çeşitlilik gösterir. Diğer bir çevresel karakteristik özelliği soğuk hasarına 

gösterdiği dayanıklılıktır. Yunanistan’da kuzey bölgesine ait olan kültivarlar soğuğa karşı 

dayanıklılıkları fazla iken, güney bölgesine ait olan kültivarların kuraklığa karşı 

dayanıklılıkları fazladır *115+. 

Zeytin ağaçlarında soğuk stresi farklı hücre ve doku seviyelerindeki değişikliklerle 

meydana gelmektedir *116+. Hücre zarları soğuk hasarından ilk etkilenen bölgedir. 

Soğuk aklimatizasyonu sırasında, ilgili enzimlerin aktivitelerinin gerçekleşmesini 

sağlayarak zar akışkanlığını koruyan mekanizmaların aktivasyonu gerçekleşir *46+. Bu 

mekanizmaların aktivitasyonları ile lipid kompozisyonunda değişiklikler meydana gelir. 

Kriyoprotektanlarda ve soğuğa duyarlı, aklimatizasyon ile ilgili genlerin aktivasyonunu 

gerçekleştiren sinyal iletiminde rol alan sekonder habercilerde artış meydana gelir 

[116], [46]. 

Zeytin bitkisi ayrıca tuzluluğa karşı da dayanıklılık gösteren bitkilerdendir. Diğer 

bitkilerle kıyaslandığında zeytin bitkisi, tuzluluğa bir turunçgil bitkisinden daha fazla bir 

palmiyeden ise daha az dayanıklıdır *117]. Therios ve Misopolinos (1988) tarafından 3 

yıllık bir zeytin bitkisinin 80mM’dan daha düşük bir NaCl konsantrasyonunda zarar 

görmedikleri tespit edilmiştir. Tuzluluk toleransı iyon atılım mekanizmaları ve Na+ ve Cl- 
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iyonlarının kökte tutulmaları ile ilişkilidir [118], [119]. Loreto ve Bongi (1987) [120]’a 

göre tuzluluğun belli bir eşik değerin üzerinde olması bitki morfolojisini 

değiştirmektedir. Stomaların çevresel değişikliklere olan hassasiyetinde azalma görülür 

ve yaprak kalınlığı azalır. 

Tuzluluğa maruz kalan zeytin ağaçlarında su miktarında azalma görülür [121]. Bu 

azalma hücresel seviyede dehidrasyon ve osmotik strese sebep olan dış 

solüsyonlardaki yüksek tuz konsantrasyonundan kaynaklanır. 

Kök bölgesinde biriken tuz ozmotik stresin artmasına ve hücre iyon dengesinin 

bozulmasına sebep olur. K+, Ca+2 ve NO-3 gibi önemli maddelerin alımının azaltılmasını 

tetikler ve Na+ ve Cl- ‘un hücre içerisinde toksik seviyelerde birikimini tetikler [122], 

[123+. Bu öncül stresler reaktif oksijen elementlerinin üretimini arttırır [124], hormonal 

değişimlere sebep olur [125+, karbonhidrat metabolizmasını değiştirir [126+, bazı 

enzimlerin aktivitelerini azaltır *127]. 

1.2 Tezin Amacı 

Yapılan çalışma ile ilk olarak Arabidopsis thaliana’ da klonlanan ve abiyotik stres 

dayanıklılığını belirleyen genlerin anlatımlarının kontrolünde görev yapan CBF/DREB 

transkripsiyon faktörlerinin, diğer pek çok bitkide olduğu gibi zeytinde de 

homologlarının bulunması ve bunların tam uzunluktaki cDNA’larının klonlanması 

amaçlanmaktadır. 

1.3 Hipotez 

Zeytin çevresel streslerden kuraklığa çok dayanıklı soğuk ve tuzluluğa da orta derecede 

dayanıklılık göstermektedir. Bitkilerin farklı çevresel streslere benzer tepkiler 

vermesinden yola çıkarak soğuk stresi ile anlatımı artan CBF/DREB genlerinin zeytin 

bitkisinde de bulunduğu öngörülerek araştırma grubumuzda CBF proteinlerini klonlama 

çalışmalarına başlanmıştır. Daha önceki bir çalışmada 250 bp’lik CBF kısmi cDNA’sı 

klonlanmıştır. Kısmi dizinler kullanılarak genin 3’ ve 5’ uçlarının elde edilip edilmeyeceği 

araştırılacaktır. Bu genlerin klonlanması zeytindeki soğuğa dayanıklılık mekanizmasını 

anlamada önemli bir adım olacaktır. CBF genleri klonlandıktan sonra, bu genlerin 
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ekspresyonu bakımından soğuğa dayanıklı varyeteler ve daha az dayanıklı varyeteler 

arasında farklılıklar olup olmadığına bakılacaktır.  
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BÖLÜM 2 

                                                                                                  

MATERYAL VE METOD 

2.1 Bitki Materyali 

1 yaşındaki Olea europaea L.Gemlik kültivarı Türkiye Cumhuriyeti Tarım Bakanlığı 

Yalova Atatürk Bahçe Kültürleri Merkez Araştırma Enstitüsü’nden temin edildi.  

2.2 Tamponlar ve Çözeltiler 

Tampon veya çözelti Yapısı veya hazırlanma şekli 

DEPC (Di Etil Piro 
Karbonat)’li su 

% 0,1’ lik  solusyonları hazırlandı. Oda sıcaklığında bir gece 
bekletildikten sonra otoklavlandı. 

TE çözeltisi (1 X), pH 
8.0 

10 mM Tris- HCl pH 8.0, 1 mM EDTA 

Etanol % 75- 80 stok solüsyonu hazırlandı. 

Etidyum bromür stok 
solüsyonu ( EtBr) 

5 mg/ ml EtBr’ e steril deiyonize su ilave edildi. 

MOPS ( 5 X) 
0.2 MOPS pH 7, 50 mM NaOAc, 50 mM EDTA ve DEPC’ li su 
bir gece inkübe edildikten sonra otoklavlandı. 

RNA loading çözeltisi 
1mM EDTA, pH 8.0, % 0.4 bromfenol mavisi ve % 50 gliserol 
karışımı, DEPC’ li su ilave edildi. 

dNTP karışımı 20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karışımı hazırlandı. 
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EDTA solüsyonu 
250 mM EDTA, 250 mM Tris-HCl karışımı hazırlandı. pH 
8.0’e ayarlandı. 

TBE çözeltisi (5 X) 
54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA, 1 L saf suya 
tamamlandı. 

DNA loading çözeltisi 
250 mM Tris-HCl pH 7.5, % 0.2 bromfenol mavisi, % 0.2 
ksilen siyanol ve % 40 gliserol karışımı 

Ampisillin stok 
solüsyonu 

100 mg/ ml ddSu ilave edildi. Filtreden geçirildi. – 20 oC’ de 
bekletildi. 

X- Gal stok solüsyonu 
50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol β - D- galaktozidaz 1ml 
DMF( di metil formamid) de çözüldü. Alümiyum folyo ile 
sarılarak -20 oC’ ye kaldırıldı. 

IPTG stok solüsyonu 
1 M ( 240 mg/ml) izopropanol β-D- tiogalaktopiranosit 
(IPTG) steril deiyonize suda çözüldü. Filtreden geçirildi. -20 
oC’ de saklandı. 

 

2.3 Moleküler Markörler 

RiboRuler high range RNA 

Ladder ( n/ 2μl) 

6000 bp, 4000 bp, 3000 bp,  2000 bp, 1500 bp, 1000 bp, 

500 bp ve 200 bp bantları gözlenir. 

MassRuler DNA Ladder 

Low Range 

1 X’ lik TBE’ de 1031 bp ile 80 bp arasında toplam 11 bant 

gözlenir. 

Pst1 ile kesilmiş λ DNA  
%1’ lik agarozda 11501 bp ile 247 bp arasında toplam 17 

bant gözlenir. 
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2.4 Enzimler 

Taq polimeraz 
Qiagen Taq DNA Polymerase  

Fermentas Long PCR System 

2.5 Kitler 

cDNA sentez kiti ROCHE High Fidelity cDNA Synthesis Kit 

RACE kiti Roche 5’/3’ RACE Kit 2nd Generation 

mRNA izolasyon kiti Qiagen Oligotex mRNA Spin- Column 

3’RACE kiti 
Invitrogen 3´ RACE System for Rapid Amplification of 

cDNA Ends 

5’RACE kiti  
Invitrogen 5´ RACE System for Rapid Amplification of 

cDNA Ends, Version 2.0 

Jel pürifikasyon kiti  QIAquick Gel Extraction Kit 

Ligasyon kiti  Promega pGEM-T Easy Vector Systems 

Plazmit izolasyon kiti  Roche High Pure Plasmid Isolation Kit 

 

2.6 Besiyerleri 

Luria Broth (LB) 

Besin çeşidi Miktarı 

Tripton 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 10 g 

Çizelgedeki miktarların üzerine saf su ilave edilerek 1lt’ ye tamamlandı. pH 7’ye 

ayarlandıktan sonra 121 oC’de 30 dakika otoklavlandı. 
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Katı LB için sıvı 1L LB’ye 15 g Agar ilave edildikten sonra 121 oC’de 20 dakika 

otoklavlandı. 

SOB  

Besin çeşidi Miktarı 

Tripton 10 g 

Yeast extract 2,5 g 

NaCl 0,292 g 

MgCl2 1,015 g 

KCl 0,093 g 

Çizelgedeki miktarların üzerine saf su ilave edilerek 500mL’ye tamamlandıktan sonra 

121 oC’de 20 dakika otoklavlandı. 

