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OZET

DOMATESTE DOKU KULTURU, GENETIK TRANSFORMASYON ve
CRISPR/Cas9 SISTEMI ile GENOM ISLEME OPTIMIZASYONU
Zafer SECGIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarmmsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Subat/2021
Danigsman: Dog¢. Dr. Musa KAVAS

Solanaceae familyasi igerisinde yer alan domates (Solanum lycopersicum),
diinya ¢apinda ikinci en o6nemli bahge bitkisidir. Saglik, ekonomik ve besleyici
Oneminin yani sira domates, etli meyve gelisimi caligmalar1 ve genom maniipiilasyon
calismalarinda model bitki olarak kullanilir. Genom diizenleme sistemleri kullanilarak
elde edilen bitkilerin, tarla kosullarina dogrudan uygulanabilmesi igin ticari domates
cesitlerinde de optimize edilmelidir. Rejenerasyon sistemi ve Agrobacterium
kullanilarak yapilan gen aktarimi bitkilerde genom diizenlemenin temelini
olusturmaktadir. CRISPR/Cas9 sistemi, domates c¢esitlerinde genom diizenleme
amaciyla cesitli calismalarda basariyla kullanilmigtir. Genom  diizenleme
calismalarinda farkli fenotipik markor genleri kullanilarak yapilan genom diizenleme
caligmalarinin etkinligi tespit edilmeye ¢alisilmaktadir. Bu genlerden biri olan phytoen
desaturaz (PDS) geni bitkilerde albino fenotipler olusturmaktadir Akonitaz hidrataz
(ACO) geni ise TCA (Tricarboxylic Acid) dongiisii i¢erisinde yer alan, sitrat1 geri
dontisiimlii olarak izositrata pargalamakta ve Acly-Coa iiretimi ile iliskili oldugundan
polen olusumu ile iligskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu caligmanin amaglari,
Crocker domates ¢esitinde doku kiiltiirii parametrelerini optimize ederek, etkili bir
Agrobacterium gen aktarim protokolii olusturmak ve CRISPR/cas9 genom diizenleme
sistemi ile PDS geni hedeflemesine yoOnelik optimizasyon ¢alismalarini
gerceklestirmektir. Calismanin diger bir amaci ise CRISPR/cas9 genom diizenleme
sistemi ile SIACO4 geninin diizenlemesini yapmak ve bu diizenlemenin polen olusumu
tizerine olan etkilerini belirlemektir.

Crocker ticari domates c¢esitinde doku kiiltiiri optimize c¢alismalarinda
kotiledon ve yaprak eksplantlar1 farkli konsantrasyonlardaki benzyl adenin (BA) (O,
0.5, 1, 2, 3 ve 4 mg//L) ve indole 3-asetik asit (IAA) (0, 0.1, 0.5 vel mg/L) igeren MS
besi ortaminda test edilmislerdir. Caligmada Agrobacterium aracili gen aktarimiin
etkinligi eksplant kaynagi, bakteri susu ve konsantrasyonu ile inokiilasyon siiresi, ko-
kiiltiivasyon siiresi, On-kiiltlirleme siiresi, antibiyotiklerin etkisi ve higromisin
konsatrasyonu gibi farkli parametreler kullanilarak test edilmistir. PDS ve SIACO4
genlerini CRISPR/Cas9 sistemi ile hedeflemek igin ikiser adet klavuz RNA (gRNA)
tasarlanmig ve Agrobacterium aracili gen aktarimi yapilarak genom diizenlenmis
domates bitkileri basarili bir sekilde elde edilmistir.

Calisma sonuglar1 Crocker domates ¢esitinde en yliksek bitki rejenerasyonunun
kotiledon eksplantinin kullanildigr 3 mg/L BA ve 0.1 mg/L TAA igeren MS besi
ortamindan elde edildigini gostermistir. Agrobacterium aracili gen aktarim sonuglari
en etkin gen aktarim parametlerinin: kotiledon ekplantlarinda, 6n-kiiltiir siiresinin 2
giin, Agrobacterium OD600: 0.6’da 10 dakika, ko-kiiltiivasyon siiresinin 48 saat
oldugu uygulamalarda maksimum transformasyon etkinliginin (%44) oldugu
belirlenmistir. CRISPR/Cas9 sistemi ile PDS ve SIACO4 genini hedefleyen iki
gRNA’nin test edildigi ¢aligma sonuglari, PDS geni hedeflenen bitkilerde tam albino,



kimerik bitkiler ve yesil fenotipler elde edilmis ve mutant bitki oran1 %71 olarak
belirlenmistir. SIACO4 geninin hedeflenmesi sonucunda elde edilen mutant bitkilerin
meyve bagina tohum sayilar1 %85 oraninda azalmistir. Bu ¢alisma sonucunda ilk kez
ticari domates g¢esidinde CRISPR/Cas9 genom diizenleme c¢alismalari igin
Agrobacterium aracili gen transferi ve doku kiiltiiri parametreleri optimize edilerek,
SIACO4 geninin polen olusumu ile iliskili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Domates, phtoene desaturaz, Akonitaz hidrataz, CRISPR/Cas9



ABSTRACT

OPTIMIZATION of TISSUE CULTURE, GENETIC TRANSFORMATION and
CRISPR/CAS9 SYSTEM with GENOME PROCESSES in TOMATO
Zafer SECGIN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology
Doctora, February/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa KAV AS

Tomato (Solanum lycopersicum), a member of Solanaceae family is the second
most important horticultural crop worldwide. In addition to the health, economic and
nutritional importance, tomato is used as a model plant in fleshy fruits improvement
studies and in genome manipulation studies. Genome editing systems must be
optimized before applying directly to field conditions and for commercial tomato
varieties. The regeneration system and Agrobacterium mediated gene transfer forms
the basis of genome editing in plants. CRISPR/Cas9 system has been successfully used
in various genome editing studies in tomato varieties. In genome editing studies,
different phenotypic marker genes are used in the genome editing efficacy studies.
These genes include, phytoen desaturaz (PDS) gene which creates albino phenotype
in plants, Akonitaz hidrataz (ACO) gene which is present in the Tricarboxylic Acid
(TCA) cycle, breaks the citrate reversibly into isocitrate and is associated with the
production of Acyl-Coa, hence considered associated with pollen formation. The
objectives of this study are to create an effective Agrobacterium mediated gene transfer
protocol by optimizing tissue culture parameters of tomato cv. Crocker and to carry
out optimization studies for CRISPR/Cas9 gene editing system by targeting the PDS
gene. Other aim of this study is to edit the SIACO4 gene using the CRISPR/Cas9 gene
editing system and study the effect of this editing on the pollen formation.

In the tissue culture optimization studies, leaf and cotyledon explants of
commercial tomato cultivar Crocker were tested on MS medium containing different
concentrations of 6-benzyladenine (BA) (0, 0.5, 1, 2, 3 and 4 mg//L) and Indole-3-
acetic acid (1AA) (0, 0.1, 0.5 and 1 mg/L). Efficiency of Agrobacterium mediated gene
transfer was tested using different parameters including, source of explant, bacterial
strain and concentration, inoculation period, co-cultivation period, pre-cultivation
timing, effect of antibiotics and concentration of hygromycin. Two each guide RNA
(JRNA) were designed to target PDS and SIACO4 genes using CRISPR/Cas9 system
and genome edited plants were produced using Agrobacterium mediated gene transfer.

Study results showed that highest plant regeneration of tomato cv Crocker was
obtained from cotyledon explants grown in MS medium supplemented with 3 mg/L
BA and 0.1 mg/L IAA. Results of the most effective Agrobacterium mediated gene
transfer parameters were found in cotyledon explant with 2 days pre-culture time, 10
minutes with Agrobacterium at OD600: 0.6 and co-cultivation period of 48 hours.
These parameters resulted in maximum transformation effect (44%). Results of
CRISPR/Cas9 system by testing two gRNA targeting each of PDS and SIACO4. A
fully albino, chimeric and green phenotypes with mutant plant ratio of 71% were



shown in PDS gene targeted plants. Targeting SIACO4 gene resulted in 85% decrease
in number of seeds per fruit in mutant plants. As a result, by optimizing the optimizing
Agrobacterium mediated gene transfer and tissue culture parameters for CRISPR/Cas9
genome editing studies, this study for the first time in commercial tomato cultivar
determined that SIACOA4 gene is associated with the pollen formation.

Keywords: Tomatoes, phytoen desaturase, Aconitase hydratase, CRISPR/Cas9



ONSOZ VE TESEKKUR
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gelmemde ¢ok biiyiik emegi olan basta esim Biisra Abanoz SECGIN’e ve sevgili
aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi, 2211-C Yurt I¢i Oncelikli Alanlar Doktora Burs Programi
kapsaminda Bilim Insam Destekleme Daire Baskanlig: tarafindan desteklenmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Gida gilivenligini saglamak, hizla artan kiiresel niifusun mevcut durumuna karsi
en Onemli zorluklardan biridir. Diinya niifusunun 2050 yilina kadar 9,6 milyara
ulagacag1 diisiiniiliirken, kiiresel iiriin talebinin 2005 yilina kiyasla %100-110 artacagi
tahmin edilmektedir (Tilman, Balzer et al. 2011). Tklim degisikligi, artan biyotik ve
abiyotik stres faktorleri, azalan ekilebilir arazi ve mevcut su kaynaklarmin yetersizligi
karsisinda hizla artan niifusun besin ihtiyacmni kargilamak amaciyla, tarimsal tiretimi
artrmak ve siirdiiriilebilir tarmmsal kalkinmayr hizlandirmak igin bitki 1slahi
ugulamalarinda yeniliklere gereksinim duyulmaktadir. Son yillarda, bitkisel iriinlerin
gelistirilmesine, ¢ok sayida biyolojik mekanizmanin sifresini ¢ozerek, genetik ve
epigenetik faktorlerin rolii aydinlatilarak katkida bulunmustur (Ma, Zhu et al. 2016).
Bitki 1slahgilar1 ve bitki bilimcileri, ¢cevresel stres faktorlerine karsi, bitki tepkilerinin
altinda yatan genetik mekanizmaya ¢alismaktadirlar. Son zamanlarda, bitkilerde ¢ok
sayida yeni gen ve bunlarin diizenleyici yolaklar1 tanimlanmistir (Nasr Esfahani, Inoue
et al. 2017, Cao, Li et al. 2018). Verimi artirmak, elit gesitlerin gelistirilmesi ve iiriin
iyilestirilmesi i¢in, 6nemli tarimsal 6zelliklerle iliskili genler tizerine odaklanilarak,
‘elit cesitlerin elit ¢esitlerle melezleme’ stratejisi izlenmektedir (Abdelrahman,
Sawada et al. 2015). Elde edilecek iirtiniin niteliklerini iyilestirmeye yonelik klasik
bitki 1slahi stratejileri kullanilarak elit ¢esitlerin gelistirilmesi ¢alismalar: hem zor hem
de uzun zaman almaktadir. Ote yandan, genom diizenlemek icin kullanilan modern
teknikler, bir yabanci geni kesin olarak genomun onceden belirlenmis bir bolgesine
entegre edilmesine izin vermekte ve mevcut bir allelin alternatif bir allel ile dogru bir

sekilde degistirilmesini saglamaktadir (Feng, Zhang et al. 2013).

Domatesin yer aldigi Solanaceae familyasi, icerdigi yaklasik 90 cins 3.000—
4.000 tiir ile angiosperm cinslerinin en biiyligiinii olusturmaktadir (Frodin 2004).
Ekonomik ve besleyici Onemine ek olarak, domates, etli meyve gelisiminin
incelenmesi ¢alismalarinda kullanilan model bitki haline gelmistir (Li, Wang et al.
2018). Domates genomunun tamami, zengin bir genomik kaynak olusturmak amaciyla
diizenlenmistir. Bu amagla tiire ait hem genetik hem de fiziksel haritalar bitki
1islahgilarinin kullanimi igin hazir hale getirilmistir (Consortium 2012, Zhou, Kong et
al. 2019). Buna ek olarak iyi karakterize edilmis cesitli monojenik mutant hatlarin
varligi, TILLING popiilasyonlari, yabani domates tiirleri, rekombinant kendi i¢inde

melezlenmis soylar ve domates ¢aligmalar1 i¢in genom diizenleme araglar1 mevcuttur
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(Martin-Pizarro and Posé 2018, Rothan, Diouf et al. 2019). Gen ekspresyon analizi
icin zengin bir RNA-Seq datas1 icermektedir. Domates metabolomik caligmalarinda
kaydedilen son gelismeler, bu tiiriin birincil ve 6zel metabolizmasi ve molekiiler
biyosentezinde yer alan yolaklar hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir (Scarano, Rao
et al. 2017, Zouine, Maza et al. 2017, Toubiana, Puzis et al. 2019).

Domates, her yil 4,85 milyon ha alanda yaklasik 182,3 milyon ton iiretilen,
patatesten (Solanum tuberosum L.) sonra en 6nemli ikinci bitkidir (FAOSTAT, 2019).
Asya kitasi, kiiresel domates iiretiminin %61,1'in1 saglarken, Avrupa, Amerika ve
Afrika srrasiyla %13,5, %13,4 ve %11,8'ini {iretmektedir. Domates verimi,
Hollanda’da 508 ton/ha, Somali’de 1.5 ton/ha ve diinya domates {iretimi ortalama 376
ton/ha iken iilkeler aras1 verim oldukc¢a degiskendir (FAOSTAT, 2019).

Domates, diinyanin hemen hemen her tilkesinde tarla ve sera kosullarinda yaygin
olarak yetistirilen baglica sebze tiriinlerinden biridir (Singh, Kumar et al. 2017). Ticari
olarak ftretilen domatesler taze olarak tiiketilmekte veya islenmis bazli {irtinleri
iretmek i¢inde Kullanilmaktadir. Domates, iyi bir A, C, K vitamini ve potasyum
kaynag1 olmasmin yani sira, icerdigi bitki besinleri, likopen ve karotenoidler gibi
zengin metabolitleri nedeniyle c¢ok sayida saglk yarar1 ile iliskilendirilmistir
(Tanambell, Quek et al. 2019). Gida endiistrisindeki yiiksek tiiketimi ve kullanimu,
Ozellikle son yillarda domates iiretiminde istikrarl bir artisa neden olmustur. Domates
ayni zamanda meyve Xkalitesinin iyilestirilmesi, bitki verimin artirilmasi, bitki
fonksiyonel genomiginin anlasilmas: ve incelenmesi igin bir model bitki olarak da
kullanilmistir (Khan, Usman et al. 2006).

Giliniimiizde yetistirilen ve c¢ok tiiketilen domates, dogada bulunan ve lezzetli
olmayan yabani tiirlerinden bugiine kadar uzun yillar siiren 1slah c¢aligmalari
sonucunda meydana getirilmistir. Islah stratejileri, domates de dahil olmak iizere arzu
edilen tiriinlerin insan tiikketimine uygun hale getirmede 6nem arz etmektedir. Bununla
birlikte; diger bahge bitkilerinde olugu gibi, domatesin raf dmrii kisadir. Bu da iiriiniin
neredeyse %50'sine ulasabilen kayiplara neden olmaktadir (Parmar, Singh et al. 2017,
Wang, Zhang et al. 2019, Costan, Stamatakis et al. 2020) Bu kayiplar, gelismis
teknolojilere ve daha iyi altyapiya sahip iilkelere gore gelismekte olan iilkelerde daha
fazladir. Ozellikle 2050 yilina kadar beklenen niifus artisi, daha fazla gida {iretimi ve
daha besleyici gida iiretimi gerektirecegi gbz Oniine alindiginda, gida giivenligi

endiseleri ortaya ¢ikmaktadir. Son zamanlarda, meyveler ve sebzeler de dahil olmak
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iizere besin a¢isindan zenginlestirilmis tiriinler iiretmek i¢in ¢ok az ¢calisma yapilmistir.
Ayrica, ekstrem ortamlar bitki stresini artirmakta, {iriniin verimini ve besin kalitesini
etkilemektedir. Bitki/meyve genetiginin anlagilmasindaki son gelismeler ve
CRISPR/Cas9 kullanimi da dahil olmak iizere genetik miithendisligi teknolojilerinin
gelistirilmesinde kaydedilen ilerlemeler, beslenme degeri ve raf 6mrii uzun kaliteli

domates cesitlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulacagina isaret etmektedir.

Modern islah yontemleri araciligiyla tarimsal verimi artirmak, kiiresel gida
tiretimi ve giivenligi bakimmdan temel hedeftir. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri,
iriin kalitesini etkiledigi kadar iiretkenligi de etkiler ve bu stres faktorlerine karsi
gelistirilmis adaptasyon, yiiksek verimlilik ve dayanikliliga sahip tiriinler gelistirmek
birincil ihtiyagtir. Yeni nesil dizileme ile giiclendirilmis son teknoloji {iriinii OMICS
yaklagimlar1 ve genom diizenleme araglarindaki en son gelismeler, hedef mutagenezin
yolunu agmis ayn1 zamanda genom miihendisligi ¢alismalar1 i¢in de yeni yollar
gostermistir. Transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleazlar (TALEN'ler), ¢inko
parmak niikleazlar (ZFN'ler) ve meganiikleazlar (MN'ler) gibi ¢esitli genom
diizenleme yontemleri, bitki bilimcilerinin bitkilerde istenen genleri manipiile
edilmesini saglamaktadir. Fakat bu yaklasimlarin pahali ve zahmetli olmasi, basarili
bir genom diizenleme elde etmek i¢in karmasik prosediirler icermektedir (Gupta and
Musunuru 2014, Harrison, Jenkins et al. 2014). Bu yontemlerin aksine, CRISPR/Cas9,
hassas ve verimli bitki genom diizenlemesi i¢in biiylileyici, tasarimi kolay, uygun
maliyetli ve ¢ok yonlii bir aractir (Xu, Hulshoff et al. 2020). Son yillarda,
CRISPR/Cas9 sistemi, tek niikleotid degisimi, multipleks gen diizenleme, gen
susturma ve bitkilerde gen transkripsiyonunun diizenlenmesi dahil olmak {iizere
hedeflenen mutagenez igin giliglii bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle,
CRISPR/Cas9 tabanli genom diizenleme, bitkilerin iyilestirilmesi ig¢in biiyiik bir

potansiyele sahiptir.

Melezleme, mutasyon slaht ve gen aktarim yontemleri ile 1slah ¢aligmalari
modern tarimda iiriin iyilestirmek i¢in kullamlan baslica metotlardir. Istenilen
allellerin melezleme yolu ile yani klasik 1slah yontemleri kullanilarak aktarilmasi uzun
yillar almaktadir. Binlerce yildir yapilan 1slah caligmalart sonucunda, bitki
genomlarida homozigotluk artmis, genetik degiskenlik biiyiik 6lglide azaltilmis ve bu
uygulamalarin bir sonucu olarak bir¢ok 6zelligin gelistirme potansiyeli sinirlanmistir.

Mutasyon 1slaht uygulamalarinda kimyasal veya fiziksel mutajenler kullanarak



rastgele mutasyonlar olusturulmasi sonucunda genetik c¢esitlilik genisletilmistir
(Pacher and Puchta 2017). Bu prosediirler stokastik yapilar1 nedeniyle sinirlidir, ¢ok
sayida mutantin lretilmesi ve taranmasi1 sounucunda etkin fenotiplerin olusturulmasi
zordur. Bu tiir zaman alici, zahmetli, hedeflenmemis 1slah programlarinda, segim
verimliligini artirmak amaciyla markor destekli 1slah yaklagimlar: benimsenmis olsa
da, artan mahsul tiretimi taleplerine yetersiz kalmaktadir (Scheben, Wolter et al.
2017). Gen aktarim yontemleri kullanilarak, ekzojen genlerin elit gesitlerine
aktarilmasi yoluyla istenen Ozelliklerin elde edilmesi, tireme izolasyonunun
darbogazii kirabilir. Ancak, genetigi degistirilmis mahsullerin ticarilestirilmesi, uzun

ve maliyetli islemlerin yani sira kamuoyunun endiseleriyle smirlidir.

Hibrit ¢esitler, adaptasyon kabiliyeti, tekdiizelik, kalite, biyotik ve abiyotik stres
direngleri ve yliksek verimleri nedeniyle sebze {liretim sistemlerinin ana bilesenleridir.
Kendileme yolu ile elde edilen saf ebeveynler melezleme yolu ile elde edilen hibrit
tohumlar, tek kullanimlik olmalar1 nedeni ile ticari bir 6Gnem tasimaktadirlar. Dolayis1
ile hibrit tohuma sahip olan kurum/kurulus veya sahislar gesit lizerinde hak iddia
etmekte ve iiriinlerini koruma altma alarak kullanimlarini smirlandirmaktadir. Diinya
capinda, cogu sebze mahsuliinde hibrit tohumun pazar pay1 yilda % 8-10 arasinda
degismekte olup bu oran hizla artmaktadir (da Silva Dias 2014). Bununla birlikte
hibrit tohumlarin yiiksek maliyetlerinden dolay1 sebze yetistiricileri tarafindan tercih
edilmeleri sinirlidir. Hibrit tohum {iretimindeki darbogazlardan biri, istenmeyen
kendiliginden dollenmeyi onlemek ve boylece gercek F1 tohumunu elde etmek i¢in
anne hatta polen olusumunu Onlemek icin gerekli olan tozlasmanin kontrol
edilmesidir. Anne hatlarda polen iiretimini engellemek igin emaskiilasyon tekniklerine
ek olarak gen transformasyon teknolojileri kullanilmaktadir. Son yillarda polen
olusumundan sorumlu genlerin tanimlanmasi amaciyla CRISPR/Cas9 genom
diizenleme sitemini basarili bir seklide kullanilmaktadir. Polen olusumu ile iliski
genler susturularak erkek kisir hatlar elde edilmektedir (Du, Zhou et al. 2020, Jung,
Kim et al. 2020, Liu, Wang et al. 2021).

CRISPR/Cas9 sistemi teorik olarak tiim bitki tiirlerine uygulanabilir, ancak
birgok bitki tiiriinde bu sistemin uygulanabilirligi deneysel olarak gdsterilmemistir.
2013 yilindan beri CRISPR/Cas9, diger tiirlerin yan1 sira Oryza sativa (Shan, Wang et
al. 2013), Arabidopsis thaliana (Feng, Zhang et al. 2013), Nicotiana benthamiana

(Nekrasov, Staskawicz et al. 2013), Solanum lycopersicum (Brooks, Nekrasov et al.



2014), Zea mays (Liang, Zhang et al. 2014) ve G. max (Liang, Zhang et al. 2014)'da
uygulanmaktadir. CRISPR/Cas9 tarafindan phytoen desatiiraz genini (PDS)
mutasyona ugratilmasi sonucunda albino fenotip ortaya ¢iktigindan, CRISPR/Cas9'un
genom lizerinde olusturdugu mutasyonun fenotipik olarak hizli bir sekilde gostermek
icin yaygimn olarak uygulanmaktadir. Bundan dolay1 genom diizenleme ¢aligmalarinda
phytoen desaturaz (PDS) geni fenotipik markor olarak kullanilmaktadir. Genom
diizenleme araglarmin bitkilerde kullanilmadan O©nce yapilan optimizasyon
caligmalarinda, bu araglarinin basarisinin kontrol edilmesinde ve gozlemlenmesinde

PDS geni hedeflenmektedir.

Akonitaz hidrataz (ACO) geni TCA dongiisti i¢erisinde yer alan, sitrati geri
dontistimlii olarak izositrata parcalayan enzimdir. Acly-Coa iiretimi ile iliskili
oldugundan polen olusumu ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. CRISPR/Cas9
genom diizenleme sistemi kullanilarak domates bitkisinde ACO genlerinin
susturulmasi sonucunda erkek kisir hatlarin elde edilmesi hibrit tohum iiretimine
onemli derecede katiki saglayacaktir. Elde edilen erkek kisir hatlarda emaskiilasyon

calismalarina gerek kalmayacagindan hibrit tohum iiretiminde 6nemli yer tutmaktadir.

Bitki 1slahi, daha once belirtildigi gibi, mahsul bitkilerini iyilestirmek ve ayni
zamanda siirdiiriilebilir bir gida iiretimine katkida bulunmak i¢in hayati 6nem
tastmaktadir. Ulkemiz diinya domates iiretiminde dordiincii sirada sz sahibi konumda
olmasina ragmen domateste verimin daha da artirilmasi i¢in yetistiricilikteki ¢esitli
kisitlamalarin  Oniine gec¢ilmesi ve verimi yiiksek c¢esitlerden yararlanilmasi
gerekmektedir. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri nedeniyle domates yetistiriciliginde
ciddi kayiplar olusmaktadir. Bu nedenle, bu mahsuliin verimini artirmak igin
biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi kagmilmazdir. Bitki doku kiiltiirii ve bu in
vitro bitki rejenerasyonu, bitkinin genetik iyilestirilmesi i¢in kullanilmis olan bitki
biyoteknolojisinin ayrilmaz bir parcasidir ve bitkilere gen aktarimma yonelik ilk ve
temel bir adimdir. Gen aktarimi yapilmus kiigiik bir hiicre kiitlesinden genetik olarak
0zdes bitkileri yeniden iiretmek icin giivenilir, tekrarlanabilir ve verimli bir sistem
olmadan, tam bir genetigi degistirilmis bitki liretmek miimkiin degildir. Bununla
birlikte in vitro rejenerasyon ve siirgiin ¢ogaltma protokollerinin iyilestirilmesi ve
standardizasyonu, farkli eksplantlarin ve genotiplerin ¢esitli morfojenik potansiyeli
nedeniyle hala zorunludur. Agrobacterium tumefaciens aracili transformasyon, birgok

bitkide tercih edilen bir yontemdir. Agrobacterium aracili gen aktarimi, basit



calismasi, yliksek tekrarlanabilirligi, diisiikk kopya sayis1 ve diisiik deneysel maliyeti
nedeniyle bitki trasnformasyonu i¢in en iyi se¢imdir. Fakat bu islem sirasinda, eksplant
tiirleri, Agrobacterium konsantrasyonu, ko-kiiltivasyon siiresi ve ortam bilesimi gibi
birgok faktor gen aktarim verimliligini etkilemektedir. Bitki genomunda bdlgeye
yonelik mutasyona izin veren yeni bir bitki yetistirme teknigi CRISPR/Cas9
yontemidir. CRISPR/Cas9 yonteminin domateste basarili bir genom diizenleme araci

olarak kullanilabilmesi i¢in etkili protokoliin gelistirilmesi gerekmektedir.

Yapilan bu ¢alismanin amaci;

(1): Crocker ticari domates gesitinde, in vitro ¢ogaltma ve bitki rejenerasyonu
icin gesitli parametrelerin (genotiplerin, sterilizasyon ajanlarin, eksplant tiirlerinin,
oksin ve sitokinin dengesinin) optimizasyonu yoluyla, ekonomik agidan 6nemli olan
mahsuliin verimli ve tekrarlanabilir bir rejenerasyon sistemini formiile etmeyi
amaclamaktadir.

(if): Gen aktarim verimliliginin yiiksek olmasi, gen islevi ve molekiiler islah
caligmalar1 i¢in bir 6n kosuldur. Bununla birlikte, domateste gen aktarim verimliligi
heniiz istenilen seviyede degildir. Burada ¢esitli gen aktarim parametreleri optimize
edilerek, transformasyon etkinligini artirmak ve domateste etkili bir Agrobacterium
aracili gen aktariminin protokolii gelistirmektir.

(iii): Mevcut ¢alisma ile model bir organizma olan domates bitkisini kullanarak
karatenoid yolaginda gorev alan PDS hedef gen lizerinde gelecekteki islevsel
caligmalara zemin hazirlamak igin CRISPR/Cas9 genom diizenleme aracinin
optimizasyonu saglamaktir.

(iv): Caligmanin diger bir amact ise CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemi
ile SIACO4 geninin diizenlemesini yapmak ve bu diizenlemenin polen olusumu

uzerine olan etkilerini belirlemektir.



2. DOMATES HAKKINDA GENEL BILGILER

Domates, diinyanin en 6nemli taze ve islenmis meyvelerinden biridir ve diinya
sebze iiretiminin %15’inden fazlasini olusturan, patatesten sonra en onemli ikinci
sebze iriiniidir (Rothan et al., 2019). Domates taksonomik olarak, Solanaceae
(itlizimii ailesi) familyasi, Solanum cinsi, Lycopersicon tiirii igerisinde yer alir.
3.000'den fazla tiirii iceren Solanaceae familyasi, biber ve sili biber (Capsicum spp.),
patates (Solanum tuberosum), patlican (Solanum melongena), tomatillo (Physalis
ixocarpa), tamarillo veya aga¢ domates (Solanum betaceum) ve tiitiin (Nicotiana

tabacum) gibi diger 6nemli (sebze) mahsulleri i¢erir (Knapp 2005, Knapp 2008).

1753'te Linnaeus, domatesi Solanum lycopersicum olarak adlandirmistir. On bes
yil sonra, Philip Miller kendi adlandirma sistemini kullanarak Lycopersicon
esculentum olarak adlandirmigtir. Bu isim yogun olarak kullanilmis fakat bitki
adlandirma kurallarini ihlal etmektedir. Gliniimiizde Lycopersicon ya da lycopersicum
isimleri bazi kaynaklarda bulunabilmesine ragmen, botanik isimlendirmede
tautonimlerin kullanilmasin1 yasaklayan Uluslararasi Isimlendirme Kodunu ihlal ettigi
i¢in kullanilmamaktadir. Elde edilen genetik kanitlar, Linnacus'un domatesi Solanum
cinsine koymanin dogru oldugunu ve domatesin Solanum lycopersicum olarak
adlandirmanin daha dogru bir kullanim olacag1 benimsenmistir (Spooner, Peralta et al.
2005, Peralta, Spooner et al. 2008). Ancak, her iki isim kullaniminin da de belirli bir

stire literatlirde yer alacagi 6ngoriilebilir bulunacaktir.

Y etistiriciligi yapilan domates (Solanum lycopersicum, eski adiyla Lycopersicon
esculentum) Meksika veya Peru'da Kolombiya oncesi zamanlarda kiiltiire alinmis ve
1521'de Ispanyollarm Meksika'y1 fethinden kisa bir siire sonra Avrupa'ya tanitildig:
diisiiniilmektedir. Ilk olarak ask elmasi olarak tanimlanan domates on altmnct yiizyilin
ortalarinda Avrupa herbaryumlarinda ortaya ¢ikmistir (Daunay, Laterrot et al. 2007).
Avrupa’dan diger tiim kitalara yayildig: diisliniilen domates, bugiin patatesten sonra
Solanaceous familyasma ait en 6nemli ikinci bitkidir. Kiiltiirii yapilan domates,
kendine ve melezleme ile dllenebilen, kolay yetistirme ve genis morfolojik gesitliligi
sayesinde, yirminci yiizyllda miswrm yani sira klasik genetigin baglica model
bitkilerinden biri olmustur. Domatesin genetik baglant1 haritasi, yirminci yiizyilmn ilk
on yilinda, ciicelik, meyve ve yaprak rengi, sekli, yiizey yapist gibi morfolojik
karakterlerin Mendel kalitim analizi ile baglamistir (Craig 1907, Price and Drinkard



1908).
2.1. Domatesin Ekonomik Onemi

Domates, yaygin olarak tiiketilen diger sebzeler arasinda yiiksek verimli (37.6
ton hektar) mahsul olmasi nedeniyle diinya ¢apinda yiiksek ekonomik degere sahip
onemli bir sebze/meyve haline gelmistir. Diinyada iiretilen ilk 10 sebze arasinda
domates ilk sirada yer alir ve en ¢ok ticareti yapilan iriinlerden biridir (Sekil 2.1).
Salatalarda ve bazi yemeklerin yapiminda taze domates tiiketilmektedir. Minimal
olarak islenmis domatesler konserve veya ezilmis formlarda bulunurken, tamamen
islenmis domatesler arasinda meyve suyu, ketcap, salca, piire ve sos Tlriinleri
bulunmaktadir. Cogu iilkede, giinlik diyetin onemli bir gida bilesenini haline

gelmistir.