SOC için 98 g SOB’ ye 2 mL glikoz ilave edildi.  

2.7 Oligonükleotidler  

Primerin Adı Primer Dizini 

Oligo d(T)-anchor 5’- GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA CTTTTTTTTTTTTTTTTV – 3’ 

PCR Anchor 5’ –GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA C -3’ 

RF1 5’- AGGCCGGAAGAAGTTTCAC-3’ 

RF2 5’-CAGGCCGGAAGAAGTTTCAC -3’ 

AP 5’- GGCCACGCGTCGACTAGTTTTTTTTTTTTTTTT -3’ 

AUAP 5’- GGCCACGCGTCGACTAGTAC -3’ 

AAP 5’- GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIGIIGGGIIG -3’ 

SP1 5’-CCA CGT TGT GAG CTC TCG CAG-3’ 
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2.8 Kullanılan Programlar  

Chromas 

Vektör dizilerinin çıkartılması için kullanılan ve internetten indirilebilen bir programdır. 

Dizinlerin kromatogram dosyalarını açar ve programa girilmiş olan vektör dizinlerini 

uzaklaştırır. 

Primer3 

PCR primerlerini tasarlamak için kullanılan programdır. Ayrıca hibridizasyon problarını 

ve primerleri dizinlemede de kullanılır. 

2.9 Zeytin Fidelerinin Büyütülmesi 

Zeytin fidanlarının yaprakları yıkanarak olası zirai ilaç kalıntıları uzaklaştırıldı ve fidanlar 

temiz saksılara dikildi. Ortam koşullarına uyum sağlamaları için bitkiler bir hafta süreyle  

22 °C’de, 14 saat gündüz / 15 °C’de, 10 saat gece periyodunda, gündüz 150 µmol M2s-1 

ışık, gece ise karanlık olacak şekilde tutuldu. 

Bir haftanın sonunda, 4 °C’de, 14 saat gündüz / 2 °C’de, 10 saat gece periyodunda, 

gündüz 150 µmol M2s-1 ışık, gece ise karanlık olacak şekilde 10 gün süreyle soğuk stresi 

verildi. 

2.10 Bitki Örneklerinin Alınması 

Bir haftalık büyüme sonunda, stres verilmeden hemen önce bitkiden yaprak örneği 

alınıp, sıvı azot içerisinde dondurularak , -80 °C’de saklandı. Daha sonra sırası ile 15 ve 

30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, bir gün, bir hafta ve on gün sonunda yaprak 

örnekleri alınıp, sıvı azot içerisinde dondurularak , -80 °C’de saklandı.  

2.11 RNA İzolasyonu 

2.11.1 RNA İzolasyonu için Hazırlık 

RNA’lar kolaylıkla yıkılabilen moleküllerdir. Bu nedenle izolasyondan önce kullanılacak 

havan ve havanelleri, tüm cam ve plastik malzemeler %0,1‘lik DEPC'li su içerisinde bir 
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gece bekletildi, daha sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlandı. Yine benzer şekilde, 

izolasyonda kullanılacak tüm solüsyonlara ve saf suya  %0,1 oranında DEPC ilave 

edilerek bir gece boyunca bekletilip 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak kullanıldı.  

2.11.2 RNA İzolasyonu 

Yaklaşık 100 mg dondurulmuş bitki örneği, sıvı azot yardımı ile daha önceden 

soğutulmuş havan içersinde toz haline getirilerek, 2 ml lik mikro santrifüj tüpüne alındı. 

Her 100 mg örnek için 1 ml Trizol Reagent (Invitrogen) ilave edilerek 5 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 1 ml Trizol Reagent için, 0,2 ml olacak şekilde Kloroform 

eklendi. 15 saniye kuvvetlice çalkalanarak, 2-3 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Daha sonra 12000 xg hızda 4 °C’de 20 dakika santrifüjlendi. Santrifüj sonunda tüpün 

içindeki karışım, alt kırmızı faz, interfaz ve renksiz üst faz olmak üzere üçe ayrıldı. RNA 

üst fazdadır. 

Üst faz alınarak, 0,5 ml izo-propanol ilave edildi. 10 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildikten sonra 12000 xg hızda 4 °C’de 20 dakika santrifüjlendi. RNA, tüpün dibine 

çöktü, süpernatant atıldı. RNA pelletinin üzerine 1 ml %75 lik etanol eklenip, 7500 xg 

hızda 4 °C’de 5 dakika santrifüjlendi. Süpernatant dökülüp pellet kurutuldu. Kuruyan 

pellet 50 µl DEPC'li su içersinde çözülerek, 55 °C’de 10 dakika inkübe edildi. Örnekler     

-80 °C’de saklandı. 

2.11.3 Total RNA miktarının Belirlenmesi 

Trizolle çıkartılmış RNA’ ların konsantrasyonları UV spektrofotometresinde 260 nm 

dalga boyunda absorbansı ölçüldü. RNA’ ların konsantrasyonları OD260 x 40 µg/ml x 

sulandırma faktörü formülüyle hesaplandı.  
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2.12 RNA’nın Agaroz Jel Üzerinde Analizi 

2.12.1 Formaldehit Jeli Protokolü 

Tüm elektroforez aparatları DEPCl'i su ile yıkanarak temizlendi. % 1 lik jel hazırlamak 

için, 0,4 gram Agaroz (Applichem), 8ml 5X MOPS, 25 ml su ile çözüldü, 60 °C’ye 

soğutuldu. İçersine 60 °C’ye ısıtılmış 7 ml formaldehit ilave edilip, jel tepsisine döküldü. 

2.12.1.1 Formaldehit Jeli için RNA Örneklerinin Hazırlanması 

4,5 µl RNA'ya, 2 µl 5X MOPS, 3,5 µl formaldehit, 10 µl formamid ve 1 µl Etidyum 

bromid ilave edilerek, 55 °C’de 15 dakika inkübe edildi. Bu karışıma 4 µl yükleme 

tamponu ilave edildi ve örnekler jele yüklendi. 

2.12.2 Total RNA’dan mRNA İzolasyonu  

mRNA izolasyonu Oligotex mRNA Spin- Column Protokolu kullanılarak yapıldı. Bitki 

örneklerinden çıkarılan total RNAlar, toplam miktar 0,25- 0,50 mg ve son hacim 500 µl 

olacak şekilde 500 µl RNaz free water, 30 µl Oligotex süspansiyonu ve 500 µl OBB 

tamponu ile karıştırılarak mRNA izolasyonunda kullanıldı.  

Sekonder yapıların yok edilmesi için RNA çözeltisi, 70 oC’ de 5 dakika ve 25 oC’ de 10 

dakika inkübe edildikten sonra 18000 xg hızda 20 oC’ de 2 dakika santrifüjlendi. Üst sıvı 

döküldükten sonra pellet 2 defa 500 µl OW 2 tamponu ile yıkandı ve 18000 xg hızda 20 

oC’ de 2 dakika Small spin columnda santrifüjlendi. Üst sıvı döküldükten sonra kolonda 

kalan mRNA’ lar, 70 oC’ de bekletilen 10 µl OEB tamponu ile 2 defa yıkandı ve 18000 xg 

hızda 20 oC’ de 1 dakika santrifüjlenerek 1. ve 2. elüsyonlar oluşturuldu. Oluşturulan 

mRNA elüsyonları -80 oC’ de saklandı.  
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Şekil 2.1 Total RNA’dan mRNA yapılışı 
(Qiagen Oligotex mRNA spin column kiti protokolünden modifiye edilmiştir) 

2.12.3 mRNA Spot Testi 

mRNA miktarını belirlemek amacıyla, 0.25 g Agaroz, 20 ml DEPCli su ile çözüldü, 60 oC’ 

ye soğutuldu. İçerisine 3 µl Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine döküldü.  

Kontrol RNA’ sı ( 1µg/ 1µl)  20, 40, 100 ve 200 kez sulandırılarak, sırası ile 50 ng, 25 

ng,10 ng ve 5 ng’lık sulandırma serileri oluşturuldu. Jele 1 µl spotlandı. İzole edilen 1. 

ve 2. elüsyon mRNA’larda jele 1µl spotlandı. Örnekler jel üzerine damlatıldı ve 15 

dakika bekletildi. Elde edilen fotograf üzerinde kontrol RNA’ sı göz önüne alınarak 

miktar hesabı yapıldı.                  
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2.13 RACE 

RACE ( Rapid Amplification of cDNA Ends) , kelime anlamı olarak cDNA uçlarının hızlı 

çoğaltımı olup, dizinleri tam olarak bilinmeyen cDNAların uzatılarak tam uzunlukta 

cDNAlar elde edilmesine yarayan PCR temelli bir yöntemdir. Bu yöntemin 

kullanılabilmesi için , klonlanmak istenen genin küçük bir kısmının dizininin bilinmesi 

gerekmektedir [128+.Dizini bilinen kısım kullanılarak gene özgü bir primer tasarlanır. Bu 

primer aracılığı ile RNA’dan cDNA sentezlenir. cDNA’nın ucuna Poly A kuyruğu 

takıldıktan sonra, T kuyruklu primer ve gene özgü primer ile çoğaltım yapılır *129+. 

RACE yöntemi Şekil 2.2’de şematik olarak özetlenmiştir. 