Diinyadaki domates iiretiminin %61'inden sorumlu domates yetistiren baslica
iilkeler arasinda Cin (%33), Hindistan (%11), Tirkiye (%7), Amerika Birlesik
Devletleri (%6) ve Misir (%4) bulunmaktadir. Diger yiiksek iiretim yapan tilkeler ise
Iran, Italya, Ispanya, Meksika, Brezilya, Nijerya ve Rusya'dr (Rothan et al., 2019).
2016 yilinda diinya taze ve islenmis domates ihracati1 12,8 milyar ABD dolar1 gelir
saglarken, 2017 yil1 itibar1yla diinyadaki toplam domates iiretimi 4,8 milyon hektardan
182,3 milyon tona ulasmustir (FAO, 2017). Taze domates ihrag eden diger baslica
iilkeler arasinda Fas, Tiirkiye, Urdiin, Hindistan, Fransa, Bel¢ika ve Amerika Birlesik
Devletleri bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bunlar arasinda Amerika Birlesik Devletleri
sadece domates ihracatgisi iilke degil, ayn1 zamanda en ¢ok taze domates ithal eden
iilkeler arasinda yer almaktadir. Norveg, Finlandiya, Isvicre, Irlanda, Isvec, Almanya,
Danimarka, Avusturya ve Kanada 2016 yilinda ilk 10 ithalat¢i iilke arasinda yer
almistir. Ithal edilen ithal domates bu iilkelere 2016 yilma gore maliyeti ton basina
2,475- 1,611 dolara mal olmaktadir (FAO, 2017). Bu nedenle domates diinya ¢apinda
ekonomik agidan 6nemli bir {iriindiir. Domates talebi, daha iyi beslenme kalitesine

sahip daha yeni, yiiksek verimli ¢esitler iiretme ihtiyacini da yaratmustir.
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Sekil 2.1. Diinya domates iiretim haritasi. Sadece birkag iilkenin adi veya yiizde pay1 referans igin
vurgulanmigtir (FAO, 2017).
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Sekil 2.2. Diinya domates ihracati ve ithalati yapan tilkeler (FAO, 2017).

Domates (Solanum lycopersicum L.) diinyada en ¢ok tiiketilen sebzelerden
biridir ve diger gida iirlinlerinin temelini olusturur. Domates, sekerler, mineraller,
vitaminler, karotenoidler ve fenolikler gibi 6nemli bilesikler icermektedir (Coyago-
Cruz, Corell et al. 2018). Bu bilesiklerin miktar1 genetik, fizyolojik, agronomik,
teknolojik veya diger faktorlerin etkisiyle 6nemli 6lgiide degisebilmektedir. Bu
biyoaktif bilesikler, anti-enflamatuar, anti-alerjenik, antimikrobiyal, vazodilator,

antitrombotik, kardiyo koruyucu ve antioksidan etkiler dahil olmak tizere gok gesitli



fizyolojik ozelliklere sahiptir (Raiola, Rigano et al. 2014). Domatesler, insan
diyetindeki ana likopen kaynagini temsil eden karotenoidler bakimindan zengindir.
Karotenoidler ve polifenolik bilesikler, domateslerin besin degerine katkida bulunur
ve bunlarin tat, aroma ve doku dahil olmak tizere fonksiyonel niteliklerini ve duyusal
niteliklerini iyilestirir (Raiola, Rigano et al. 2014, Marti, Rosell6 et al. 2016).
Domatesler ayrica dogal olarak olusan antioksidanlar vitamin C ve E'ye ve ayrica
siikroz, heksozlar, sitrat, malat ve askorbik asit gibi biiylik miktarlarda metabolitlere
sahiptir (Li, Wang et al. 2018). Domates, saghgi gelistiren bu bilesikler sayesinde
dengeli bir diyetin besleyici bir pargasi olarak kolayca diyet programlarina entegre
edilebilir (Marti, Rosell6 et al. 2016). Tiiketiciler, taze meyveleri tilketmenin yani sira,
¢orba, meyve suyu, sos gibi islenmis triinlerde domatesi kullanmaktadir. Domatesin

besinsel igerigi asagida Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Taze domatesin besin degerleri (Anwar, Fatima et al. 2019)

Besin Miktar Besin Miktar
Su 9452 ¢ Niasin 0.594 mg
Enerji 18 kcal Vitamin B-6 0.08 mg
Protein 0.88¢g Ascorbik asit (vitamin C) 13.7 mg
Toplam lipit 0.2¢g Folat, toplam 15 pg
Karbonhidrat 3.89¢ Folate, food 15 pg
Lif 129 Folate, DFE 15 pg
Seker 2.63¢ Kolin, toplam 6.7 ug
Kalsiyum (Ca) 10 mg Vitamin A, RAE 42 ug
Demir (Fe) 0.27 mg B-karoten 449 pg
Magnezyum (Mg) 11 mg a-karoten 101 pg
Fosfor (P) 24 mg Likopen 2573 ug
Potasyum (K) 237 mg Lutein + Zeaxanthin 123 ug
Sodyum (Na) 5mg Vitamin E (a-tocopherol) 0.54 mg
Cinko (Zn) 0.17 mg Vitamin K (phylloquinone) 7.9 ug
Bakir (Cu) 0.059 mg Doymus yag asitleri 0.028 g
Tiamine 0.037 mg Yag asitleri, tekli doymamis 0.031¢
Riboflavin 0.019 mg Yag asitleri, ¢coklu doymamis 0.083 ¢

Raf omrii kisa bahge {irlinii olarak domates olgunlasma, hasat sonrasi ve
yaslanma asamalar1 da dahil olmak iizere etli meyve gelisiminin karmasik niianslarini
incelemek i¢in yerlesik bir model sistem haline gelmistir. Domates 10°C'nin altindaki
(sogutma yaralanmasia neden olan) ve 28°C'nin iizerindeki (1s1 stresine yol agan)
hasara neden olan sicakliklara duyarlidir. Bu, sicak yaz aylarinda uzun mesafeli

nakliyeyi engelleyerek ciddi domates kayiplarina neden olur ve daha uzun siire soguk
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hava deposu kullanimina neden olmaktadir. Bu tiir hasat sonrasi kayiplar, depolama
ve uzun mesafeli nakliye / nakliye sirasinda gida giivenligine ve ekonomik kayiplara
engel olusturur. Domates de dahil olmak lizere meyve / sebzelerin hasat sonrasi
fizyolojisi ve biyokimyasi, son yillarda ileri molekiiler ve biyokimyasal yaklagimlarin

ortaya ¢ikmastyla gecis yapmistir.
2.2. Domates Doku Kiiltiirii

Geleneksel 1slah metotlarinin, is yiikii fazla ve zaman alic1 olmasi, 1slah
amaglarina uygun kriterlerin se¢iminde bazi sorunlar olusmaktadir. Bu nedenle,
genetik iyilestirme i¢in basit ve etkili rejenerasyon sisteminin belirlenmesinde hiicre
ve doku kiiltiiriinden yararlanmak temel bir gereksinim haline gelmistir. In vitro
domates kiltiirli, yiikksek degerli ticari cesitlerin, virtislerden ari bitkilerin klonal
cogaltilmast ve gen aktarimi dahil olmak tizere farkli biyoteknolojik uygulamalarda

basariyla kullanilmigtir (Yarra, He et al. 2012, Namitha and Negi 2013).

Yiiksek kaliteli domates bitkilerinin (doku kiiltiirii yoluyla) kitlesel cogaltilmasi
icin uygun maliyetli ve iiretken bir protokol gelistirmenin fide maliyetlerini 6nemli
Olciide azaltmaya yardimci olabilecegi unutulmamalidir. Etkili bir rejenerasyon
sistemi, haploid bitki tiretimi, mikro ¢ogaltim, somatik hibridizasyon, mutasyon islah1
ve germplazm saklanmasi gibi tekniklerin basarisi i¢in de ayrica dnemlidir. Domatesle
ilgili birgok bagimsiz calismanin gosterdigi gibi, organogenez yoluyla elde edilen bitki
rejenerasyonu, genotip, eksplant kaynagi, eksplantlarin yasi, ortam bilesimi ve
cevresel kosullar gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir (Namitha and Negi 2013, Sherkar
and Chavan 2014). Organogenez yoluyla farkli eksplantlardan (kotiledon, hipokotil,
yaprak, govde boliimleri, pedisel, yaprak sap1 ve ¢icek salkimlar1 dahil) domates gen
aktarimi ve in vitro bitki rejenerasyonu ile ilgili bircok calisma bulunmaktadir
(Chaudhry, Abbas et al. 2010, Ashakiran, Sivankalyani et al. 2011, Mamidala and
Nanna 2011, Zhang, Hou et al. 2012, Rai, Singh et al. 2013, Sherkar and Chavan 2014,
Wayase and Shitole 2014). Bu raporlar, ayn1 zamanda gen aktarim caligmalar1 i¢in
domates bitkisini recalcitrance (inat¢1) olarak belirtmektedir. Bu nedenle, domates
bitkileri i¢in doku kiiltiirii yontemlerini kullanarak, bitki rejenerasyon sisteminin
gelistirilmesi, farkli genotiplerin ¢esitli morfojenik potansiyelleri de dikkate alinarak
belirlenmesi halen onemlidir. Yukarida bahsedildigi gibi, bilim insanlar1 farkli
domates tiirleri ve farkli eksplant kullanmiglardir, ancak eksplant tiirlerinin yalnizca

eksplantlarin organogenezinin sikligini1 degil, ayn1 zamanda eksplant basina tiretilen
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filiz sayisini da belirledigi vurgulanmalidir (Bahurupe, Patil et al. 2013). Namitha ve
Negi (2013), siirgiin rejenerasyon yeteneginin etkinliginin hipokotil> kotiledon>
yaprak sirasini takip ettigini gostermistir. Mamidala ve Nanna (2011) kotiledon
eksplantlarinm, hipokotiller ve yaprak eksplantlarina goére daha iyi organogenez
ustiinliigiine sahip oldugunu bildirmislerdir. Yaprak ecksplantlarinin, test edilen
ortamlardan yalnizca birinde etkili rejenerasyon gosterirken (MS + 2 mg/L BAP, + 0.1
mg/L 1AA), bu tiir eksplantlarin kullanilmasmin genotipe bagh varyasyonlari en aza
indirebilecegini gostermektedir. Bu raporun aksine, Chaudry vd. (2010), yaptiklar1
caligmada hipokotiller, yaprak eksplantlaridan daha yiiksek rejenerasyon potansiyeli
gostermistir. Ashakiran vd. (2011) TDZ'nin (Thidiazuron) kotiledon ve yaprak
saplarindan organogenez indiiksiyonu iizerindeki etkisini incelemis, benzer sonuglar
elde etmistir. Ote yandan, Zhang vd. (2012) eksplantlarm kesilen bdlgesinde olusan
yaranin, kallus indiiksiyonunu ve adventif tomurcuk olusumunu Onemli &lgiide
etkiledigini belirtmistir. En yiiksek tomurcuk indiiksiyon sikliginin kotiledon
segmentinin orta kisminda meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica, bir eksplantin bir
ortama yerlestirilme seklinin kotiledon tomurcuklarinin farklilasma oranini
etkiledigini ve kotiledonun ortam yiizeyine alt kisminin gelecek sekilde

yerlestirilmesinin en iyi oldugunu kanitlamistirlar.

Rejenerasyon siirecinin eksplantlarin yasina bagli oldugu iyi bilinmektedir.
Geng eksplantlarin daha yash olanlara gére daha iyi morfojenik yanit verdikleri
bildirilmistir. Eksplant tiiriine gore farkl yastaki fideler (7, 8, 10 veya 14 giinliik)
kullanilmustir (Ishag, Osman et al. 2009, Bahurupe, Patil et al. 2013). Ayrica, bir¢ok
veri, eksplantlarin boyutunun domatesde verimli bitki rejenerasyonu icin gerekli
oldugunu gostermektedir. Domatesler igin en uygun eksplant boyutunun, hipokotiller
icin 0,7-2 cm ve kotiledonlar i¢in 5 mm X 5 mm oldugu belirtilmistir (Ishag, Osman
et al. 2009, Chaudhry, Abbas et al. 2010).

In vitro bitki rejenerasyonu igin kullanilan iki temel ydntem vardir: somatik
embriyogenesis (dogrudan veya dolayli) ve organogenesis (dogrudan vea dolayl).
Kalitim veya genetik miithendisligi {izerine arastirma yliriitme agisindan ikinci yol,
genetik cesitlilikten kaginmaya izin verdigi i¢cin daha c¢ok arzu edilmektedir. Bu
nedenle, yaymnlanan prosediirlerin ¢ogu, bozulmamis eksplantlardan dogrudan
organogenesise dayanmaktadir. Somatik embriyogenez yoluyla domates rejenerasyon

caligmalar1 oldukga sinirhidir. Ancak Godishala ve ark. (2011), somatik embriyogenez
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yoluyla domates cv S-22 rejenerasyonu igin basit ve tekrarlanabilir bir protokol

bildirmislerdir (Godishala, Mangamoori et al. 2011).

Bir ortamdaki ekzojen fitohormonlar, kallus indiiksiyonunun ve organ
farklilagsmasmin veya koklenmesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Cok
sayida rapora gore IAA (indol-3-Asetik Asit), NAA (a-Naftalenasetik asit), 2,4-D
(2,4-Diklorofenoksiasetik asit), ZT (Zeatin) ve 6-BAP (6-Benzilaminopurin), kallus
indiiksiyonunu ve bitki rejenerasyonu i¢in in vitro domates kiiltiirlerinde yaygin olarak
kullanilan hormonlardir (Ashakiran, Sivankalyani et al. 2011, Mamidala and Nanna
2011, Zhang, Hou et al. 2012). KIN (Kinetin), 2iP (6- (y, y-dimetilalilamino) purin),
TDZ ve IBA (Indol-3-butirik asit), test edilen diger bitki biiylime diizenleyicileridir
(PGR) (Ishag, Osman et al. 2009). Farkli tiirdeki eksplantlardan domates siirgiin
olusumu, ortam kosullarinin modifikasyonu yoluyla farkl kiiltiirlerde elde edilmistir.
Dahasi, kullanilan bazal ortam tiiriiniin rejenerasyon siirecini 6nemli Olglide
etkileyebilecegi gosterilmistir (Ashakiran, Sivankalyani et al. 2011). Rashid ve Bal
(2010), 0,5 mg/L kinetin ve 0,5 mg/L BAP eklenen MS besi ortami dogrudan siirgiin
rejenerasyonunu uyarmak i¢in en uygun ortam oldugunu gostermistir (Rashid and Bal
2010). Bu bulgularin aksine Wu ve ark. (2011) B5 bazal besiyerinin MS ortamina
ustiinliiglinii vurgulamistir. Yapilan bu ¢alismada, MicroTom eksplantlarindan elde
edilen siirgiinlerin B5 besi ortamu {izerindeki rejenerasyon oran1t MS besi ortami gore
onemli 6l¢tide daha yiiksek (+%12) olarak gézlemlenmistir. Pawar vd. (2012), 2 mg/L
zeatin ve 0.2 mg/L IAA ile desteklenen MS besi ortaminda oldukga yiiksek sayida
rejenerasyon (% 87-91) elde etmistir (Pawar, Jadhav et al. 2012, Zhang, Hou et al.
2012). Ote yandan, BAP (2 mg/L) ve IAA (0.1 mg/L) kombinasyonu ile olusturulan
MS, siirgiin rejenerasyonunu (% 74) ve hipokotillerden eksplant basina ¢oklu siirgiin
olusumunu indiiklemek i¢in en iyi besi ortamu olarak bulunmustur (Namitha and Negi
2013). Birgok calismanin aksine, Ali ve ark. (2012), 1mg/L kinetin ve 1mg/L
kombinasyonuyla desteklenen bir MS ortaminin domateste hipokotil ve kotiledon
ekplantlarindan eksplant basma en yiiksek sayida siirgiin {iretmek i¢in ideal

olabilecegini ileri siirmiistiir (Ali, Yossef et al. 2012).

Bitki doku kiiltiirlerinde, bitkilerin biiylimesi ve yenilenmesi, besi ortamina
konan organik bilesenler tarafindan gelistirilebilir. Genel olarak, bu besinler farkli
konsantrasyonlarda vitamin, amino asit, yag asitleri, peptit, karbonhidrat veya dogal

PGR potansiyel bir kaynak olabilir. Bunlardan biri, birka¢ bilesigin karmasik bir
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kombinasyonunu ig¢eren hindistancevizi siitiidiir (CM). CM, agirlikli olarak orkide
doku kiiltiiriinde kullanilir. Afroz vd. (2010) bes ¢esit domatesin in vitro rejenerasyon
verimliligini artrrmak i¢in CM kullanmis ve CM'nin bitki hiicresi ¢ogalmasmi ve
bunlarin hizli bilyiimesini uyardig: bildirmistir (Afroz, Chaudhry et al. 2010). Bhatia
ve Ashwath (2005) kotiledon eksplantlarindan siirgiin rejenerasyon yanitini
iyilestirmek icin aktif komiir, askorbik asit ve kazein hidrolizat gibi diger adjuvanlar1
kullanmistir. Sonu¢ olarak, aktif komiiriin ve askorbik asidin rejenere domates
filizlerinin kalitesini iyilestirebilecegini, kazein hidrolizatin ise siirglinlerin altinda
kallus olusumunu azaltmak icin etkili bir sekilde kullanilabilecegini ve somaklonal

varyasyon olasiligini azalttigin1 géstermistir (Bhatia and Ashwath 2005).

Isik ve sicaklik gibi ¢evresel faktorler doku kiiltiiri uygulamalarinda bitki
rejenerasyonunu dogrudan etkileyen ¢ok onemli bilesenlerdir. Isigin (maruz kalma
stiresine veya kalitesine gore) eksplant biiyiimesi ve farklilagsma siire¢lerini dogrudan
etkiledigi bilinmektedir. Domates eksplantlarinin doku kiiltiiriine tepkisi, bir ana
bitkinin biiylimesi sirasinda kullanilan 1s18in kalitesine ve miktarma bagli olarak
degismektedir. Nitekim Glowacka (2004) kirmizi, sar1, yesil, mavi ve dogal 1s181n
domateslerin mikro gogalmasi lizerindeki etkisini arastirmistir. Bu ¢alismada, kirmizi
ve sar1 1518 slrgiin ve bogum arasi1 uzama iizerinde belirgin bir etkisi oldugunu
gostermis Ve bitkiciklerin kesilmesi kolaylastirmistir. Ote yandan, mavi ve dogal 151k,
stirgiin ve internodlarm uzamasmi engellemistir (Glowacka 2004). Rejenerasyon
sliresinin uzatilmasi, kirmizi ve sar1 151k altinda bitkilerin biiyiimesi tizerinde higbir
etkiye sahip degildir. Kirmiz1 ve sar1 15181 k6k olusumu iizerinde olumlu etkisi oldugu
ortaya ¢cikmustir. Domates siirgiin rejenerasyonu i¢in 151k vazgecilmez oldugundan,
domates rejenerasyonu lizerine yapilan c¢alismalarda 16 saatlik fotoperiyottan
faydalamilmustir (Ali, Yossef et al. 2012, Zhang, Hou et al. 2012) . Ornegin, Bhatia ve
Ashwath (2005) 16/8, 22/2 ve 24/0 aydinlik karanlik maruz kalan eksplantlarda
maksimum slirgiin rejenerasyon tepkisinin swrasiyla %60, 47 ve 40 oldugu

belirlemistir.

Koklendirme, bitki doku kiiltiirlerinde rejenerasyon protokoliiniin son adimidir.
Koklenme siirecini etkileyen bircok faktdr bulunmaktadir (Orn. fidelerin fizyolojik
durumu, besiyeri kompozisyonu, biiyiime diizenleyicileri). Cogunlukla tam MS veya
Y5 MS, bazal besi ortamlar1 koklendirme ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Rashid ve

Bal (2010) ve Bahurpe ve ark. (2013), kok indiiksiyonu i¢in domatesin herhangi bir
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eksojen bitki bitylime diizenleyicisine ihtiyag duymadigimi 6ne stirmiistiir (Bahurupe,
Patil et al. 2013). Ancak, 0.1-1 mg / L arasinda degisen konsantrasyonlarda tek bagina
oksinlerle (IAA, NAA veya IBA), kok olusumu artirmak ve hizlandirmak amaciyla
kullanilabilmektedir (Bahurupe, Patil et al. 2013). Domates bitkisinde genellikle
koklenme 2 hafta sonra goriilebilmektedir (Bahurupe, Patil et al. 2013).

2.3. Domates Bitkisine Agrobacterium Aracih Gen Aktarimi

Domates bitkisine Agrobacterium kullanarak gen aktarimi ilk olarak 1986
yilinda bildirilmistir (McCormick, Niedermeyer et al. 1986). O zamandan beri, gesitli
eksplantlar (6r. kotiledon, hipokotil, yaprak) kullanilarak farkli domates ¢esitleri i¢in
cesitli gen aktarim protokolleri gelistirilmistir (Qiu, Diretto et al. 2007, Cruz-Mendivil,
Rivera-Lopez et al. 2011, EI-Siddig, El-Hussein et al. 2011, Wu, Sun et al. 2011,
Chetty, Ceballos et al. 2013). Bitkilere yapilacak gen aktarim calismalar1 ¢ok
kompleks olup basar1 orani birgok faktore bagh olarak 6nemli oranda degismektedir.
Bu faktorlerin basinda besi ortamina Asetosiringon eklenmesi, pre-kiiltiir besi ortami
ve zamani, bakteriyel faktorler (Agrobacterium susu ve kiiltiir yogunlugu), eksplanta
bagl faktorler (eksplant tipi, kaynagi ve genotip), plazmit vektor cesit ve 6zellikleri,
besi ortami kompozisyonu, antibiyotiklerin tiirii ve konsantrasyonu ve ko-kiiltiivasyon
stiresi gibi faktorler gelmektedir (Bhupendra, Sugandha et al. 2014). Ne yazik ki,
bugiine kadar gelistirilen Agrobacterium aracili gen transformasyon protokolleri,
domates ¢esitlerinin rejenerasyon kapasitesinin diisikk olmasmdan dolay1 halen uygun
degildir (Afroz vd. 2010). Bununla birlikte, yeni ¢esitlerde verimli bir gen aktarim
protokolii olusturmak i¢in ¢aligmalar halen devam etmektedir. Domates plastidlerine
gen aktarimi i¢in bir sistemin gelistirilmesi, domatesin gen aktarim ¢alismalarinda bir
kilometre tasi olmustur (Ruf, Hermann et al. 2001). Bu nispeten yeni gen aktarim
yontemi, domateslerdeki pro-vitamin A icerigini ylikseltme olasiligini arastirmaya izin
vermistir (Apel and Bock 2009). Bir eubacterium Erwinia herbicola'dan ve daha
yiiksek bir bitki olan nergisden (Narcissus pseudonarcissus), likopen plant-siklaz
genleri karotenoid biyosentezini arttrmak i¢in domates plastid genomuna aktarilmis
ve likopenin provitamin A'ya doniismesi saglanmistir (Apel ve Bock 2009). Sonug
olarak transplastomik domates bitkilerinde karotenoid birikimi %50 artmustir.
Domates kloroplast trasnformayonun baska bir 6rnegi, Zhou ve ark. (2008), HIV
antijenleri p24 ve Nefin domates bitkilerinin plastidinde ifade edilebilecegini

gostermistir (Zhou, Badillo-Corona et al. 2008).
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Son zamanlarda, domates bitkilerinin kararli bir gen aktarimi i¢in birkag
prosediir bildirilmistir (Sharma, Solanke et al. 2009). Buna ragmen, transgenlerin
fonksiyonel analizini etkin bir sekilde belirlemek igin verimli, basit ve giivenilir bir
protokol ihtia¢ oldugu bildirilmektedir (Sharma vd. 2009). Bu sorunun iistesinden
gelmek i¢in bilim adamlar1 transient gen aktarim yonteminden yararlanmistir. Bu
alternatif teknoloji, arzu edilen genlerin (transgenler) fonksiyonel analizi i¢in hizli bir
arag saglayabilir. Jaberolansar et al. (2010), Romero et al. (2011), Tiitiin Rattle Viriisi
(TRV) tabanli VIGS vektoriiniin, genleri susturmak i¢in domateste kullanilabilecegini
basariyla gostermistir (Jaberolansar, Hayati et al. 2010, Romero, Tikunov et al. 2011).
Belirtilen yontemin meyvelerde gecici ifadesi i¢in paha bicilmez bir ara¢ oldugu ve
ayni zamanda o organla ilgili fonksiyonel arastirmay1 6nemli 6l¢iide kolaylastirdigi
belirlenmistir. Hasan vd. (2008), agroinjeksiyon yontemini Kullanarak, stabil gen
aktarimi yaparak transgenik domates meyvesi elde etmistir. F2 bitkilerinde yapilan

analizler sonucunda transgenik verimliligi %54 ile 68 arasinda degismistir.
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3. GENOM DUZENLEME

Genom diizenleme (GD), hedef dizide insersiyon, delesyon ya da baz
substitiisyonu gibi DNA {izerinde mutasyon olusturmak i¢in kullanilan bir tekniktir
(Feng vd. 2013). Genom diizenleme teknolojilerinin temel hedefi, belirli DNA
dizilerini tanimak ve hedeflenen bolgelerde ¢ift sarmal DNA kirilmalar1 (DSB'ler)
iretmek i¢in diziye 6zgii niikleazlarin kullanilmasidir. Olusturulan ¢ift sarmal DNA
kiriklar1, homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ve homolog rekombinasyon (HR)
olarak iki yolla tamir edilmektedir (Voytas and Gao 2014). Hiicreler ¢cogu durumda
DSB’lerin tamirinde NHEJ yolunu kullanmaktadir. Ancak NHEJ tamir mekanizmas1
hataya meyillidir ve genellikle ekleme veya silme mutasyonlar1 ile sonuglanmaktadir
(Yin ve Quin 2019). DSB’lerin homolog rekombinasyon yolu ile baz veya gen
degisimi meydana gelerek onarmmi miimkiindiir (Yin and Qiu 2019).

Genom diizenleme araglari, protein ile yonlendirilebilen birinci nesil niikleazlar
(MN (meganulceases), ZFN (Zinc Finger Nucleases) ve TALEN (Transcription
activator-like effector nucleases)) ve RNA ile yonlendirilen ikinci nesil niikleazlar
(CRISPR/Cas9 ve CRISPR/Cpfl i¢in) olmak iizere smiflandirilabilir.

TALEN'ler, ZFN'ler ve MN'ler, genom manipiilasyonu i¢in birinci nesil
diizenleme araglaridir. Birinci  nesil genom diizenleme yaklasimlar1 ile
karsilastirildiginda, CRISPR/Cas9 teknigi gibi ikinci nesil genom diizenleme
araglarinm ayni amaglar i¢in kullanimi daha kolaydir (Moscou and Bogdanove 2009,
Shan, Wang et al. 2013). CRISPR/Cas9 sistemi, TALEN'lerin ve ZFN'lerin aksine
yalnizca tek kilavuzlu RNA (sgRNA) ve Cas9 proteinini i¢erdiginden tasarimi ¢ok
basittir. ZFN’ler herhangi bir bolgeden DNA dizisini kesmek igin kullanilan
hedeflenebilir DNA kiriklar1 olusturabilen proteinlerdir. TALEN’ler DNA hasar tamir
yolagimmi tetikleyerek, genom modifikasyonuna yol acan hedef dizide ¢ift zincir
kiriklar1 (DSBs) olusturabilmektedir (Gaj, Gersbach et al. 2013). ZNF ve
TALEN’lerin etkin kullanilmalarin1 engelleyen bazi kisitlamalar1 olmasina ragmen
insan, hayvan ve bitki caligmalarinda kullanilmaktadirlar. ZFN’nin 6zgiilligii sinirlidir
ve ¢ogunlukla hedef dis1 mutasyon meydana getirebilmektedir (Puchta 2017). ZFN ve
TALEN’lerde vektor olusturmak zaman alic1 ve protein mithendisligi gerektirdiginden
dolay: laboratuvar ¢alismalarinda is yiikii de fazladir. Bu kisitlamalar nedeniyle,
TALEN'lerin ve ZFN'lerin bitkilerdeki uygulamalar1 sinirli kalmistir (Jinek, Chylinski

et al. 2012). Verimli ve etkin bir genom diizenleme araci gelistirmek igin siirekli
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inovasyon caligsmalari, bitki biliminin ¢esitli alanlarinda CRISPR/Cas9 sisteminin
uygulamalarini genigletmis ve hizli bir sekilde umut verici bir genom diizenleme arac1
haline gelmesini saglamistir (Feng, Zhang et al. 2013, Nekrasov, Staskawicz et al.
2013).