 

 

Şekil 2.2 RACE metodunun şematik gösterimi [128]. 
 (GSP: Gene özgü primer)(RT:Reverse Transkriptaz)   
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Kullanılan primerler ve reaksiyonun işleyişi açısından 3’ RACE ve 5’ RACE olarak 2 ‘ye 

ayırmak mümkündür. 3’RACE ve 5’ RACE şekil 2.3’de şematik olarak özetlenmiştir. 

 

 

Şekil 2.3 RACE metodunun şematik gösterimi   
 a – 3’RACE , b- 5’RACE [129] 
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2.13.1 3’RACE 

Öncelikle Total RNA’dan 3’RACE yöntemi ile cDNA sentezlettirildi. En son aşamada dizin 

analizine gönderilen örneklerin Blast analizleri sonucunda istenilen CBF benzerlikleri 

oluşmadığından mRNA kalıp olarak kullanılmak üzere 3’RACE yöntemi tekrarlanmıştır. 

2.13.1.1 Total RNA’dan cDNA Sentezi  

Soğuk stresi verilmemiş, 1 günlük soğuk stresi verilmiş,1 haftalık soğuk stresi verilmiş 

ve 10 günlük soğuk stresi verilmiş  total RNA kalıp olarak kullanılarak Invitrogen 3’RACE 

Kiti kullanım kılavuzunda anlatıldığı gibi cDNA sentezi yapıldı. 4 µg mRNA steril su ile 11 

µl’ye tamamlandı ve AP primeri (500nM) eklendi. 70 °C’de 10 dakika inkübe edildi. 10x 

PCR Buffer, MgCl2 (2,5 mM), dNTP (500μM), DTT (10 mM) eklenip 42 °C’de 5 dakika 

inkübe edildi. Reaksiyona 200 U Ters Transkriptaz enzimi katılarak, reaksiyon hacmi 20 

µl’ye tamamlandı. 42 °C’de 90 dakika ve 70 °C’de 15 dakika inkübe edildi. 2 U RNase H 

eklenerek 20 dakika 37 °C’de inkübe edildi.  

PCR Reaksiyonu  

200 µl lik PCR tüpü içerisinde 2 µl kalıp cDNA, dNTP(200 μM), RF1 ve RF2 primer (200 

nM) ve AUAP primer (200 nM), 2,5U Polimeraz enzimi koyulup, 50 µl’ye tamamlandı. 

Taq Polimeraz enzimi PCR karışımı 940 C’ye ulaştıktan sonra ve 1 dakika geçtikten sonra 

reaksiyona eklenmiştir. 

PCR Döngüsü: 

940 C de 3 dakika denatüre edildikten sonra,  

940 C 15 saniye denatürasyon, 

55 0 C 30 saniye primer bağlanması  

720 C 40 saniye uzatma aşamaları 35 kez tekrarlandı.  

720 C ‘de 10 dk son uzatma yapılarak, örnekler buz üzerine alınıp, -200 C de saklandı. 
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Daha parlak bantlar elde etmek üzere yapılan 1.PCR’dan elde edilen PCR ürünlerinden 

1 µl kullanılarak PCR aynı koşullarda tekrarlanmıştır. Bu aşama sekonder PCR olarak 

adlandırılmaktadır. 

Çizelge 2.1 3’RACE PCR Reaksiyonu 1 Kurulum Miktarları (µl) 

 cDNA Qigen 

Taq 

Polimeraz 

5X 

Qiagen 

Tamponu 

10X Q  

Solüsyonu 

dNTP RF1 RF2 AUAP 

Primeri  

PCR 

H2O 

RF1 1 0,5 10 5 1 1 - 1 30,5 

RF2 1 0,5 10 5 1 - 1 1 30,5 

DNA’ların Agaroz Jel Üzerinde Analizi 

%1 lik jel hazırlamak için 0,8 gr Agaroz (Aplichem) , 80 ml 1X TBE  eklenip ısıtılarak 

çözüldü. 600 C ‘ ye soğutulup içerisine etidyum bromid eklenerek jel tepsisine döküldü. 

Örnekler yükleme tamponu ile karıştırılarak jele yüklendi. 70 V’ta 80 dakika yürütüldü. 

2.13.1.2 mRNA’dan cDNA Sentezi 

1 haftalık soğuk stresi verilmiş mRNA kalıp olarak kullanılarak Invitrogen 3’RACE Kiti 

kullanım kılavuzunda anlatıldığı gibi cDNA sentezi yapıldı. 4 µg mRNA steril su ile 11 

µl’ye tamamlandı ve AP primeri (500nM) eklendi. 70 °C’de 10 dakika inkübe edildi. 10x 

PCR Buffer, MgCl2 (2,5 mM), dNTP (500μM), DTT (10 mM) eklenip 42 °C’de 5 dakika 

inkübe edildi. Reaksiyona 200 U Ters Transkriptaz enzimi katılarak, reaksiyon hacmi 20 

µl’ye tamamlandı. 42 °C’de 90 dakika ve 70 °C’de 15 dakika inkübe edildi. 2 U RNase H 

eklenerek 20 dakika 37 °C’de inkübe edildi.  

PCR Reaksiyonu  

200 µl lik PCR tüpü içerisinde 2 µl kalıp cDNA, dNTP(200 μM), RF1 ve RF2 primer (200 

nM) ve AUAP primer (200 nM), 2,5U Polimeraz enzimi koyulup, 50 µl’ye tamamlandı. 
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Taq Polimeraz enzimi PCR karışımı 940 C’ye ulaştıktan sonra ve 1 dakika geçtikten sonra 

reaksiyona eklenmiştir. 

PCR Döngüsü: 

940 C de 7 dakika denatüre edildikten sonra,  

940 C 30 saniye denatürasyon, 

56 0 C 30 saniye primer bağlanması  

720 C 30 saniye uzatma aşamaları 35 kez tekrarlandı.  

720 C ‘de 10 dk son uzatma yapılarak, örnekler buz üzerine alınıp, -200 C de saklandı. 

Çizelge 2.2 3’RACE PCR reaksiyonu  kurulum miktarları (µl)  

 Qiagen 
enzimi 
RF1 ile 

Qiagen 
enzimi 
RF2 ile 

Fermentas 
enzimi 
RF1 ile 

Fermentas 
enzimi 
RF2 ile 

Fermentas 
+ 

DMSO+RF1 

Fermentas 
+ 

DMSO+RF2 

cDNA 2 2 2 2 2 2 

Qiagen 
Tamponu 

5 5 - - - - 

Q solüsyonu 10 10 - - - - 

LongPCR 
Tamponu 

- - 5 5 5 5 

MgCl2 - - 3 3 3 3 

DMSO 
Dimetilsülfoksit 

- - - - 2,5 2,5 

dNTP 1 1 1 1 1 1 

Qiagen Enzimi 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

Fermentas 
Enzimi 

- - 0,5 0,5 0,5 0,5 

RF1 Primeri 1 - 1 - 1 - 



40 

 

RF2 Primeri - 1 - 1 - 1 

AUAP Primeri 1 1 1 1 1 1 

PCR H2O 29,5 29,5 36,5 36,5 34 34 

 

DNA’ların Agaroz Jel Üzerinde Analizi 

%1 lik jel hazırlamak için 0,8 gr Agaroz (Aplichem) , 80 ml 1X TBE  eklenip ısıtılarak 

çözüldü. 600 C ‘ ye soğutulup içerisine etidyum bromid eklenerek jel tepsisine döküldü. 

Örnekler yükleme tamponu ile karıştırılarak jele yüklendi. 70 V’ta 80 dakika yürütüldü. 

2.13.2 5’RACE 

2.13.2.1 Total RNA’dan cDNA Sentezi 

Soğuk stresi verilmemiş,1 haftalık soğuk stresi verilmiş ve 10 günlük soğuk stresi 

verilmiş RNA’lardan Invtrogen 5’RACE Kiti kullanım kılavuzunda anlatıldığı biçimde 

cDNA sentezi yapıldı. 4 µg total RNA’ya SP1 (100nM) eklenip steril su ile 15,5 µl’ye 

tamamlandı. 10 dakika 70 °C‘de denatüre edildi. 10 PCR buffer, MgCl2 (2,5 mM), dNTPs 

(400μM), DTT (10mM) eklenerek hacim 24 µl’ye tamamlandı. 42 °C‘de 1 dakika inkübe 

edilip 200U ters transkriptaz enzimi eklendi. 90 dakika 42 °C‘de, 70 °C‘de 15 dakika 

inkübe edildi. Karışım kısa süre santrifüj edlip 37°C‘ye yerleştirldi ve 1 µl RNase karışımı 

eklendi.  

2.13.2.2  cDNA’nın Saflaştırılması  

cDNA’nın saflaştırılması 5’RACE kiti dâhilindeki S.N.A.P. kolonlar kullanılarak kullanım 

kılavuzunda anlatıldığı gibi yapıldı.  
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2.13.2.3  cDNA’ya TdT Kuyruğu Takılması 

200 μl’lik tüplerde 6 μl DEPC ile muamele edilmiş su, 5x Tailing Buffer, dCTP (200 μM) 

ve 10 μl saflaştırılmış cDNA karıştırıldı. 94 °C’de 3 dakika inkübe edildikten sonra, 1 µl 

TdT eklendi. 37 °C’de 10 dakika ve 70  °C’de 10 dakika inkübe edildi.  

2.13.2.4  PCR Reaksiyonu 

5 µl kalıp cDNA, 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution, dNTPs (200 μM), SP1 primeri 

(400 nM) ve AAP primeri (400 nM), 2,5U Taq Polimeraz enzimi koyulup, 50 µl’ye su ile 

tamamlandı.  