3.1. DNA Kiriklar1 Tamir Mekanizmasi

Bitki hiicrelerinin genomu hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda iiretilen
maddeler tarafindan zarar gorebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri olarak hiicrenin
kendi metabolizmasinin yan tiriinleri, ¢evresel radyasyona, kimyasal maddeler veya
ultraviyole 1s1ga (UV) maruz kalma DNA'ya zarar verebilir. Genoma yapilan bu
saldirilar sonucunda, her hiicrede giinde birden fazla DNA’da mutasyon olusmasina
neden olur ve bunlar i¢erisinde en zararli olan ¢ift zincir DNA kiriklaridir (DSBs).
Tamir edilemeyen ya da kismi tamir edilen DSBs’ler indiiklenmis apoptoz veya
kromozomal anormallikler (translokasyonlar veya delesyonlar) ile sonuclanabilir.
Genomun biitiinligiiniin korunmasi agisindan bu kiriklarm tamir edilmesi oldukga
onemlidir. (Cetintas, Kotmakgi et al. 2017). Okaryot hiicrelerde DNA ¢ift zincir
kiriklarinin tamirinde iki mekanizma kullanilmaktadir. Birincisi hiicre tarafindan en
fazla tercih edilen homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ)’dir ve tamir
mekanizmasinda en 6nemli rolii oynamaktadir. Ikinci mekanizma homolog direkt
rekombinasyon (HDR) olarak adlandirilan yiiksek verimli DSB onarim yoludur (Davis
and Chen 2013). NHEJ, 6ziinde hataya agik bir yoldur, HDR ise dogru onarimla

sonuglanir (Mao, Bozzella et al. 2008).
Cift Zincir Kinigi
LU L L R g
QL L L LLLLLLLLLLLLLL

Dondr DNA

QP

Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) Homolog direk repair (HDR)

T T P PP PITITIIITIIITIIT  OTOT T Ty Iy P P PP P P ITITIITITITTITITTITNY
UL S S UL LU L LB AL

insersiyon/DelesYon mutasyonlari Dogru dizi ile yer degisimi

Knock-out Knock-in

Sekil 3.1. Genom diizenlenmesinde DNA tamir mekanizmalar
(https://www.genscript.com/gsfiles/techfiles/ CRISPR-Handbook)
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Daha dnce agiklandigi gibi, CRISPR/Cas9 sistemi DNA’da DSB'ye neden olur
ve daha sonra bu kirklar hiicrelerin endojen onarim mekanizmalarindan yararlanarak
tamir edilebilmektedir. NHEJ ile tamir hataya meyilli oldugundan g¢erceve kaymasi
mutasyonlart  (Frameshift mutations) ve InDel mutasyonu adi verilen
insersiyon/delesyon mutasyonlarina neden olur. Bu mutasyonlarin kazanilmasi ile gen
iirliinii bozuldugundan, NHEJ gen ¢ikarma (knock-out, KO) uygulamalar1 i¢in oldukca
uygundur. CRISPR/Cas9 teknolojisinin kullanildigi uygulamalarda Cas9 ve
gRNA’nin transfeksiyonu sirasinda hedef DNA dizisiyle homoloji gosteren bir verici
(dondr) DNA dizisinin de hiicreye verilmesiyle HR yoluyla genom i¢ine bu DNA
dizisinin eklenmesi (knock-in) saglanabilmektedir. Farkli ¢alisma gruplar tarafindan
yapilan uygulamalarda homolog rekombinasyon yoluyla insersiyon, delesyon ya da
dizi degisikligi yapabilmek miimkiin olmustur (Sander and Joung 2014, Cetintas,
Kotmakgi et al. 2017).

3.1.1. Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ)

Homolog olmayan ug birlestirme (Non Homologous End Joining) terimi 1996
yilinda Moore ve Haber tarafindan gelistirilmistir (Moore and Haber 1996). DNA
zincirleri, HDR onarim mekanizmasina kiyasla homolog bir sablona ihtiyag duymadan
ortamda bulunan niikleotidler dogrudan baglandigindan, homolog olmayan olarak
adlandirilmaktadir. DNA’da DSB'den kaynaklanan kirik yapiskan uglar miikemmel
uyumlu oldugunda, NHEJ genellikle kirilmay1 dogru bir sekilde tamir etmektedir.
Cikimtilarin uyumlu olmadig1 zit senaryoda, niikleotidlerin kaybina/eklenmesine yol
acan kesin olmayan onarim ortaya ¢ikar (Budman and Chu 2005). Okaryotik hiicreler
icin (maya hari¢), DNA uclarinin yapisindan bagimsiz olarak NHEJ onarimi i¢in ii¢
adim tanimlanmistir. NHEJ’in ilk asamasi, Ku70 ve Ku80 heterodimerik protein
kompleksini tarafindan kirik DNA uglarini tanidig1 ve bunlar1 baglandigt DNA ug
baglama agamasidir. Ku70 ve Ku80 kompleksi ayn1 zamanda DNA-bagimli protein
kinaz katalitik alt birimi (DNA-PKcs) ile birlesir (Ilyama and Wilson 111 2013). Bu
multiprotein kompleksi DNA uglarini stabilize eder ve hizaya sokar. Ku proteinleri
baglandigi zaman, DNA ligaz 1V dahil birkag niikleer proteini fosforile eden DNA-
PK'nin katalitik alt birimini baglayarak kompleks olusturur. Her bir ¢ift zincir kirik
uglarinda konumlandirilmis iki Ku proteinleri ile DNA-PKcs arasindaki etkilesim
meydan gelir (Cetintas, Kotmakgi et al. 2017). Daha sonra DNA PKcs otofosforilasyon

yaparak protein kinaz etkinligini aktif hale getirir. Ikici adim islemin sonlandirilmasi
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adimidir ki bu adimda yanlis ve hasar gérmiis niikleotidler ¢ikarilir. DNA-PKcs bir
endoniikleaz olan Artemisi aktive eder. Artemis komplementer niikleotid uzantilarmni
ortaya ¢ikarmak i¢in kirik 3’ ve 5’ tek zincir ¢ikintilarmi diizeltir ve bu ¢ikmtilar bir
polimeraz (Pol A ve Pol p) ile doldurulabilir. Ugiincii adim lidasyon asamasidir.
Katalitik alt birim DNA ligaz IV ve onun kofaktorii XRCC4 ile bazi yardimci
faktorlerden olugan DNA ligaz IV kompleksi tarafindan ligasyon yapilarak onarim
islemi tamamlanir (Bennardo, Gunn et al. 2009, Waters, Strande et al. 2014).

3.1.2. Homolog Rekombinasyonel Onarim (HDR)

HDR (Homologous-Directed Repair), CRISPR sistemi tarafindan indiiklenen
DSB gibi DNA kiriklarini onarmak igin daha uzun dizi homolojisi kullanmaktadir
(Davis ve Chen 2013). Hasarli ve kaynak DNA arasindaki gerekli dizi homolojisi g6z
Oniine alindiginda, DSB onarimi i¢in en uygun mekanizma oldugu vurgulanmistir.
Onarim i¢in kullanilan DNA sablonu DSB'deki orijinal DNA dizisi ile ayniysa islem
hatasiz olarak gerceklesirken, hasarli DNA igerisine ¢ok spesifik mutasyonlar ya da
eklemeler meydana gelmektedir (Davis ve Chen 2013). HDR'nin dért ana yolu
bildirilmistir. Klasik ¢ift sarmalli kirilma onarimi (DSBR), sentez bagimli sarmal
baglanma (SDSA) kirilmaya bagli onarim (BIR) ve tek sarmalli baglanmadir (SSA)
(Saleh-Gohari and Helleday 2004).

Kirilmaya bagli onarim (BIR), esas olarak hiicrenin oliimsiizlestirilmesinde
anahtar bir 6zellik olan telomerlerin uzunlugunun korunmasina yardimei oldugu rapor
edilmistir (McEachern and Haber 2006). Tek sarmalli baglanma SSA genetik
materyalin silinmesine neden oldugu i¢in onarim sirasinda bagka bir DNA molekiiliine
ihtiya¢ duyulmaz ve diger DNA onarim yontemlerinde yer alan molekiiller tarafindan
baskilanir (Mansour, Schumacher et al. 2008). CRISPR kaynakli olusturulan
mutasyonlarda, DSB onarimi gibi genom diizenleme uygulamalari i¢in yalnizca DSBR

ve SDSA kullanilir.

DSB'ler ilk olarak MRN kompleksi, tarafindan taninmaktadir (Saleh-Gohari ve
Helleday 2004). MRN kompleksi Mrell, Rad50 ve Nbsl proteinlerinden
olugsmaktadir. Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) kompleksi kirilmanin her iki tarafinda
DNA'ya baglanir ve ardindan 3’-¢ikint1 olusturmak icin 5’ ucunda par¢a alinmasina
izin verir. MRN Bu diger hasar tanima proteinlerini toplamak i¢in bir sinyal olarak rol
oynamaktadir (lyama and Wilson 111 2013). MRN, Sae2 proteinini ile baglayarak bu
iki protein, kirigin her iki tarafinda 5'-ucunu geriye dogru keser. Komplementer ipligin
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5’— 3’ niikleotid ¢ikarilmast Sgsl helikaz, Exol ve Dna2 niikleazlar1 ile daha
kapsamli olarak kesim devam eder (Mimitou and Symington 2009). Bir tek zincir
DNA baglayan heteromerik kompleks olan RPA (Replikasyon proteini A) uzamis tek
zincir DNA’ya baglanir ve diger proteinlerin yardimiyla, Rad51 proteini, RPA ile
kaplanmis tek DNA ipligi iizerinde bir niikleik asit ve protein filamenti olusturur
(Jekimovs, Bolderson et al. 2014). RPA’nin baglanmasiyla tek zincirli DNA stabilize
hale getirilmekte ve niikleazlardan korunmasi saglanmaktadir. Bu filaman daha sonra
3'-¢ikintiya benzer DNA dizilerini aramaya baslar. Kardes kromatid’de boyle bir dizi
bulduktan sonra, tek sarmalli niikleoprotein filamenti, kardes kromotid’de zincir
invazyonu gergeklesir (yani istila eder). Istilac1 3'-gikint1li iplik ve homolog kromozom
arasinda iplik invasyonu sirasinda bir yer degistirme loop’u (D-loop) olusur. Daha
sonra, bir DNA polimeraz, yeni DNA'y1 sentezleyerek istilact 3'-sarmalin sonunu
uzatir. Bu, D-loop, Holliday junction (HJ) olarak bilinen ¢apraz sekilli bir yapiya
doniigiir. Rad51 niikleoprotein filamenti ile kaplanmis tek zincir DNA saglam
homolog DNA bdlgesinin zincir invazyonunu gergeklestirir. Degisim ve invazyonu
takiben, bir polimeraz (genellikle pold) tarafindan DNA uzatilir ve ligasyonla siire¢

tamamlanir (Wold 1997).

HDR, hiicrenin G1 fazinda neredeyse yoktur, en ¢ok S fazinda aktiftir ve G2 /
M fazinda ise azalir (Mao, Bozzella et al. 2008). Kardes kromatidlerin daha kolay elde
edilebildigi, DNA replikasyonu sirasinda ve hemen sonrasinda meydana gelir
(Shrivastav, De Haro et al. 2008). HDR, CRISPR sistemlerinde belirli bir konuma,

istenen bir gen setini eklemek i¢in kullanilir.
3.2. Genom Diizenleme Araglari
3.2.1. Meganiikleazlar (MNs)

Sekans spesifik niikleazlarda, meganiikleazlarin bitkilerde genom diizenleme
amaciyla yaygin olarak kullanilan 6ncii niikkleaz siifidir (D'Halluin, Vanderstraeten et
al. 2013). Meganiikleazlar ayrica homing endoniikleazlar olarak da adlandirilmaktadir.
Cesitli genomlarda ¢ift zincir DNA kiriklar1 olusturmak amaci ile kullanilmistir
(Stoddard 2011). Meganiikleazlar, yaklasik ~ 12—40 bp'lik hedef DNA dizilerini
tanima yetenegine sahiptir ve bu, meganiikleazlar1 bitki RNA viriisleri de dahil olmak
lizere tiim vektorler igin en etkili aktarim yontemi kilmaktadir (Marton, Zuker et al.
2010). Diger sekansa spesifik niikleazlar ile karsilastirildiginda, meganiikleazlar dogal
olanlardan farkli hedef diziler i¢in yeniden tasarlanmasi zordur. Spesifik proteinlerin
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modiiler olmayan 6zellikleri, meganiikleazlarin yeniden tasarlanmasindaki engelin ana
nedenidir. Bu nedenle, bitkiler i¢in meganiikleazlarin uygulamalar1 yalnizca I-Scel ve

I-Crel niikleazlar1 gibi dogal olarak var olan meganiikleazlar ile sinirlandirilmigtir
(Sekil 3.2).

/
&
1 1 1
'

1
18nt 21 nt

Sekil 3.2. Meganiikleazlarin yapisal gosterimi. Meganiikleazlar ¢ift sarmal hedef DNA’ya baglanma ve
cift zincir kiriklar1 olusturma yetenegine sahiptirler. Meganiikleazlar 14-40 bp’lik hedef ara
sekansa baglanmaktadr.

3.2.2. ZFN (Zinc Finger Nucleases)

ZFN’ler 2005 yilinda bitki genom diizenlemede kullanilan ilk genom diizenleme
aracidir (Lloyd, Plaisier et al. 2005). ZFN’ler tip II restriksiyon endoniikleaz Fokl
enziminin spesifik olmayan DNA kesme domaini ile sekansa spesifik ¢inko parmak
DNA-binding domainlerinin yapay olarak birlestirilmesi sonucunda olusturulmustur.
DNA-binding domainleri birkag bagli ¢inko parmak motifi (ZFs) igerir ki her bir motif,
3-bp spesifik DNA dizisini tanimaktadir. Tek ZFN tipik olarak 3 ile 6 ZFs igerir ve 9-
18 bp uzunlugunda spesifik DNA dizisini taniyabilir. FokI niikleazlar ¢ift-zincir DNA
kiriklar1 olusturabilmek i¢in dimerize olmalidir. Bu nedenle, istenilen DN A bolgesinde
¢ift zincir DNA kiriklar1 tiretmek igin bir ¢ift ZFN tasarlamak gereklidir. FoklI
dimerizasyonunu elde etmek i¢in, iki ayr1 ZFN'nin sirasiyla ileri ve geri iplikciklere
baglanmasi gerekir ve ileri ve geri olmak iizere iki hedef sekans, 5 ila 7 bp aralayict
sekans ile ayrilmahdir. ZFN’ler kullanilarak genom modifikasyonu soya, pamuk,
mustr, tiitiin ve Arabidopsis dahil birgok bitkide basarili bir sekilde yapilmasina ragmen
tasarlanan tiim ZFN'ler DSB'leri verimli bir sekilde olusturamamaktadir (Zhang,
Maeder et al. 2010, Sander, Dahlborg et al. 2011). ZFN’lerin birlestirilmesi ve tasarimi
teknik olarak zordur ve ZFN modiillerinin ticari olarak saglanmasi pahalidir (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. Cinko parmak niikleazlarin yapisal gosterimi

3.2.3. TALEN

ZFN’ler gibi TALEN’ler de Fokl niikleaz enzimi ile TALE tekrarlarmin
birlestirilmesi ile olusur (Sekil 3.4). Fakat her bir TALE tekrar1 tek bir niikleotidi
hedefler, daha esnek hedeftasarimma izin verir ve ZFN'ler tarafindan hedeflenebilecek
olanlara gore potansiyel hedef alanlarin sayisini arttirir. TALEN araciligi ile GD arpa,
patates, seker kamisi, soya, ¢eltik, misir ve bugday dahil olmak iizere bircok bitkide
gosterilmistir (Martinez-Fortan, Phillips et al. 2017). Uriin gelistirmede TALEN-
aracilt genom diizenlemenin ilk uygulamasi celtik bitkisinde yapilmis, bakteriyel
yaniklik hastaligma duyarlilik saglayan OSSWEET14 geninin parcalanmasi sonucunda
elde edilen mutant hatlar bakteriyel yaniklik hastaligina direnc¢li oldugu bulunmustur
(Liu, Zhang et al. 2020). Benzer sckilde, TALEN'ler bugdayda, kiillenmeye karsi
dayanikli bugday olusturmak ic¢in ti¢ TaMLO homolog genini susturmak igin
kullanilmistir (Wang, Cheng et al. 2014). Sonug olarak, TALEN’ler bitkilerde besin
iceriklerinin artirilmasi, hastaliklara direnglili§in artirilmasi1 gibi farkli 6zelliklere

sahip bitkilerin gelistirilmesinde siklikla kullanilmistir.

N-term C-term
NLS DNA baglanma domaini @ —a

C OO @ -

Sol TALEN

Sag TALEN

Sekil 3.4. Genom diizenleme i¢in kullanilan TALEN yapisi. Fokl DNA ayirma domaini TALE'ler ile
birlestirilir ve ¢ift olarak kullanilir ¢iinkii Fokl enzimi DNA kesme aktivitesi i¢in
dimerizasyon gerektirmektedir. Hedef sekansa karsilik gelen TALE tekrarlari tasarlanir.
TALE'ler DNA'y1 bagladiginda, Fokl bu bolgeyi ayirmak igin spacer sekans tizerinde toplanir.
TALEN enzimleri, dogal olarak olugan TALE proteinlerine kiyasla modifiye bir yapiya
sahiptir. NLS, N-terminalinde bulunur; Fokl alani (kahverengi), C-terminaline kaynastirilir.
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3.2.4. CRISPR/Cas9

Son zamanlarda, hedeflenen gen manipiilasyonlar: ve ¢ok sayida organizmada
istenen genleri ifade etmek igin biiyiileyici bir genom diizenleme araci olarak
CRISPR/Cas9 tanimlanmustir (Feng, Zhang et al. 2013, Alagoz, Gurkok et al. 2016).
CRISPR/Cas9 sistemi, bitkiler dahil bir¢ok tiirde en giicli ve kullanigli genom
diizenleme araci olarak kabul gormiistiir. CRISPR/Cas9 genom diizenleme araci bu

tezde ana baglik olarak asagidaki sekilde ele almarak agiklanmistir.
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4. CRISPR/CAS9

4.1. CRISP/Cas9’n Kisa Tarihgesi

CRISPR/Cas9 sisteminin kesfi, Ishino ve meslektaslarmin E. coli genomundaki
Apoptoz inhibitor protein (IAP: The inhibitory of apoptosis protein) gen dizisini
incelerken CRISPR'1 ilk kez tanimladiklar1 1987 yilma dayanmaktadir. Zap geninin
klonlanmasi sirasinda, beklenmedik bir sekilde CRISPR'in belirli bir bolimiini
klonladilar ve yaptiklar1 deney sonucunda, bakteriyel genomda ardigik tekrarlar
dizisinin (~29 bp) bulundugunu ortaya ¢ikardilar (Ishino, Shinagawa et al. 1987).
Bakterilerde yapilan bu kesiften sonra, arkea olan Haloferax mediteranii’de de
CRISPR dizilerini bulunmustur (Mojica, Ferrer et al. 1995). Mojica vd. (2000),
birbiriyle iliskili islevlere sahip olan Haloferax mediterranei ve Haloferax volcanii‘de
benzer tiirde diizenli aralikli tekrarlar bildirmistir. Fakat bu tekrarlarin farkli bakteri ve
arkea tiirlerinde bulunmasi ile ilgili yaymlar artmig fakat fonksiyonlar: hakkinda net
bir bilgi heniiz bilinmemektedir (Mojica, Ferrer et al. 1995, Mojica, Diez-Villaseiior
et al. 2000). 2002'de Jansen ve ark. (2002) bu dizileri tanimlamak i¢in ‘diizenli
araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri’ anlamma gelen CRISPR terimini
kullanmistir. Yalnizca prokaryotlarda bulunan ancak okaryotlarda ve viriislerde
bulunmayan bu tiir tekrarlayan dizilere sahip oldugu kabul edilmistir (Jansen, Embden
et al. 2002). Bu kisa tekrarlarin ortalama uzunlugu 32 bp'dir, ancak farkli
organizmalarda 21 ila 47 bp arasinda degisebilmektedir. Her tekrar, belirli tiirlerde son
derece korunmus benzersiz bir niikleotid dizisine sahiptir (Karginov and Hannon
2010). CRISPR dizilerinin biyoinformatik analizi, bu palindromik tekrarlari birlestiren
dizilerin, ayn1 zamanda "aralayicilar" olarak da bilinen, bakteriyofaj (faj) genomlariyla
eslestigi belirlenmistir (Bolotin, Quinquis et al. 2005). CRISPR dizilerinin niikleaz ve
helikaz domaini igeren CRISPR ile iliskili (Cas) proteinlerle gevrili oldugunun
tanmmasiyla birlikte, ayiricilarin yabanci kokenli oldugu belirlenmistir. Sonraki
yillarda yapilan ¢aligmalarda kisa diizenli tekrarlarin kiigiilk RN A'lara doniistiiriildiigii
ortaya ¢ikmisgtir (Haft, Selengut et al. 2005, Mojica, Garcia-Martinez et al. 2005).

Daha sonraki ¢aliymalarda, CRISPR DNA sekanslarina sahip prokaryotlarda
dort Cas geni (Cas1—4) kesfedilmis fakat bu genler ve tekrar bolgelerinin iglevi 2005
yilina kadar esrarengizligini korumustur. 2005 yilinda {i¢ arastirma grubu bagimsiz
olarak, tekrarlar arasindaki bir¢ok ayirict dizinin mobil genetik element dizileriyle

eslestigini ve bunlarm mobil genetik elementlerden tiiretildigini 6ne siirmiistiir. Daha
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sonra, CRISPR bolgesindeki bu aralik sekanslarinin bakteriyi daha dnce enfekte eden
bakteriyofaj (faj) genomlar1 ve plazmitlerdeki diziler ile genellikle ayni oldugunu
bildirmesi ile aydmliga kavusmustur. Bu gozlemler, CRISPR’larin viriisler ve diger
genetik parazitlerin neden oldugu enfeksiyona karsi bakteri ve arkeleri korumak igin
tasarlanmig yeni bir niikleik asit tabanli bagisiklik sisteminin bir pargasi olabilecegini
akla getirmistir (Bolotin, Quinquis et al. 2005, Mojica, Garcia-Martinez et al. 2005,
Pourcel, Salvignol et al. 2005). Ayrica, tanimlanmigs CRISPR dizi transkriptlerinin ve
cas gen fonksiyonlarinin in silico olarak tahmini, CRISPR-Cas'in RNAi'ye benzer bir
RNA tabanli miidehale sistemi olarak davrandigi hipotezine yol agmistir.
CRISPR/Cas'in islevi, Barrangou vd (2007)’den Once hala belirsizdi. CRISPR'm
Streptococcus thermophilus'u viral enfeksiyonundan korudugunu ilk kez basariyla
gosterilmistir (Barrangou, Fremaux et al. 2007). Streptococcus thermophilus™u farkl
fajlarla kiiltiire almig ve faja direngli mutantlar1 goriintiilemislerdir. Faja direngli S.
thermophilus suslarinin CRISPR bolge DNA’sinin sekanslanmasi ile bu bolgenin
bakteriyi enfekte eden faj DNA’sindan tiireyen yeni aralik kisimlari igerdigi
gosterilmis ve bu yeni faj tlirevli aralik kisimlarin sayisi faja direncliligin derecesi ile
orantili bulunmustur. Sonu¢ olarak CRISPR sisteminin bakterilerde bagisiklik
saglayan savunma mekanizmasi deneysel olarak kanitlanmistir. Bakteriyel genomda
CRISPR/Cas sisteminin varhigi, plazmit DNA ve bakteriyofajlarda belirli bolgeleri
kesmek icin kullanildigi belirlenmistir. CRISPR Tip 1l sisteminin fonksiyonel
mekanizmalarmi tanimlayan iki caligmada, genom diizenlenmesi i¢in bu sistemin
basitligi ve temel bilesenleri ortaya konmustur. Ilk olarak Streptococcus thermophilus
ile yapilan genetik caligmalarla Cas9 (Cas5, Csnl veya Csx12 olarak adlandirilmis
olan)’un cas gen kiimeleri igerisinde hedef DNA’nin kesimini saglayan tek enzim

oldugu gosterilmistir (Gok and Tunali 2016).

2011 yilinda, S. thermophilus'un CRISPR/Cas sistemi E. coli'ye aktarilarak
bagisiklik kazandirmak i¢in kullamilmistir (Sapranauskas, Gasiunas et al. 2011).
2012’ye kadar Charpentier, Doudna ve Siksnys gruplarinca yapilan ¢aligmalarda
biyokimyasal karakterizasyonlar ile gosterilmistir ki Streptococcus thermophilus veya
Streptococcus pyogenes Cas9’u hedef DNA’nin in vitro kesimi i¢in crRNA’lar ile
yonlendirilebilmektedir ve alinan sonuglar daha 6nceki yapilan bakteriyel ¢aligmalar

ile uyumlu bulunmustur (Gok and Tunal1 2016).
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Emmanuelle Charpentier ve ¢aligma arkadaslart CRISPR’mn karakterizasyonunu
biyokimyasal olarak kesfetmeyi basardilar. 2011 yilinda Porto Riko'daki bir toplantida
Jennifer Doudna ile tanistilar ve birlikte ¢alismaya karar verdiler (Reviewed in Lander,
2016). 2012 yilinda, iki 6ncii CRISPR/Cas9 bilesenlerini izole ettiler ve CRISPR/Cas9
sisteminin bolgeye spesifik bir sekilde DNA’y1 kesebildigini laboratuvar ortaminda bir
test tlipiinde gergeklestirdiler. CRISPR/Cas teknolojisi ilk olarak 2012'de RNA
rehberliginde programlanabilir gen diizenlemesinin kullanilmasiyla gdsterildi. Bu
caligmalariyla, genom diizenleme olarak bilinen hassas bir teknoloji gelistirebildikleri
icin 2020'de Nobel Kimya Odiilii'nii kazandilar. 2013 yilinda, CRISPR teknolojisinin
kullanimu ilk kez bitki genom diizenlemesinde gosterildi. Bu, bitki genomu diizenleme

alaninda CRISPR teknolojisinde devrime yol agmistir (Zhang Y et al. 2019).
4.2. CRISPR/Cas Sisteminin Siniflandirmasi

Cas genleri ¢ok gesitlidir ve CRISPR/Cas sistemlerini ayirt etmek igin kullanilan
smiflandirma sisteminin temelini olusturur. CRISPR/Cas sisteminin siniflandirilmast,
yeni genomik bilgiler kullanilabilir hale geldik¢e ve yeni sistemler kesfedildikge
gelismektedir. En son yapilan smiflandirma, RNA kilavuzlu efektor proteinlerinin
yapisina gore sinif 1 ve sinif 2 olarak adlandirilmistir (Makarova, Wolf et al. 2015,
Makarova, Zhang et al. 2017). Smuf 1 sistemler ¢oklu protein komplekslerini
kullanirken, sinif 2 sistemleri tek protein kompleksi kullanmaktadir. Giiniimiizde 6 tip
ve 25 alt tip CRISPR/Cas sistemi kesfedilirken, tip I, tip III ve tip IV smif 1 igerisinde,
tip I, tip V ve tip VI, simif 2 igerisinde yer almaktadir (sekil 4.1) (Koonin, Makarova
et al. 2017).
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Sekil 4.1. Bilinen CRISPR/Cas sistemlerine genel bakis. (Makarova vd, 2017a, b) 'den uyarlanmistir.
Tipik operon organizasyonunu gosteren, su anda tanimlanmig tiim CRISPR/Cas sistemlerinin
genomik lokuslarin sematik gosterimi. Her sistemin hedef niikleik asidi solda belirtilmistir.
Homolog genler ayn1 renk ile renk kodludur ve gen aile isimleri verilmistir. Sinif 1 sistemleri
birden fazla efektoér protein komplekslerini kodlarken, Sinif 2 sistemleri tek efektor
proteinleri kodlar. Birden ¢ok renge sahip genler, ayr1 ayr1 olusabilen ¢ok domainli genlerdir.

Cas genleri, CRISPR/Cas sisteminin immun bagisiklik sistemini gergeklestirme

asamasina oynadiklar1 rollere gore smiflandirilabilir. Adaptasyon asmasinda rol alan

modiiller, casl, cas2 ve bazen cas4, ¢esitli CRISPR/Cas sistemleri arasinda en tekdiize

korunmus islevsel modiildiir (Jackson et al, 2017). Gen Ifade modiilii, crRNA

olgunlagsmas1 icin gerekli olan tip I ve tip IIl sistemlerde cas6 genleri ile

saglanmaktadir. Burada Pre-crRNA Cas6 proteini ile kesildikten sonra 61 bp

uzunlugunda crRNA olusur ve kaskad proteinleri ile kompleks olusturulur. cRNA bu

kaskad proteinlerini ¢ift zincirli DNA molekiillerine baz eslesmesi yoluyla 6zgiil

olarak baglanmasini saglar. Tip II sisteminde crRNA islenmesininde, konak¢i RNase

I11, bir trans-etkili RNA (tracrRNA) ve diger bilinmeyen faktorlerden yararlanirken,

tip V ve tip VI sistemlerinde crRNA dogrudan efektor proteinine entegre edilir.

Miidahale modiilii efektor genleri igermektedir. Bunlar, tip 11, tip V ve tip VI sistemler
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(swrastyla cas9, casl2 (cpfl) ve casl3 (c2c2)) efektor genlerlerdir ve tek gen ile ifa
edilirler. Tip I, tip 11 ve tip IV sistemlerinde ise operon modeli seklide ifade edilen
proteinleridir. Bu operonlar, diisiik sekans benzerligine ragmen yapisal olarak ¢arpici
benzerlikler paylasan c¢oklu protein efektor komplekslerini kodlar (6rnegin tip I
sistemlerde Kaskad ve tip Il sistemlerde CSM/CMR kopmleksi) (Sekil 4.1).
Genellikle efektor kompleksinin omurga proteinini cas7 genleri kodlarken, casS5,
kiigiik bir alt birim ve biiytik bir alt birimi olusturur. Baz1 durumlarda cas6 gen tirtinleri
de son efektor kompleksinin bir parcasidir, ancak Cas6 islevi genellikle kompleksten
bagimsizdir. Tip I sistemler, hedef DNA bozulmasindan sorumlu bir helikaz-niikleaz
olan cas3 adinda ek bir efektor genine sahip tek sistemlerdir. Cas3 proteini, efektor
kompleksinin bir pargasi degildir ve Cascade tarafindan hedef DN A'nin taninmasindan
sonra trans olarak toplanir. Diger tiim sistemler, efektor kompleksleri i¢inde niikleaz
islevselligini birlestirir. CRISPR/Cas sistemlerinin ¢ogu DNA'y1 hedeflemektedir
fakat, tip 111 sistemler RNA dizisini spesifik olarak hedefler ve ek olarak DNA'y1 RNA
hedefine bagl bir sekilde spesifik olmayan bir sekilde keserken, tip VI sistemleri
yalnizca RNA'y1 hedeflerler.

4.3. CRISPR/Cas9 Sisteminin Organizasyonu ve Fonksiyonu

Insanlar gibi daha gelismis canli organizmalarda patojenler, B ve T lenfositler
gibi antikorlar tarafindan tespit edilmektedir. Bakteriler ve Archaea gibi prokaryotik
organizmalari fajlar, plazmit ve trasnpozonlarin saldirilarina karsi kendilerini korumak
icin, adaptif bir immun bagisiklik sistemi olan CRISPR/Cas (diizenli araliklarla
boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR) ve ilgili proteinler (Cas) ad1 verilen

0zel bir savunma mekanizmasina sahiptir (Pawluk, Davidson et al. 2018).

Dogal CRISPR/Cas sistemi, homolog palindromik tekrar dizileri, RNA ile
yonlendirilebilen endoniikleazlar, kisa RNA’lar, ‘protospacer’ adli kisa mobil dizilerin
eklenmesiyle iretilen "aralayicilar (spacers)" olarak adlandirilan diziler ve Cas
genlerinden olusur. Protospacer'lar, yabanci genetik materyalin kisa segmentlerinden
tiretilen tekrarlanmayan sekanslarin tekrarlayan sekanslar igerisine girmesi ile olusur
(Sekil 4.2). Bu aralayicilar (spacers), istila edilen hiicre i¢in tanimlayici birimler olarak
calisir ve CRISPR/Cas sisteminin yabanct DNA dizilerini kesmesine izin verir.
CRISPR bolgeleri ile iligkili diger bir 6zellik, transkripsiyon yoniine gére CRISPR’1n
gerisinde yer alan lider olarak adlandirilan korunmus sekanslarin varligidir (Sekil 4.2).