PCR Döngüsü: 

 94 °C’de 2,5 dakika denatüre edildikten sonra, 94 °C’de 30 saniye denatürasyon, 55 

°C’de 40 saniye primer bağlanması ve 72 °C’de 90 saniye uzatma aşamaları 35 kez 

tekrarlandı. 72 °C‘lik son uzatma aşaması yapıldı. Reaksiyonlar buz üzerine alınarak -20 

°C’ye kaldırıldı.  

DNA’ların Agaroz Jel Üzerinde Analizi 

%1 lik jel hazırlamak için 0,8 gr Agaroz (Aplichem) , 80 ml 1X TBE  eklenip ısıtılarak 

çözüldü. 600 C ‘ ye soğutulup içerisine etidyum bromid eklenerek jel tepsisine döküldü. 

Örnekler yükleme tamponu ile karıştırılarak jele yüklendi. 70 V’ta 80 dakika yürütüldü. 

2.14 Klonlama Aşamaları 

2.14.1 PCR Ürününün Agaroz Jelden Saflaştırılması 

PCR ürünlerinin pürifikasyonu Qiaquick Jel Ekstraksiyon Kiti ile kullanım kılavuzunda 

anlatıldığı şekilde yapıldı. Fragman agaroz jelden bistüri yardımı ile kesilip 2 ml’lik 

tüplere alındı. Jel hacminin 3 katı kadar QG tamponu eklenip 50 °C’de 10 dakika inkübe 

edildi. Jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve karıştırıldı. QIAquick kolonlarına 

aktarılarak 1 dakika 17900 xg hızda santrifüj edildi. 0,5 ml QG tamponu eklenip 17900 

xg hızda santrifüj edildi.Bu basamak bir kez daha tekrar edildi. 0,75 ml PE tamponu 

eklenip 1 dakika 17900 xg hızda santrifüj edildi. QIAquick kolonları 1,5 ml’lik temiz 
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tüplere alınarak 15 μl steril su eklenerek 1 dakika 17900 xg hızda santrifüj edildi. Aynı 

filtre kullanılarak 15 μl steril su ile örneklerin 2.elüsyonları da aynı şekilde hazırlandı. 

2.14.2 PCR Ürünlerinin Vektöre Ligasyonu 

Pürifiye edilmiş PCR ürünlerinin ligasyonu için Promega pGEM-T Easy vektörü kullanıldı. 

pGEM-T Easy vektörünün Şematik gösterimi Şekil 2.4’ de ve çoklu klonlama bölgesi 

Şekil 2.5’de verilmiştir (Promega Vektör Kullanım Kılavuzu ). 

 

Şekil 2.4 pGEM-T Easy vektörünün şematik gösterimi 
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Şekil 2.5 pGEM-T Easy vektörünün çoklu klonlama bölgesi 
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2.14.2.1 Ligasyon Reaksiyonu    

Ligasyon reaksiyonu Promega Vektör Kullanım Kılavuzunda önerildiği şekilde 

hazırlanmıştır. Ligasyon reaksiyonları kurularak 4 0 C de 24 saat inkübe edildi. Ligasyon 

reaksiyonu Promega Vektör Kullanım Kılavuzunda önerildiği gibi vektör DNA’sı ile cDNA 

oranları 1/3 ve 1/2 arasında olacak şekilde hazırlandı. Ligasyonlar, 4 °C’de 24 saat 

inkübe edildi. Örnek reaksiyon kurulumu Çizelge 2.3’de gösterilmektedir. Miktarlar 

klonlanacak cDNA konsantrasyon ve boyutuna göre Promega vektör klavuzundaki 

formüle bağlı olarak değişmektedir. 

Çizelge 2.3  Ligasyon reaksiyonu kurulmasında kullanılanlar ve miktarları (µl) 

 Standart 

2X Ligasyon Buffer 5 µl 

pGEM T Easy Vektör 0,5 µl 

DNA Ligaz 1 µl 

PCR Ürünü 3,5 µl 

H2O 1,5 µl 

TOPLAM 10  µl 

 

2.14.3 Kompetan Hücrelerin Hazırlanması 

Ultra kompetan hücreler Inoue ve arkadaşlarının (1990) *130] optimize ettiği 

protokoldeki gibi hazırlandı. 250ml SOB içersine katı besiyerinde 16 saat büyütülen 

E.coli DH5α kolonilerinden 5–10 koloni ekilerek 22 0 C de 20–24 saat kadar OD600, 6,6 

ya ulaşana kadar büyütüldü. 10 dakika buzda bekletildikten sonra 3000xg hızda 4 0 C de 

10 dakika santrifüjlendi. 80 ml soğuk TB içersinde çözülüp, 10 dakika buzda bekletildi. 
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3000 xg hızda 4 0 C de 10 dakika santrifüjlendikten sonra 80 ml soğuk TB içersinde 

çözülüp % 7 si kadar DMSO ilave edildi. 10 dakika buzda bekletilerek, sıvı azot ile 

dondurularak  -80 0 C de saklandı. 

2.14.4 Transformasyon 

2.14.4.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulması 

2.14.4’de anlatıldığı şekilde hazırlanan ultra kompetan hücrelerden 200µl’si ile vektöre 

bağlanmış DNA dan 5 µl’si karıştırıldı ve 30 dakika buz üzerinde bekletildi. 42 °C’ de 1 

dk tutulduktan sonra buzun üzerine alınarak 300 µl SOC ilave edilerek, 37 °C’de 250 

rpm hızda 1 saat büyütüldü. 

Transformasyon karışımı katı Luria-Bertani ortamına ekilerek, 37 °C’de 16 saat 

büyütüldü. Katı besi yerleri içine plazmid almış kolonilerin seçimi için 100 µg/ml 

Ampisillinle ve rekombinant plazmidlerin seçimi için 0,5mM IPTG ve 30 µg/ml X- GAL 

içermekteydi. 

Mavi renkte gözlemlenen koloniler içlerine cDNA almadan kapanmış plazmidleri 

bulunan hücrelerden, beyaz renkte gözlemlenen koloniler ise cDNA’ları alarak 

kapanmış plazmidler bulunan hücrelerden oluşmaktaydı. 

2.14.5 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi 

Büyüyen kolonilerin istenilen DNA'yı taşıyıp taşımadıkları kontrol etmek amacı ile 

koloniler kürdanla alınarak 100 µl su içerisinde çözülür. 100 °C’de 10 dakika 

tutulduktan sonra, 1,5 µl’si kalıp olarak kullanıldı. 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution, 

dNTPs (0,625 mM), ileri primer (0,625 mM) ve geri primer (0,625 mM) primer, 2,5U 

Taq Polimeraz enzimi (5U/ µl) koyulup 50 µl’ye tamamlandı. Koloni PCR yapıldı.Koloni 

PCR koşulları 2.13.1.2’de belirtildiği şekilde uygulanmıştır.  

İstenilen DNA'yı taşıdığı belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmiş (100 µg/ml) 

katı Luria-Bertani ortamına tek tek çizgi ekim yapılarak, 37 °C’de 16 saat büyütüldüler.  
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2.13.1.2’de bahsedilen mRNA’dan yapılan cDNA’nın PCR örneklerinin transformasyonu 

sonucu PCR ürünlerinin kullanılan pGEM-Teasy vektörüne içine eklenip eklenmediğini  

kontrol etmek amacıyla Çizelge 2.4’de miktarları verilen 4 farklı kombinasyonda PCR 

reaksiyonu kuruldu. Strateji belirlenirken pGEM-T easy vektöründe PCR ürününü içine 

alan bölgenin iki ucunda bulunan Şekil 2.4 ve Şekil 2.5’de gösterilen T7 ve SP6 

primerleri ile gene özgün primer kullanılmıştır. Farklı primerler ile PCR yapılmasının 

nedeni hangi primer kombinasyonunun bir arada iyi çalışılacağının bilinmemesidir. 

1.kombinasyon:SP6+RF1 primeri 2.kombinasyon:T7+RF2 primeri 3.kombinasyon: 

T7+RF1 primeri 4.kombinasyon: SP6+RF2 primeri şeklinde belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

 

Çizelge 2.4 1.Koloni PCR ve 2.Koloni PCR reaksiyonu madde ve miktarları (µl) 

1.Koloni Pcr RF1 primeri 
örnekleri  

RF2 primeri 
örnekleri  

2.Koloni Pcr RF1 primeri 
örnekleri  

RF2 primeri 
örnekleri  

Örnek 2 2 Örnek 2 2 

Qigen Polimeraz 0,4 0,4 Qigen 

Polimeraz 

0,4 0,4 

PCR tamponu 5 5 PCR tamponu 5 5 

Q Solüsyonu 10 10 Q Solüsyonu 10 10 

RF1 1 - RF1 1 - 

RF2 - 1 RF2 - 1 

SP6 1 - SP6 - 1 

T7 - 1 T7 1 - 

dNTP 1 1 dNTP 1 1 

PCR H2O 29,6 29,6 PCR H2O 29,6 29,6 

Total Hacim 50 50 Total Hacim 50 50 

 

2.14.6 Plazmit İzolasyonu 

2.19.2’de anlatıldığı biçimde belirlenen kolonilerde büyüme görülürse, ampisilin (100 

µg/ml) içeren 5ml Luria-Bertani 37 °C’de 250 RPM hızda 16 saat büyütüldü. Plazmit 

izolasyonu Roche High Pure Plasmid İzolasyon Kiti Kullanım Kılavuzunda önerilen 

biçimde yapıldı. 
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Kültür bitene kadar santrifüjlenerek hücreler çöktürüldü, üzerine RNAz içeren 

süspansiyon çözeltisinden 250 µl ilave edilerek hücreler yeniden çözüldü. 250 µl Lizis 

çözeltisi eklenerek hafifçe karıştırılıp, 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Üzerine 

350 µl Binding çözeltisi eklenerek hafifçe karıştırılıp, 5 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildi. 13000 xg hızda 10 dakika santrifüjlendi. Süpernatant filtrelere pipetlenip, 1 

dakika 13000 xg hızda santrifüjlendi. Tüpte biriken sıvı atıldı. Yüksek nükleaz aktivitesini 

engellemek için, filtrelere 500 µl Yıkama Çözeltisi I pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hızda 

santrifüjlendi. Hücreleri yıkamak için filtrelere 700 µl Yıkama Çözeltisi II pipetlenip, 1 

dakika 13000 xg hızda santrifüjlendi. Tüpte biriken sıvı atıldı ve filtre kurutulmak için 

13000 xg hızda 1 dakika santrifüjlendi. DNA’yı filtreden ayırmak için filtre temiz tüpe 

alınıp, üzerine 75 µl Elution çözeltisi eklenip 1 dakika 13000 xg hızda santrifüjlendi. 

Tüpe geçen DNA -20°C de saklandı. 

Dizin analizine gönderilmeden önce, çoklu klonlama bölgesinde bulunan kesim 

bölgelerine uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi, vektör içinde PCR ürünü 

bulunup bulunmadığı kontrol edildi ve miktarı belirlenerek dizin analizine gönderildi.  

2.14.7 Plazmit Kontrol PCR 

pGEM-T easy vektörününün iki ucunda bulunan T7 ve SP6 promotor kısımlarından 

tasarlanan T7 ve SP6 primerleri ile plazmitlerin PCR ürününü içinde bulundurup 

bulundurmadıklarını kontrol etmek için plazmitler kalıp olarak kullanılarak PCR yapıldı. 

Primerler hariç diğer tüm koşullar  2.13.1.2’de belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. 
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BÖLÜM 3 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

2.1 Bitki Örneklerinin Alınması 

Bitkiye stres verilmeden önce yaprak örnekleri alınarak sıvı azot içersinde donduruldu 

ve   -80 0C ‘de saklandı. Örnek alınmasından sonra bitki 2.10’da belirtilen stres koşulları 

uygulandı. 15 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 12 saat, bir gün, bir hafta ve on gün 

örnekleri alınarak sıvı azot içerisinde donduruldu ve   -80 °C ‘de saklandı.   

3.2 RNA İzolasyonu 

Yapraklardan RNA izolasyonu 2.11‘de anlatıldığı biçimde yapıldı. 2.12.1’de hazırlanışı 

anlatılan %1’lik formaldehit jeline yüklenerek (Şekil 3.1) kalitesi belirlendi.  
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Şekil 3.1 RNA’ların %1’lik formaldehit jeli üzerinde görüntülenmesi 

M: High Range RNA Ladder, 1. Kontrol RNA örneği, 2. 1 gün soğuk stresi verilmiş RNA 
örneği, 3. 1 hafta soğuk stresi verilmiş RNA örneği, 4. 10 gün soğuk stresi verilmiş örnek 

3.3 mRNA Analizi 

Zeytin bitkisinin yapraklarından elde edilen total RNA’dan mRNA izolasyonu 2.12.2’ de 

anlatıldığı biçimde yapıldı. 2.12.3’de anlatıldığı üzere spot test uygulandı. mRNA 

spotlarının UV ışığı altında görüntüsü  konsantrasyonu bilinen bir mRNA’ nın görüntüsü 

ile karşılaştırılarak mRNA miktarları belirlendi. 
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Şekil 3.2 Zeytin bitkisinin yapraklarından izole edilen mRNA örnekleri 

3.4 Primer Tasarlanması 

Laboratuarımızda daha önceden yapılmış olan deneyler sonucunda dizin analizinden 

gelen sonuçlardan Şekil 3.3’de nükleotit sıralaması verilen GCFR1 dizini kullanılarak 

3’RACE’de kullanılmak üzere Bölüm 2.7’deki çizelgede dizinleri verilen RF1 ve RF2 

primerleri tasarlanmıştır. (Şekil 3.3’de kalın yazılan kısım RF1; altı çizili kısım RF2’yi 

göstermektedir. 
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1GCFR1   

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG 

P      K       K      P       A       G       R      K       K       F      H       E       A      R       H       Q        

GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA  

V      Y      R       G       V      K       L       R       N      S      G       K      W      V      C       E        

GCA AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGA ATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA  

A       R       E       P       N       K      K       S       R        I      W      L      G       T       F      P        

CCG CTG AAA TGG CTG CGA GAG CTC ACA ACG TGG CGA CAA TAA CGC TTC  

P       L       K      W      L       R      E       L       T       T       W      R      Q       *       R       F        

GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG 

E      G       G      P       L      A      *       T        S      L       T      R        L     

Şekil 3.3 CBF transkripsiyon faktörünün kısmi dizini 

 

Şekil 3.4 Primer3 programı primer tasarlama sonuç sayfası  
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3.5 3’RACE İle İlgili Sonuçlar 

3.5.1 Total RNA’dan 3’RACE PCR Ürünlerinin Analizi 

2.13.1.1’de anlatıldığı gibi Invitrogen RACE Kiti kullanım kılavuzunda anlatıldığı biçimde 

cDNA sentezi yapıldı. Bu cDNA kalıp olarak kullanılarak 2.13.1.1’de belirtilen koşullarda 

sekonder PCR yapıldı. 

 

Şekil 3.5 Total RNA’dan 3’RACE cDNA sentezi sonrası yapılan sekonder PCR görüntüsü 

1.λ PstI 2.Stres verilmemiş RNA’dan RF1 primeri ile (kısaltılmışı:0RF1) 
3.Stres verilmemiş RNA’dan RF2 primeri ile (0RF2) 

4.1 hafta stres verilmiş RNA’dan RF1 primeri ile (HRF1) 
5. 1 hafta stres verilmiş RNA’dan RF2 primeri ile (HRF2) 

6. 10 gün stres verilmiş RNA’dan RF1 primeri ile (ONRF1) 
7. 10 gün stres verilmiş RNA’dan RF2 primeri ile (ONRF2) 
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3.5.1.1 PCR Ürününün Agaroz Jelden Saflaştırılması 

 

Şekil 3.6 Saflaştırılmış Total RNA 3’RACE Sekonder PCR’ların jel görüntüsü 

1.λ PstI 2.1 hafta stres verilmiş RNA’dan RF1 primeri ile (kısaltılmışı:HRF1) 
3. 10 gün stres verilmiş RNA’dan RF1 primeri ile (0RF1) 

4.1 hafta stres verilmiş RNA’dan RF2 primeri ile küçük bant (HRF2KB) 
5. 1 hafta stres verilmiş RNA’dan RF2 primeri ile büyük bant (HRF2BB) 

6. 10 gün stres verilmiş RNA’dan RF2 primeri ile (ONRF2) 
7.DNA miktar cetveli 

3.5.1.2 PCR Ürünlerinin Vektöre Ligasyonu 

PCR reaksiyonunda pozitif sonuç veren ve jelden saflaştırılan Şekil 3.6’da bulunan jelde 

2,3,4,5 ve 6 numaralı sırada görülen örnekler 2.14.2’de anlatıldığı biçimde Promega 

pGEM-T Easy vektörüne klonlandı. 

3.5.1.3 Transformasyon 

2.14.4’de anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi.  
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Şekil 3.7 Transformasyon sonrası oluşan tek kolonilerin mavi beyaz seçiliminin 
görüntüsü 

 

Şekil 3.8 Transformasyonlardan seçilen örneklerin çizgi ekimi görüntüsü 
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3.5.1.4 Plazmit İzolasyonu 

İstenilen DNA’yı taşıdığı belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid İzolasyon Kiti 

kullanılarak 2.14.6’de belirtildiği biçimde plazmit izolasyonu yapıldı. 

İzole edilen plazmitler EcoR1 enzimi ile kesilerek içinde cDNA barındırıp 

barındırmadıkları tespit edildi.  

 

Şekil 3.9 3’RACE ve 5’RACE PCR ürünlerini bulunduran plazmitlerin EcoR1 ile kesim 
reaksiyonları 

1.λPst2.HRF1/5 3.HRF1/6 4.HRF2KB4 5.ONRF1/2 6.HSP1BB7 7.HSP1BB8 8.HSP1BB9 

9.HSP1KB11 10.ONRF1/1 

 

3.5.1.5 Dizin Analizi ve Blast Sonuçları 

Total RNA’lardan elde edilen Şekil 3.9’da görülen PCR ürünleri klonlanarak dizin 

analizine gönderildi. Dizin analizinden gelen sonuçlar Chromas programı ve NCBI 

internet sitesi kullanılarak  nükleotit düzeyinde BLAST yapıldı. Benzerlikler saptanmaya 
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çalışıldı.Yapılan bu analizler sonucunda klonlanan fragmanlarla CBF geni arasında 

benzerliğe rastlanmadı. Örneklerin dizin analizine gönderildiiği firmadan kaynaklı yanlış 

okunma olabileceği de düşünüldüğünden daha sonra klonlanan fragmanlar analiz için 

farklı firmaya gönderilmiştir.Örneklerin bazılarının benzerlik göstermiş olduğu 

organizmalar Çizelge 3.1’de yer almaktadır.  