Spacer bolgelerinin ve aralik bdlgelerinin sekanslart ve uzunluklart CRISPR
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bolgesinde iyi bir sekilde korunmaktadir. Tekrar dizilerinin uzunlugu 21-48 baz ¢ifti
(bg) arasinda iken, aralik dizilerin uzunlugu 26-72 bg arasinda degismektedir (Sekil
4.2). CRISPR bolgesindeki aralik kisimlar birkag taneden birkag yiize kadar biiyiik
degiskenlik gosterir (Gok and Tunali 2016). CRISPR/Cas sistemi aracili bagisiklik,

adaptasyon, ifade ve miidahale olmak {izere ii¢ adimda gergeklesir

CRISPR Bilgesi

Arahk Bilgeler
' ' N

Lider Sekans \ / /

CAS Genleri l Tekrarh Bélgeler |

Bir CRISPE Diizisi

Sekil 4.2. Bakteriyel ve Arkea kromozomlarinda bir CRISPR boélgesinin yapist (Gok and Tunali 2016)

Ik adim adaptasyon asamasidir ve bu asamaya genetik hafizaya almada
denilebilir (Sekil 4.3). Yabanci DNA parcasinin 6zel Cas proteinleri tarafindan
tanmmasini ve ardindan CRISPR lokusuna islenmesini ve entegrasyonunu igerir. Ilk
olarak viral, transpozon element veya plazmit DNA'ya homolog olan yaklasik 30 bp
uzunlugunda kisa bir protospacer DNA pargasi olusturulur. Bu protospacer dizleri
korunmus kisa (3 veya 4 bp) PAM (Protospacer adjacent motif) dizleri igermektedir.
Casl ve Cas2 niikleazlar1 yabanct DNA’ay1 protoaralik bitisik motif (protospacer
adjacent motif PAM) dizisini spesifik olarak taniyarak kesmektedir. Daha sonra bu
protaspacer dizilerinden spacer dizileri olusturulur ve spacer’lar CRISPR dizisine
entegrasyonu gerceklestirilir (Sekil 4.3). Yabanct DNA parcalari, yardimci Cas
proteinleri tarafindan kii¢iik spacer’lara donistiiriildiikten sonra CRISPR lokusunda
lider sekansma dogru yerlestirilir. Baz1 durumlar da CRISPR dizisinin boyutunu
sinirlandirmak i¢in dizideki bazi eski spacer’larin yok edilmesini gerektirebilir. Bu
nedenle, spacer dizilerin entegrasyonunun zamani, mobil genetik unsurlarla
(bakteriyel patojenler) onceki karsilagmalarin hiyerarsisini yansitr. CRISPR dizisi,
gereksiz veya eski ayiricilart silerek gelisir. Bu yeni spacer dizilerin her biri, bir
protospacer olarak adlandirilan, enfekte edici faj genomunun bazi b liimleriyle eslesir.
Protospacer dizisinin patojenin genomundaki konumu rastgele olmasina ragmen, her
zaman kisa PAM dizilerinden sadece birkag baz ¢ifti CRISPR sistemi tarafindan

taninmaktadir. Dolayist ile kendi genetik materyalinden olmayan yabanci bir DNA’y1
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ayrt ederek, kendini korumanin bir yolu saglanmis olmaktadir (Sekil 4.3).

Gen ifadesi olarak da adlandirilan ikincil basamak, CRISPR dizilerinin ifadesi
ve islenmesi asamasidir (Sekil 4.3). Spacer ve araliklardan olsan CRISPR array’lerinin
ifadesi, aslinda isi yapan kiigiik crRNA'lara sirayla islenen uzun onciil crRNA'nin
transkripsiyonudur. Bu admm, E. coli'deki Cascade kompleksinde oldugu gibi daha
biiyiik bir kompleksin bir alt birimi olarak ¢alisabilen Cas genleri tarafindan kodlanan
endoriboniikleazlar tarafindan katalize edilir (Sekil 4.3) (Brouns, Jore et al. 2008). Bu
crRNA'lar, protospacer dizisine baglandiktan sonra genetik materyali hedefleyen ve
ayrran Cas kompleksi igin kilavuz RNA'lar olarak islev gormektedir (Sekil 4.3)
(Chaterji, Ahn et al. 2017).

Viriis DNA =

\ Plazmit DNA
”forojpﬁ ~ | Plazmit DNA'nin Kesilmesi

1. Adaptasyon /"% Cas1Q) %

Cas1( Cas2 A ,

CasZ’ \ /
[ AN

3 HED-DA Loaderl098 6504321 Y
Cas lokusu Spacer + Aralik
CRISPR array 3.Miidahale

2. Gen ifadesi

V V \/

5 ARRRT AR T 9

(/ \, ’ Uzun 6nciil Pre-crRNA
\\\
—ﬂ ﬂ ﬂ _ 0 Viriis DNA'nin Kesilmesi
J - @
Hedefe 6zgii crRNA crRNA/Cas9
Kompleksi

Sekil 4.3. Dogal CRISPR-Cas tabanl bagisikligin birincil adimlari. Bakteri ve arkea’larda CRISPR/Cas
savunma mekanizmast ii¢ adimda 6zetlenebilir ilk adim adaptasyondur, CRISPR lokusuna
yeni aralayicilar yerlestirilir. ikinci adimda, CRISPR lokusunun transkripsiyonu ve CRISPR
RNA'nin islenmesi gergeklesir. Son adunda ise, patojen veya mobil genetik elementlerin
CRISPR/crRNa kompleksi tarafindan saptanmasi ve kesilmesi iglemidir (Bhaya, Davison et
al. 2011).
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CRISPR miidahalesi, patajone ait hedef niikleik asidin (DNA veya RNA), PAM
sekasini tanityan Cas niikleaz enzim tarafindan potansiyel olarak pargalanmasini
icermektedir. Rehber olarak gorev yapan crRNA ve bir dizi Cas proteininden olusan
riboniikleoprotein kompleksi tarafindan hedef DNA’nin kesilmesi, PAM sekansinin
gerisinde 3 ve 4. baz arasindan gergeklesir. Her ne kadar bakteriler enfeksiyonu
onlemek i¢in CRISPR mekanizmasmi gelistirmis olsa da, virlisler bazen CRISPR-
RNA etkilesiminde veya PAM tanima bdlgelerini rastgele mutasyona ugratarak

CRISPR/Cas sistemini aldatabilir (Seed, Lazinski et al. 2013).
4.4. CRISPR/Cas9 Sisteminin Genom Diizenleme Mekanizmasi

Genom diizenlemenin modu, genomun kendini tamir etme siireci tarafindan
belirlenmektedir. Cas9 hedef bdlgeyi tanimlanmasindan sonra, sgRNA'nin hedef DNA
sekansi ile eslesmesine izin verir. Cas9 endoniikleaz, HNH ve RuvC benzeri
domaininden olusur ve hedef DNA zincirlerini PAM bdlgesinin ii¢ ile dort baz
upstream bdlgesinden keser. HNH domaini gRNAnin baglandigi komplementer DNA
ipliklerini keserken RuvC domaini, gRNA'ya tamamlayic1 olmayan antisens ipligi
keser. Bunun sonucunda ¢ift zincir DNA kiriklar1 meydana (DSB) gelir. Hiicre tamir
mekanizmalar1 tarafindan kiit u¢lu DSB'ler, HDR ve NHEJ onarim yolaklar1 ile
onarilabilir (Sekil 4.4). NHEJ hataya meyillidir ve hedef dizide DNA insersiyonu veya
delesyonuna neden olur (Cong, Ran et al. 2013). sgRNA'nin ¢ift olarak ifade edilmesi,
NHEJ mekanizmasinda biiyiik delesyonlara sebep olmaktadir. Kromozomlardaki
biiyiik delesyonlar, birlikte ifade edilen sgRNA'lar1 kullanan NHEJ mekanizmasi ile
elde edilmistir. HDR onarim mekanizmasi, yalnizca DSB bolgesine gore belirli bir
homolog hedef bolge mevcut oldugunda ¢alismaktadir. Bitkilerde, genom diizenleme
yoluyla, gen degistirme, DNA diizeltmesi ve hedeflenen knock-in gibi bir¢ok
olaganiistli onarim HDR araciligiyla gerceklestirilmistir (Li, Norville et al. 2013).
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Sekil 4.4. DNA kiriklar1 tamir mekanizmast.

SgRNA ve Cas9 proteinini istenen hiicrelere aktarmak igin biyolistik ve
Agrobacterium aracili transformasyon yontemleri kullanilmaktadir. CRISPR/Cas9 ile
genom diizenleme biiyiik 6l¢iide, sgRNA promotorlerinin se¢imine ve Cas9 enziminin
her dokudaki ifadesine baglidir. Evrensel CaMV35S RNA polimeraz II promotorleri,
bitkilerde Cas9 ekspresyonu i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Benzer sekilde, sgRNA
ekspresyonu i¢in U3 veya U6 RNA pol III promotorleri kullanilmaktadir (Belhaj,
Chaparro-Garcia et al. 2013). SQRNA'larin ekspresyon seviyesi, eksojen promotorlere
kiyasla endojen promotdorlerde 6nemli 6l¢iide daha yitiksektir (Sun, Hu et al. 2015).
Buna ek olarak, sgRNA ekspresyonu, monokotiledon veya dikotiledon tiirlerinden
tiiretilen ve sadece monokot veya dikot bitkilerde kullanilabilen U6 promotorleri
tarafindan yonlendirilir (Mao, Botella et al. 2017). CRISPR/Cas9 sisteminin bitki
cekirdeklerine basarili bir sekilde entegre edilmesi i¢in, Cas9 proteinlerinin niikleer
lokalizasyon sinyalleri ile birlesmeleri gerekir (Belhaj, Chaparro-Garcia et al. 2013).
Hedef DNA'y1 sentetik olarak gelistirilmis yaklasik 20 niikleotidlik kisa gRNA
dizileriyle baglamak icin, CRISPR/Cas diizenleme mekanizmasi, protospacer
olustuktan sonra hedef DNA dizisindeki 3-4 bazin kesimini gergeklestiren Cas9
enzimi i¢in PAM 5'NGG motife ihtiya¢ duyulmaktadir (Jinek, Chylinski et al. 2012).
HNH domaini ve RuvC-like domaini gibi tek bir DNA zincirini kesme yetenegine

sahip iki Cas niikleaz domaini bulunmaktadir. CRISPR mekanizmasimnm yiiriitiilmesini
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iceren basit adimlar sunlardir: PAM dizisinin taninmasi, sgRNA’nin olusumu;
sgRNA'nin klonlanmasi, konaker hiicreye transformasyonu, transforme olmus bireysel

organizmalarin se¢imi ve genom diizenlenmis hatlarm dogrulanmasi.
4.5. Bitkilerde CRISPR/Cas9 Aracili Genom Diizenlenmesi

Bugiine kadar, CRISPR/Cas9 tabanli genom diizenleme araglar1 vasitasiyla en
fazla ekilen tarim friinlerinin yanisira model bitkilerde de hedeflenen gen
diizenlemelerine ¢ok sayida basarili ¢alisma yapilmistir. Hedeflenen DNA, GC
icerikleri, Cas9 kodonlari, sgRNA yapist ile Cas9 ve sgRNA ekspresyonu dahil olmak
iizere CRISPR/Cas9 sisteminin diizenleme yetenegini etkileyen bircok faktor
bildirilmistir. CRISPR/Cas9 sisteminden daha yiiksek verim elde edebilmek i¢in tiim

bu faktorlerin yiiksek oranda optimize edilmesi gerekmektedir.
4.5.1. CRISPR/Cas9 Aktarim (iletim) Sisteminin Tasarlanmasi

Bitkilerde gen diizenlemesi i¢in ¢ok sayida galisma yapilmistir. Ancak ilk
zamanlarda CRISPR/Cas9'un verimliligi olduk¢a diisiik bulunmustur (Nekrasov,
Staskawicz et al. 2013). Teknolojideki gelismelerle birlikte, CRISPR/Cas9 i¢in bir¢ok
yiksek verimli vektor aktarim sistemi, viral enfeksiyonunlarin onlenmesi, cis
elementlerin gen yapisinin bozulmasi, genomik delesyonlar, gen nakavti ve multipleks
genom diizenleme gibi birgok ¢alisma i¢in CRISPR/Cas9 sistemleri tasarlanmistir. Bu
diizenleme araglarindaki giincellemeler, Cas9 sisteminin bitki hiicrelerine daha kesin,
dogru ve hedeflenmis olarak verilmesine izin vermistir. Yeni Cas9 varyantlarmin
olusturulma ¢alismalari, nakavt mutantlar i¢in verimli tarama ydntemlerinin
gelistirilmesi, vektor se¢imini ve Cas9 ekspresyon kaseti i¢in en uygun dagitim

sisteminin olusturulmasi ve kullanilmasina yonelik ¢alismalari igermektedir.
4.5.2. CRISPR/Cas9 Sistemi icin Tasiyic1 Vektorler

Benzersiz bir sgRNA ekspresyon kasetinin olusturulmast dogrudan SgRNA
ifade kasetinin yapisia bagl olup bu adim CRISPR/Cas9 aracili gen diizenlemesinin
en onemli adimini olusturmaktadir. 20 niikleotit hedef sekansli gRNA ve scaffold 98
niikleotitten olusan Cas9/sgRNA kompleksi i¢in bir kilavuz sistem olarak calisir
(Nishimasu, Ran et al. 2014). Bitkilerde, RNA polimeraz III, sgRNA'nin
transkripsiyonu i¢in kullanilmakta ve ekspresyon ¢ogunlukla U3 veya U6 promotdrleri
tarafindan yonetilmektedir (Li, Norville et al. 2013). SgRNA U3/U6 promotorlerinin

ekspresyon kasetlerinin uzunluklari ¢ok kii¢lik oldugundan, bu ekspresyon kasetlerini
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olusturmak icin yaklasik ~ 300-600 bp, iist iiste ¢akisan PCR veya adaptor ligasyonu
uygulanmaktadir. Gibson assembly veya Golden Gate klonlama stratejileri, sgRNA
ekspresyon kasetinin CRISPR/Cas9 sistemi igin ikili vektorler olarak dogrudan

klonlanmasin1 saglamaktadir.

Cas9 enzimi, yaklasik olarak 4107 bp kodlama dizisinden olusmaktadir
(Nishimasu vd. 2014). Okaryotlarda Cas9 niikleer lokalizasyonu i¢in, Cas9 kodlama
sekansi niikleer lokalizasyon sinyali ile birlestirilmelidir. Bitkilerde gelismis genom
diizenleme icin yiiksek verimli ve optimize edilmis Cas9 ekspresyon kasetleri
tasarlamak icin, Cas9 dizileri kodon optimizasyonlarinin yapilmas: gerekmektedir.
Ornegin, celktikte ve Gramineae familyasinda kodon ile optimize edilmis Cas9p
kullanimi, GC igeriklerinin artirilmast ile gelistirilmistir (Li vd. 2013). Yaygin olarak
35S Karnabahar mozaik viriisii (CaMV) ve A. thaliana, ¢eltik ve misirdan ubikitin gibi
konstitiitif promotorler, kallus bazli transformasyon yaklasimlar1 kullanilarak yiiksek
dogrulukta hedeflenmis gen diizenleme i¢in dikotlarda ve monokotlarda Cas9

ekspresyonunu yonetilebilmektedir (Tsutsui, H. and T. Higashiyama 2017).