Çizelge 3.1 Total RNA’dan 3’RACE PCR ürünlerinin BlastN sonuçları 

İsim Primerler 
Dizin 

Uzunluğu 
RNA BLASTN Skor 

ONRF1/2 RF1-AUAP 299 10 günlük  

stres 

verilmiş 

Hordeum vulgare  

Alt tür. vulgare cDNA klon 

46.4 

HRF1/6 RF1-AUAP 219 1 hafta  

stres 

verilmiş 

Solanum lycopersicum 

cDNA klon 

68 

 

Çizelge 3.2 Dizin analizine gönderilen örneklerin isimlendirilmesi  

Transformasyon Plazmitlere Verilen İsim 

1 haftalık RF1 

primeri ile 

HRF1/5,HRF1/6 

10 günlük RF1 p. ONRF1/2,ONRF1/1 

1haftalık RF2 p. HRF2KB4 

3.5.2 mRNA’dan 3’RACE PCR Ürünlerinin Analizi 

1 haftalık soğuk stresi verilmiş mRNA’lardan Invitrogen RACE Kiti kullanım kılavuzunda 

anlatıldığı biçimde cDNA sentezi yapıldı. 
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Şekil 3.10 3’RACE’in PCR reaksiyonunun %1’lik agaroz jel üzerindeki görüntüsü. 

1. λ PstI  
2. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF1 primeri+Qiagen enzimi ile  
3. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi ile 
4. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi+DMSO 
5. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF2 primeri+Qiagen enzimi ile 
6. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi ile 
7. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi+DMSO 

3.5.2.1 PCR Ürününün Agaroz Jelden Saflaştırılması 

QIAquick Gel Extraction Kiti protokolünde anlatıldığı şekilde Şekil 3.10’da kırmızı 

dikdörtgenler ile işaretlenmiş PCR ürünleri jelden kesilerek saflaştırıldı.  
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Şekil 3.11 Saflaştırılmış PCR ürünlerinin %1’lik agaroz jel üzerindeki görüntüsü 

1. λ PstI 
2. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF1 primeri+Qiagen enzimi ile 
3. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi ile 
4. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi+DMSO 
5. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF2 primeri+Qiagen enzimi ile 
6. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi küçük bant 
7. 1 hafta stres verilmiş mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi büyük bant 
8. DNA miktar cetveli 

3.5.2.2 PCR Ürünlerinin Vektöre Ligasyonu 

PCR reaksiyonunda pozitif sonuç veren ve jelden saflaştırılan Şekil 3.9’de bulunan jelde 

2,3,4,5 ve 6 numaralı sırada görülen örnekler 2.14.2’de anlatıldığı biçimde Promega 

pGEM-T Easy vektörüne klonlandı. 

3.5.2.3 Transformasyon 

2.14.4’de anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. 1 hafta stres verilmiş örneklerden yapılmış 

PCR sonucunda jelden kesilerek saflaştırılan PCR ürünleri sırasıyla RF1Q (RF1 
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primeri+Qiagen enzimi ile), RF1F (RF1+Fermentas enzimi ile), RF1 F/D (RF1+Fermentas 

enzimi+DMSO), RF2Q (RF2 primeri+Qiagen enzimi ile),RF2FKB (RF2+Fermentas enzimi 

ile küçük boyuttaki bant), RF2FBB (RF2+Fermentas enzimi ile büyük boyuttaki bant) 

olarak isimlendirildi. Transformasyonlardan her bir örnek 300 µl olacak miktarda 3’er 

petriye yayıldı. 16 saat sonra her bir örneğe ait 3 petriden yaklaşık 10 tane beyaz tek 

koloni seçilip çizgi ekim yapıldı.  

 

Şekil 3.12 Rekombinant kolonilerin Xgal varlığında mavi-beyaz seçilimi 

3.5.2.4 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi 

Çizgi ekimlerden 4 tane seçilip reaksiyonun etkinliğini kanıtlamak için 2.14.5’de 

anlatıldığı şekilde koloni PCR kuruldu (Çizelge 2.4). 
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Şekil 3.13 SP6+RF1 ve T7+RF2 primerleri ile kurulan koloni PCR’ın %1’lik agaroz jel 
üzerindeki görüntüsü 

1.Lambda PST 2.RF1 Q 1 SP6 3.RF1 Q 6 SP6 4.RF1 Q 10 SP6 5.RF1 Q 11 SP6  6.RF1 F 2 
SP6  7.RF1 F 5 SP6 8.RF1 F 6 SP6 9.RF1 F 7 SP6 10.RF1 F/D 1 SP6  11.RF1 F/D 2 SP6 
12.RF1 F/D 10 SP6 13.RF1 F/D 11 SP6 14.SP6+RF1 negatif kontrol 15.RF2 FKB 1 T7 
16.RF2 FKB 2 T7 17.RF2 FKB 6 T7 18.RF2 FKB 7 T7 19.RF2 FBB 1 T7 20.T7+RF2 negatif 
kontrol 
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Şekil 3.14 T7+RF1 ve SP6+RF2 primerleri ile kurulan koloni PCR’ın %1’lik agaroz jel 
üzerindeki görüntüsü 

1.Lambda PST 2.RF1 Q 1 T7 3.RF1 Q 6 T7 4.RF1 Q 10 T7 5.RF1 Q 11 T7 6.RF1 F 2 T7  
7.RF1 F 5 T7 8.RF1 F 6 T7 9.RF1 F 7 T7 10.RF1 F/D 1 T7 11.RF1 F/D 2 T7 12.RF1 F/D 10 
T7 13.RF1 F/D 11 T7 14.T7+RF1 negatif kontrol 15.RF2 FKB 1 SP6 16.RF2 FKB 2 SP6 
17.RF2 FKB 6 SP6 18.RF2 FKB 7 SP6 19.RF2 FBB 1 SP6  

3.5.2.5 Plazmit İzolasyonu 

İstenilen DNA’yı taşıdığı belirlenen kolonilerden ( Şekil 3.13 ve 3.14’de kırmızı daire ile 

işaretli olanlar) Roche High Pure Plasmid İzolasyon Kiti kullanılarak 2.14.6’da belirtildiği 

biçimde plazmit izolasyonu yapıldı. 

İzole edilen plazmitler Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi. 
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Şekil 3.15 Plazmitlerin PstI ile kesilmiş formlarının %1’lik agaroz jel üzerindeki 
görüntüsü 

1.λ PstI 2.pGEM-T easy 3.RF1Q10 4.RF1Q11 5.RF1F2 6.RF1F7 7.RF1F/D1 8.RF1F/D10 

9.RF2FKB1 10.RF2FKB6 11.RF2FKB7 12.RF2FBB1 13.DNA miktar cetveli  
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Şekil 3.16 Plazmitlerin EcoR1 ile kesim reaksiyonlarının jel üzerinde görüntüsü 

1.λ PstI 2.RF1Q10 3.RF1Q11 4.RF1F2 5.RF1F7 6.RF1F/D1 7.RF1F/D10 8.RF2FKB1 

9.RF2FKB6 10.RF2FKB7 11.RF2FBB1   
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3.5.2.6 Plazmit Kontrol PCR 

 

Şekil 3.17 SP6+T7 primerleri ile yapılan Plazmit PCR’ının jel üzerindeki görüntüsü 

1.λ PstI 2.RF1Q10 3.RF1Q11 4.RF1F2 5.RF1F7 6.RF1F/D1 7.RF1F/D10 8.RF2FKB1 

9.RF2FKB6 10.RF2FKB7 11.RF2FBB1  12.DNA miktar cetveli 

3.5.3 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri 

Şekil 3.17’de görülen örneklerin 9.sıradaki RF2FKB1 örneği hariç diğer hepsi dizin 

analizi için Biogen firmasına gönderildi. 
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Çizelge 3.3 Dizin analizine gönderilen örneklerin isimlendirilmesi 

Transformasyon Plazmitlere Verilen İsim 

1 haftalık RF1+Q RF1Q10, RF1Q11 

1 haftalık RF1+F RF1F2, RF1F7 

1haftalık 

RF1+F+DMSO 

RF1F/D1, RF1F/D10 

1 haftalık RF2+F RF2FKB1,RF2FKB6, RF2FKB7, RF2FBB1 
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Çizelge 3.4 mRNA’dan 3’RACE PCR ürünlerinin BlastN sonuçları 

İsim Primerler 
Dizin 

Uzunluğu 
RNA BLASTN Skor 

RF1 Q10 F1-AUAP 264 
1 hafta stres 

verilmiş 
Lactobasillus johnsonii 

FI9785 genom 
44.6 

RF1Q11 F1-AUAP 309 
1 hafta stres 

verilmiş 
Homo sapiens MYO5B 44.6 

RF1F2 F1-AUAP 261 
1 hafta stres 

verilmiş 

Lotus japonicus 

genomik DNA 
44.6 

RF1F7 F1-AUAP 299 
1 hafta stres 

verilmiş 

Hordeum vulgare 

tahmini protein mRNA 
46.4 

RF1F/D 1 F1-AUAP 301 
1 hafta stres 

verilmiş 

Hordeum vulgare 

tahmini protein mRNA 
46.4 

RF1F/D10 F1-AUAP 294 
1 hafta stres 

verilmiş 

Hordeum vulgare 

tahmini protein mRNA 
46.4 

RF2FKB1 F2-AUAP 165 
1 hafta stres 

verilmiş 
Vitis vinifera kontig 39.2 

RF2FKB6 F2-AUAP 899 
1 hafta stres 

verilmiş 

Nicotiana tabacum 

karbonik anhidraz 

mRNA 

583 

RF2FKB7 F2-AUAP 366 
1 hafta stres 

verilmiş 

Arabidopsis lyrata alt 

türü glukoz-1-fosfat 

adelintransferaz 

mRNA 

199 
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3.6 5’RACE Sonuçları 

3.6.1 Total RNA’dan 5’RACE PCR Ürünlerinin Analizi 

 

Şekil 3.18 Total RNA’lardan 5’RACE cDNA’nın PCR jel görüntüsü 

1.λ Pst 2.Stres verilmemiş RNA’dan SP1 primeri ile (kısaltılışı:0SP1) 
3.1 hafta stres verilmiş RNA’dan SP1 primeri ile (HSP1) 

4.10 günlük stres verilmiş RNA’dan SP1 primeri ile (ONSP1) 
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3.6.1.1 PCR Ürününün Agaroz Jelden Saflaştırılması 

 

Şekil 3.19 Saflaştırılmış 5’RACE PCR ürünlerinin jel üzerindeki görüntüsü  

3.6.1.2 PCR Ürünlerinin Vektöre Ligasyonu 

2.14.2’de anlatıldığı şekilde gerçekleşmiştir. 

3.6.1.3 Transformasyon 

2.14.4’de anlatıldığı gibi uygulanmıştır. 

3.6.1.4 Plazmit İzolasyonu 

İstenilen DNA’yı taşıdığı belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid İzolasyon Kiti 

kullanılarak 2.14.6’da belirtildiği biçimde plazmit izolasyonu yapıldı. 

İzole edilen plazmitler EcoR1 enzimi ile kesilerek içlerinde PCR ürünü olup olmadığı 

kontrol edildi. 
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Şekil 3.20 3’RACE ve 5’RACE PCR ürünlerini bulunduran plazmitlerin EcoR1 ile kesim 
reaksiyonları 

1.λPst2.HRF1/5 3.HRF1/6 4.HRF2KB4 5.ONRF1/2 6.HSP1BB7 7.HSP1BB8 8.HSP1BB9 

9.HSP1KB11 10.ONRF1/1 

3.6.1.5 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri 

Şekil 3.20’de görülen örneklerin hepsi dizin analizi için İyontek firmasına gönderildi. 

Gelen sonucun vektör dizinleri CHROMAS programı ile çıkartıldı ve BLASTN  programları 

ile benzerlik analizleri yapıldı. Yapılan bu analizler sonucunda klonlanan fragmanlarla 

CBF geni arasında benzerliğe rastlanmadı. Örneklerin dizin analizine gönderildiiği 

firmadan kaynaklı yanlış okunma olabileceği de düşünüldüğünden daha sonra 

klonlanan fragmanlar analiz için farklı firmaya gönderilmiştir. Elde edilen benzerlik 

sonuçları Çizelge 3.6’da verilmiştir.  
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Çizelge 3.5 Dizin analizine gönderilen örneklerin isimlendirilmesi 

Transformasyon Plazmitlere Verilen İsim 

1 haftalık SP1 p. HSP1BB7,HSP1BB8,HSP1BB9,HSP1KB11 

 

Çizelge 3.6 5’RACE PCR ürünlerinin BlastN sonuçları 

İsim Primerler 
Dizin 

Uzunluğu 
RNA BLASTN Skor 

HSP1BB9 SP1-AUAP 410 
1 hafta stres 

verilmiş 

Vitis aestivalis 26S 

rRNA geni 
590 

HSP1KB11 SP1-AUAP 149 
1 hafta stres 

verilmiş 

Olea europaea kısmi 

25S rRNA geni 
168 

HSP1BB7 SP1-AUAP 429 
1 hafta stres 

verilmiş 

Olea europaea kısmi 

26S rRNA geni 
672 
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3.7 Tartışma ve Öneriler 

CBF familyasının bitki türüne göre değişen sayılarda üyesi vardır. Bu sayı Arabidopsis 

thaliana da 6 iken, Hordeum vulgare de 14 türdür. CBF genleri, soğukla uyarılırlar ve 

boyları yaklaşık olarak eşittir.  

Stres verilen bitkilerden total RNA ve mRNA izolasyonları yapılmıştır. 

Laboratuvarımızda daha önce yapılmış olan çalışmalardan elde edilen CBF1 AP2 

kodlayıcı bölgenin dizinleri kullanılarak primerler tasarlanmıştır. Bunlar tam uzunlukta 

cDNA elde etmek için uygulanan 3’RACE ve 5’RACE reaksiyonlarında kullanılmıştır. 

Total RNA’dan 3’RACE yöntemi ile 250 bp büyüklüğünde elde edilen cDNA’lar 

klonlanmış ve dizin analizleri yaptırılmıştır.  

Total RNA’dan 5’RACE yöntemi ile  farklı boylarda fragmanlar elde edilmiştir. Bunlarda 

klonlanarak dizin analizine gönderilmiştir. Elde edilen dizinler CBF genleri dışındaki 

genlere benzerlik göstermiştir. Bunların içinde 26S ribozomal RNA gibi genlerde 

mevcuttur. Total RNA’dan yapılan RACE reaksiyonları ribozomal RNA gibi genlerin 

klonlanmasına sebep olduğundan CBF genine elde etme olasılığımızı arttırmak adına 

mRNA kalıp olarak kullanılarak 3’RACE reaksiyonları tekrarlanmıştır. Elde edilen 300, 

800 bp boyutlarında cDNA’lar klonlanmış ve dizin analizine gönderilmiştir. Dizin 

analizinden gelen sonuçlar, istediğimiz CBF genine benzerlik göstermemiştir. RACE 

yönteminde kullanılan primer dizinleri ve PCR koşullarına göre beklenen sonuçtan farklı 

sonuçlar elde edilebilmektedir. Bunun dışında zeytinde CBF geni ilk kez klonlanmıştır. 

Bu genlerin zeytinde anlatımı ile ilgili bilgi bulunmamaktadır. Daha kısa süreli stres 

verilmiş örneklerden klonlama çalışmaları devam etmektedir. Ayrıca transkripsiyon 

faktörleri ekspresyonlarının maksimum düzeye ulaştığı zaman aralıklarında bile diğer 

genlerle karşılaştırıldıklarında hücrede az miktarda bulunmaktadırlar. Bu nedenle 

başlangıç materyali olarak daha fazla total RNA kullanılacaktır.  
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EK-A 

DİZİN ANALİZLERİ 

A-1 Total RNA’dan 3’RACE Klonlanan PCR Ürünlerinin Dizin Analizi Sonuçları 

HRF2KB4 Boyutu:220 bp 

GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAT

CCCTAATAAGTGAAGTATTTATACCCGATAGCTCTTGAAATGTTATTTTTAAAACAATGACCTTA

AACTAAGGGACACGACGGATATGAAAAACTTATAAAATTACATCAAGTGCATACATTATTTCC

CCGGGAAACTTCTTCCGGCCTA 

HRF1/6 Boyutu: 220 bp 

CTAGGGGAGTGAAGCTGAGGAAGCCAAAAAGCAGCTCGAAGAAGCAGGTGCTAAAGTCTCA

ATCGCTTAGGGTTTTTTTGTTCCCCTTTTTTTATATATTATTTTCTTTTTTTCAATTAAATATCAAA

TTGTATGGAAAT 

HRF1/5  Boyutu: 232 bp 

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAAGCGAAAAAGCAGCTCGAAGAGGCAGGTGCTAAAGTGTCCA

TTGCTTAGCCTTTTCAATTAGTGATAAATTTTGAATGAATAGTTCTAGATGCAGTGCAGTGAAT

TCGATTTAAACCAAACATTCCATTACGATTTCTGGGTTTGAACCGAACTGAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

ONRF1/1 Boyutu: 177 bp 
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AGGGGAGTGAAGCTGAGGACTAAATAGTTCGAAAGCTACCGGTATTAGATCCTATCCTAATGT

TATTGTATGTAACGAGAGATAAGTTCATAGGTAAATCGACGAAGATAAGAGTTTTTCTTAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

ONRF1/2 Boyutu: 300 bp 

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC

ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA

AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC

AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA

AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

A-2 Total RNA’dan 5’RACE Klonlanan PCR Ürünlerinin Dizin Analizi Sonuçları 

HSP1KB11 Boyutu: 150bp 

CCACGTTGTGAGCTCTCGCAGTTTCACAGTCTGAATTAATTCATACTTACACATGCATGGCTTA

ATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTACCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

GTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

HSP1BB9 Boyutu: 411 bp 

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGGGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATCA

CCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTTACAAGGATTCCCCTAGTAA

CGGCGAGCGAACCGGGA 

HSP1BB7 Boyutu:430 bp 

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGCCCTTGAAAATCCGGAGGACCGAGT

ACCGTCCGCGCCCGGTCGTACTCATAACCGCATCAGGTCTCCAAGGTGAACAGCCTCTGGTCA

ATGGAACAATGTAGGCA 

HSP1 OB1Ç Boyutu: 353 bp 

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGCGGTTAGGGAGGGGNANNNNNNNGNNGGGGAGN

GGNNGGNNNNGNGGGGGGAGAAGAGGGAGGAGGANAGAGAGGGAGAGGGGAGAGAAA

GGGAGAGGGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGGGGAGGAAGAAGAGGGAAAGAAAGGAGAAG

GGGAGAAAGAAAGAAGAAGAAAGGAAGNGGGAGGGAAGAGGAGGAAAGGGAAGAAGAA
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AGGGAAGAGGAGGGAAGAAGAGAAAGAGAGGGGGAGGGGAGAAGAAGAGAAGGAAAAA

GAGGGGAGAGAAGGGGAGGAAAAAGGAAGGGAGAAAGAGAAGAAGGGAAAAANAGGGA

GAAAA 

HSP1BB8 Boyutu: 1483 bp 

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGGGGCGTCTTGCTCGCGCTATTGTCGT

GGCCTCTGACGGGGACAGTCTTCCCTGCTATGCGGTCTAATGGTTCACCCCGCGTCGGATATA

CTTCCGCAGTGGTCGAAGACGACCGAGTGTTCTATCCTTAGATTGTCTGACTGAATGATCATCC

GCTCATCCACCGATACGCGTCCCAGACTCTTACTTTGAATGTACGTTTTTGATTCTCGTGCTGTG

GGGGAACCCCTGATCCTACCATGCCGCTTGTGTGCTTATTGCGTTTTGGTATCTCGTTCTTTTTC

CGCGTATGTGAATGTCGGTCCTGTGTGAATATGCTCCGGATTTCTACCTGCCTACCTCCGCGGT

CTTGCGGCGGGTACTGTAGTTAGTGCGTTTTTCTTGGCGTTGATGGGGAGGTAGCGGCTCTTC

TTCTCTTACGTCTACTCACCGGGGCTGGGCCTCCGGTTTACCCTTTTGGCACTGATTGTTTGTTT

TCCGGATGTGGCTGCTGGTACTGATAATGTAATTGCTTAACTTGTTTCTTCTTTCGTTAAATCGC

CGGAGTCTAAACTCAACTCCTCGTGGTCGGGCTTGGTCGCGCTTTTTCGCATTCTGTGGGGGT

TGTTTCTGGTTTTGTCTTCTTGTTTCTGCGTCCTCGTTTGTCTTTGTCATTCTCTTTCTAGGTTTGC

ATGTTTTTCAGGGGTATACCATTCCTGTTTTATTATTCGCTCTNGAGATGCACAGTTCCTAGATT

ATAACTTCAAAAAATAACGCGGGGACCCTCATGGAGGGGGCGCTATGTGTTTTTTTTTTATCTC

TCCTCACATCTTTTCCGCTTCTCTTTCACTTTCTCCGCGTTGCTGCCGGTTTGTCCTTTTTCCCCCT

GTCAATGTACGTTCTCTACTGTTTCCCCTAATCTGTTTGTCGTGTTGTGGTTTGGGTCGCCAGG

AGTCACAGCGCGGCGGCTATTCACTTCGCTTATTTGGGTATCTCATGACACTCATATTAAAACC

CCTTGTTGACGTGGTATATTATATCTTTTGTCTTCATTATTATTGTTTACGATGATCACTAGTTTA

CTAGTGAGAGCAATGGCACAGGGGTGTCGACTACCGAGTATCATTCATAATACGTCGGCTGCT

GAATAGGCGATCCGTCTTAAAGTTTACCTTAGAATCTCCTCACAAGGGCGCTTCTGCTTCGATT

GACTATCGCGTGACGCGTTATTGTTCTCTACGGTTGCGTTCCTCGTGTGAGGGCACTGAGTGT

TGTAGTGTTGTGGGGATGGATGTCTATTTGACTTGTGTTTTTTCTTGCTGTGTACGGATGCTTA

TTTTTACTGTAGGGTTTTATAGTCCGTGCTGTATTGAAGCTTATGCTTACCGGGTTAGATACAT

AATTACGTATGCATCAAGGTGGGGCCTAGTGGTCTATTTTGTTCAGTCCGGCTGTGTCTGTGC

ATGTTCG  
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A-3 mRNA’dan 3’RACE Klonlanan PCR Ürünlerinin Dizin Analizi Sonuçları 

RF1Q10 264 bp 

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGAAGAGTAACGACACAAATCAGAGTTTTTCTCCTAAGATTT

ACACATCCTTTCATTGCCTAGTAGATTTTATTTGTTTCCAGGATTCCATCCGTTAAAGACATTTTT

ACGGTATTGCAGTTTCAATTTTGCTACTTTCTATTGGAGAACGCCCATGAGATTTGCTATTTTAG

AGTAAAAATGAATTATTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACG

CGTGGCCA 

RF1Q11 309 bp 

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGGGAAGAAACCAGGTGTTGACTGTTTGCTGGAATGGCTGT

CACACAAGGGAGTCGGTCAATGTTTTTTCACTCATCGAGATTATCATGGAGTGTTTTATCTGCC

TGGCATTGGAAGGATGTCTTCACTTCTCTAACACCGGTGTATGCCTCATAAGCTGCCCCTTTGG

GATCTGATGAACCTTGCCATTGCGGTTGGCTGTTCTGCTGCAAAATCAGAAAACTGCTATTCGC

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

RF1F2 261 bp  

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGAAGAGTAACGACACAAATCAGAGTTTTTCTCCTAAGATTT

ACACATCCTTTCATTGCCTAGTAGATTTTATTTGTTTCCACGATTCCATCCGTTAAAGACATTTTT

ACGGTATTGCAGTTTCAATTATGCTACTTTCTATTGGAGAACGCCCATGAGATTTGCTATTTTA

GAGTAAAAATGAATTATTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCG

TGGCCA 

RF1F7 299 bp  

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC

ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA

AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC

AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA

AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

RF1F/D 1 301 bp  

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC

ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA
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AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC

AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA

AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

RF1 F/D 10 295 bp 

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC

ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA

AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC

AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA

AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

RF2FKB1 165 bp 

GGCCCGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGCTCTTGAAATGTTATTTTTAGA

ACAATGACCTTAAACTAAGGTACACGACGGATATGAAAGACTTATAAAATTACATCAAGTGCA

TACATTATTTCCCCGTGAAACTTCTTCCGGCCTA 

RF2FKB6 899 bp 

CAGGCTCCACAGTTCAAAGCTTCCTTTTACAAAATCATAATATCCTCCCTTTAGCGCCAAAGTTT

TCTTCACCAATCCTTCTCTAACAAATGGATAACTCAGCAGGTTCCCAAGTGATACATTCACTGC

TTCCTTCTCACATAGTCCACACTGATCCGCGAAAGGTGCATTCCCAAGCTCGGCTTTCACCTTG

GCCTTTGCAGGTAAACAGATCTTCACCCAGTCCTCGATGAAGTCAGTGGAGGTGGATCCATCA

TCAGAGAGAGACATGAGCCCCTTGATTCCTCCACATGCACTGTGTCCAATGACTATGATTTCCT

TAACCTTTAGGTGAAGAACAGCATACTCGATGGCAGACCCAACTCCAGAGTATCTAACCTTAT

CATAGGCAGGGACCATGTTAGCAATGTTTCGGACCATGAATGCCTCTCCCGGGTGCAAATTCA

GGACGTGTGACGGGCAGACACGTGAATCGGAGCAGGCAAATACCATATACGTTGGGCTCTGG

CCTTTGGCAAGTTCACCATACAAGGCTGGATTTTTCTCATATTTCTCTCTTTTGAAGTGGACAAA

GCCATTTTTCAGCTGCTCAACAGTGCTGGAAACGGTGGTTTTGTCAACCGTTGCCAACTCTGCT

TTAATCTGATCAATTTTTGCTGCAGCCACTGGTGCCAATCCTCTATTCTCACTGAGAAGTTTTTG

AAGTCCGGCAATGGCTTCCTCGTACTCTTTCCCCATATCTTCTCTCAAAATGGGGTGGATGATA

GGAGCAGGAGCAGCAAAAACAGGCTTATTTTGAATGAGACTCGGTGGAGAATTAGACGACG

CTTGACAAAGTACGAAGGGGCGTCTCTTGAGGGAAGAATTAGGAATGAGGGAAGTAAGTGC

GCATCCGTTA 
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RF2FKB7 366 bp  

AGGCCGGAAGAAGTTTCACAACAAGAGAGCAATTATTGACAAGAATGCTCGAATTGGAGAGA

ATGTGAAGATCATTAACATCGACGACGTGCAAGAGGCTGCAAGAGAGACAGATGGTTACTTC

ATCAAGAGTGGTATTGTTACTGTGATTAAGGATGCTTTAATTCCCAGCGGATCAGTTATTTGAA

AGTCGCCTTTATAATTCTTCAACAGAAGCTGTTTCTTGTTCCTGATCCTATAAGATCTAGCTTAG

ACTAGGATCGGGGAAGGTGCAATGTAAAGTTTGATCAAATTCCAAAACCACATAATAAATATA

ATTCTAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA 

RF2FBB1 889 bp  

TAGCACATACCTGAAATCCCTATCTTCCGAGCCACTATGGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA

TGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCT

TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA

CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT

TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATG

AATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCAC

TGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA

TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA

AAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA

CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT

ACCATGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTTCCGAACCTGCCGCTTACCC

GGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTTCGGGAAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGGTA

AGTATCTCAGTTTCGATGTAAGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAAACCCCCCGA

TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCCGTAACTATCCATCTTGAACTCAACCCGGTAGACAACAA

CTTATT 
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