CRISPR/Cas9 aracili genom diizenlemede tekli vektor sistemi ya da ikili vektor
sistemi kullanilmaktadir. Hizli test edilebilmesinden dolay1 uzun yillardir ikili vektor
sistemi kullanilmaktadir. Birkag gRNA'ya ve bir Cas9 protein igeren ekspresyon
kasetine sahip olan herhangi bir spesifik vektor, bitki transformasyonu igin
kullanilabilir. Hem gRNA hem de Cas9 proteinini birlikte barindiran bitki ifade
vektorleri daha kullanishidir. Genel olarak, tek vektorli sistemlerde, RNA polimeraz
III aracili promotorlar (U6/U3) gRNA’y1 ifade ettirmek i¢in kullanirlirken, RNA
polimeraz II'ye dayali ubikutin ve CaMV35S promotorlari, Cas9 gen ekspresyonu i¢in
kullanilmaktadir. CRISPR/Cas9 genom diizenleme sisteminde arastirmalarin giderek
artmasina bagli geligmeler, arasgtirmacilarin gRNA ve Cas9 geninin ifadesini
diizenlemek i¢in daha akilli vektor sistemleri gelistirmesine imkan saglamaktadir. Son
zamanlarda, tekli vektor sisteminde tekli polimeraz II ve ikili polimeraz II promotorlar1
kullanilmaya baslanmistir. Tekli polimeraz II vektorleri, ayn1 anda gRNA ve Cas9
geninin ifadesini yonetmek i¢in kullanilirken, ikili polimeraz II vektorleri, gRNA ve
Cas9 geninin ifadesini saglamak i¢in iki farkli promotordan yararlanilir. CRISPR/Cas9
sisteminde yapilan bu yeni gelismeler vektor boyutlarmin azaltilmasina yardimci
olmaktadir ve bdylelikle transformasyon etkinligini artirilabilmektedir. Giiniimiizde

hayvan, bitki ve diger bir¢cok organizma i¢in CRISPR/Cas vektdrleri gelistirilmis ve
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ticarilestirilmistir. Addgene ve Genscript gibi vektor veritabanlar1 giliniimiizde

mevcuttur ve calismalarin amacimna gore vektor erisimine izin vermektedir.
4.5.3. CRISPR/Cas9 Yapisim1 Tasarlamak icin Biyoinformatik Araglar

Son derece hassas genom diizenleme i¢cin en Onemli adimlardan biri,
CRISPR/Cas9 igin bir sgRNA vyapisi tasarlamaktwr. Bugiline kadar c¢ok sayida
biyoinformatik ara¢ gelistirilmistir ve sgRNA tasarimi i¢in c¢evrimigi olarak
mevcuttur. Tablo 4.1'de gosterildigi gibi, bitki veri tabanlarina sahip ve yeni hedef
bolgelerin belirlenmesi igin sgRNA'nin tasarimima izin veren bir¢ok erisilebilir
cevrimi¢i ara¢ bulunmaktadir. Ornegin CRISPR Design (http://www.genome-
engineering.org), Zhang ve arkadaslari tarafindan sgRNA'y1 tasarlamak i¢in gelistirildi
ve ayrica hedef dig1 mutasyonun degerlendirilmesine yardimci olmustur. 2014 yilinda,
Xie ve galisma arkadaslari, CRISPR / Cas9 tabanli genom diizenleme i¢in etkili
sgRNA yapilar1 tasarlamak amaciyla CRISPR-PLANT
(http://www.genome.arizona.edu/CRISPR) adli bir web aracini basariyla gelistirdiler
(Hsu, Scott et al. 2013). Benzer sekilde, CRISPR-P (http://cbi.hzau.edu.cn/crispr/),
mevcut bir dizilenmis genoma sahip her bitki i¢in sgRNA'nin tasarimini
kolaylastirmakta ve ayrica hedef dis1i baglanmalarin degerlendirilmesine yardimci
olmaktadir (Lei, Lu et al. 2014). Ancak birgok online gRNA dizayn programlarinda,
programda yiiklii olan bitki genomuma baglh kalindigindan smirli sayida bitki i¢in

gRNA dizayn etmeye izin vermektedir. Benchling ( https://benchling.com/) herhangi

bir niikleotid dizisine gRNA tasarlamaya izin veren dzgiir bir online aragtir.

Tablo. 4.1. gRNA tasarlamak i¢in kullanilan online programlar
Arac Adi Aciklama ve islevi Web Link

LncRNA'lar igin sgRNA
CRISPRInc tasarlama, tiim tiirler igin ¢alisir (http://www.crisprinc.org)

Referans olmayan ¢esitler i¢in
sgRNAtasarimi, birden fazla geni
CRISPR-Local hedefleyebilen sgRNA'y1 tahmini  (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR-Local/)

Hedef bolge skor tahmini, analizi

CRISPR-P 2.0 ve hedef sekans tespiti (http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/)
Hedef tabanli sgRNA'nn etkili
CRISPRpred  tasarimui igin in silico tahmini (https://github.com/khaled-buet/CRISPRpred)

Hem kodlayan hem de
kodlamayan hedeflere 6zel, hedef
dis1 bolgeler ve fonksiyonel
CRISPR-DO  korumasiyla ilgili bilgiler saglar  (http://cistrome.org/crispr/)

SgRNA i¢in hedef tahmini,
CRISPy sonugclarin grafiksel gosterimi (http://crispy.secondarymetabolites.org/)
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RNA aracili endoniikleazlar, hedef
dis1 ve out-of frame sorlar

Cas-Designer  hakkinda tiim bilgileri saglar (http://rgenome.net/cas-designer/)
Olast hedef dis1 sgRNA tabanli
CCTop hedef tahmini (https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/)
Hem hedefe yonelik hem de hedef (https://research.microsoft.com/en-
Azimuth dis1 modeller i¢in sgRNA tasarimi  us/projects/azimuth/)
Minimum off-target'a sahip
CRISPRdirect sgRNA tasarimi (https://crispr.dbcls.jp/)
CRISPR- Belirli bitki tiirleri i¢in spesifik
PLANT sgRNA'lar olugturma (https://www.genome.arizona.edu/crispr/)

Hedeflenen diziler i¢in sgRNA

goriintiileme, tahmin edilen off-

targets hedefler igin kesim skorlar1 (https://www.bioconductor.org/packages/relea
CRISPRseek  firetir se/bioc/html/CRISPRseek.html)

RNA aracili endoniikleazlara
dayali, hedef dig1 bolgeleri tespit

Cas-OFFinder  etmek i¢in saglam (http://www.rgenome.net/cas-oinder/)
Potansiyel hedef bolge (https://mww.e-crisp.org/E-
E-CRISP degerlendirmesi CRISP/designcrispr.html)
Hedef bolgelerin yiiksek
SSFinder dogruluklu tespiti (https://code.google.com/p/ssinder/)
GPPWeb (https://mwww.broadinstitute.org/rnai/public/an
Portal Potansiyel sgRNA skorlar1 retir  alysistools/sgrnadesign)

Sentetik sgRNA olusturur, enzim
kesimi i¢in potansiyel bdlgeleri
CRISPR-P tahmin eder (https://chi.hzau.edu.cn/crispr)

SgRNA i¢in en uygun hedef
bolgeleri tespit eder, hedef boleler
CHOPCHOP  i¢in potansiyel skorlar olusturur (https://chopchop.cbu.uib.no/)

Daha az hedef dis1 etkiye sahip

sgRNAcas9 sgRNA'nin hizli tasarimi (https://mww.biootools.com/col.jsp?id=103/)
Hedef bolgeler icin hassas sgRNA

CRISPR oluturma, hedef dis1 bolgeleri

Design degerlendirme (http://www.genome-engineering.org)

4.5.4, Bitkilere CRISPR/Cas9 Vektoriiniin Aktarim Yontemleri

CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme i¢in hem sgRNA hem de Cas9 geninin
ekspresyon kasetlerini barindiran tasiyici vektorler, bitki hiicrelerinde hedeflenen
bolgelere tagimnmalidir. Tasiyict vektorlerin transformasyonu igin genellikle ¢igek
daldirma (floral dip), biyolistik ve Agrobacterium aracili gen aktarim yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler genellikle lizerinde calisilan bitkiye ve ¢aligmanin
amacma gore secilmektedir.  Giliniimiizde, bitki transformasyonu i¢in riboniikleo-
protein kompleksi, plazmit aktarimi ve viriis aracili aktarim sistemleri gibi gelismis
stratejiler de uygulanmaktadir. Virlis aracili aktarim sisteminin kullaniminda belirli

smirlamalar vardir, ancak viriis aktarim sistemini kullanan bitkilerde birka¢ ¢alisma
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yapilmistir (Ali, Eid et al. 2018). Gegici bir ifade sistemi, CRISPR/Cas9 aracinin
etkinligini ve yapilabilirligini analiz etmek i¢in vektoriin protoplasta transferinde
arastrmacilar tarafindan yaygimn olarak kullanilmaktadir (Jiang, Zhou et al. 2013).
Cas9 gen ekspresyon kasetlerinin dogrudan iletimi i¢in biyolistik ve PEG aracili
transformasyon teknikleri kullanilabilir (Wolter and Puchta 2017). Bununla birlikte,
bir¢ok bitki tiiriinde bu yaklasimla iliskili biiyiik bir dezavantaj olusturan kalitsal
hedeflenmis mutasyonlar nedeniyle bitkileri protoplasttan yeniden iiretmek zordur.
Agrobacterium aracili transformasyon, dikot ve monokotlarda CRISPR/Cas9
sisteminin kararli transformasonu i¢in olduk¢a verimli bir yaklasimdir (Char,

Neelakandan et al. 2017, Zhang, Zhang et al. 2018).
4.5.5. Genom Diizenlenmis Bitkilerde Mutant Tarama Stratejileri

CRISPR/Cas9 sistemi, istenen mutantlar1 gelistirmek i¢in genom diizenleme
teknolojisinde ¢igir acan bir yeniliktir ve bugiine kadar CRISPR/Cas9 sistemi
tarafindan, domates (Jacobs, Zhang et al. 2017) ve ¢eltik i¢in genomik 6lgekli mutant
kitaphig1 gibi ¢ok sayida mutant kitaplig1 olusturulmustur (Meng, Yu et al. 2017).
Genom diizenleme yaklasimlar1 i¢in uygulamalar giin gegtikce arttigindan, bilim
insanlarmin hedef dis1 ve hedefe yonelik mutasyonlar ve genom diizenlenmis bitkilerin
bir sonraki jenerasyonlarinda transgenleri kalict olup olamadigini tespit etmek

amaciyla bir strateji kullanarak ¢ok sayida mutanti taramasi gerekmektedir.

Mutant taramayla iligkili smnirlamalarin iistesinden gelebilmek igin, kritik
sicaklikta polimeraz zincir reaksiyonunda (ACT-PCR) baglanma, yiiksek
¢Ozliniirliikli erime analizi (HRM), poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) aracili
genotipleme, T7 endoniikleaz I (T7EI) yaklasimi ve restriksiyon enzim bdlgesinde
olusan mutasyon teknigi gibi farkli teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerin kendi
icinde artilar1 ve eksileri bulunmaktadir. Agik bir fenotipe sahip oldugu zaman bir
mutant hizla tespit edilebilmektedir. Ornegin, CRISPR/Cas9 sistemi yoluyla phytoen
desatiiraz  geni  mutasyona ugradiginda, goriiniir bir albino  fenotipi
gozlemlenmektedir. Bu tarz genler genomu diizenlenmis bitkilerini saptamak i¢in
fenotipik bir markor olarak kullamilmustir. Ek olarak, transgenik bitkiler de bazi
herbisit/antibiyotik secilebilir markdrler kullanilarak taranabilir. Ancak gorsel
fenotipler ve hedeflenen genler arasinda bir baglant1 kurmak, fenotip aracili taramayla
iliskili tek zorluktur. Diger yaklasimlardan birisi olan, yiiksek verimli dizileme ile,

CRISPR/Cas9 sistemi ile olusturulan tiim mutantlar1 taramak i¢in oldukga verimli ve
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hassas bir stratejidir. CRISPR/Cas9 tarafindan diizenlenen DNA igermeyen bitkilerin
tespiti igin, tiim genom dizileme olduk¢a faydali ve kullanighdir (Bell, Magor et al.
2014).

4.6. Gen Fonksiyon Cahsmalarinda CRISPR/Cas Sisteminin Uygulamalari

CRISP/Cas aracili genom diizenleme, Cas enzim aktivitelerine ve DSB onarim
mekanizmasina bagli olarak bir¢ok potansiyel uygulamaya sahiptir. DSB onarimlari,

farkli uygulamalara yol agan birkag¢ farkli sonuca neden olabilir.
4.6.1. CRISPR/Cas Kullanilarak Tek Bir Genin Susturulmasi

Gene nakavt/susturma, CRISPR/Cas tabanli genom diizenlemelerinde yaygin
olarak kullanilan uygulamalardan birini olusturmaktadir. Bunun baslica nedeni, gen
diizenleme ve onarim mekanizmalaridir. En yaygin kullanilan CRISPR/Cas9 ve diger
CRISPR/Cas sistemleri genellikle ¢ift sarmalli DNA'y1 keser ve bir DSB olusturur.
Cogu durumda, bir DSB NHE] tarafindan onarilmaktadir. Rastgele bir veya daha fazla
niikleotidin silindigi veya eklendigi gerceginden dolayi, eger bir protein kodlayici gen
ise, temel c¢er¢eve kaymasit nedeniyle hedeflenen genin ifadesini kesintiye
ugratmaktadir. T-DNA mutageneziyle karsilastirildiginda, CRISPR/Cas kaynakli gen
susturmanin birgok avantaji vardir. En biiyilk avantaji, CRISPR/Cas tabanli gen
diizenleme hedefe Ozgiidiir, baska yan etkiler olmaksizin tek bir gen
hedeflenebilmektedir. Boylece, CRISPR/Cas sistemi bir geni amaca yOnelik olarak
hizl1 ve kesin bir sekilde susturabilir. Bu, 6zellikle bir gen islevini incelemek veya
belirli bir gen tarafindan kontrol edilen baz1 istenmeyen 6zellikleri ortadan kaldirmak
icin yararlidir. Bu nedenle, bu yontem gelistirildiginden beri, CRISPR/Cas sistemi, tek
bir geni susturmak i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, temel ¢erceve
kaymasi anlamsiz mutasyona neden olacagi ve farkli bir proteini kodlayacag: i¢in,
biiyilk Olciide bir protein kodlayan genin islevini incelemek i¢in kullanilabilir.
Kodlanmayan RNA genleri, 6zellikle mikroRNA'lar (miRNA'lar) gibi kiigiik RN A'lar,
hem bitki hem de hayvanlar alemindeki hemen hemen tiim biyolojik ve metabolik
stireglerde cok yonlii islevlere sahip kapsamli bir kiiciik RNA smifidir. Temel ¢erceve
kaymasi1 genel olarak miRNA'larin protein kodlayan geni {izerindeki hedeflenmesini

etkilemedigi i¢in onlar1 biiyiik 6l¢iide susturmak biraz zordur.
4.6.2. CRISPR/Cas ile Hedef Bazh Gen Aktarim

Agrobacterium aracili gen transformasyonu, geleneksel olarak, yabanci DNA
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dizilerini igeren T-DNA ekleme yoluyla bir bitki hiicresindeki tek bir geni asir1 ifade
etmek i¢in kullanilir. Bununla birlikte, aktarilan bir genin bir bitki genomuna rastgele
girisi, diger islevsel genleri susturmak da dahil olmak {izere her zaman bir¢ok
istenmeyen etkiye neden olmaktadir. CRISPR/Cas genom diizenleme ile DNA dizisini
belirli bir bolgeden kesebilir ve ardindan HDR araciligi ile bu kesilen bolgeye yabanci
bir DNA dizisi (hedeflenen gen) eklenecektir. Bu nedenle, CIRSPR/Cas, bir yabanci
geni diger genleri kesintiye ugratmadan bir genom i¢indeki belirli bir konuma hassas
bir sekilde eklemek i¢in kullanilabilir. Gen susturma ile karsilastirildiginda,
CRISPR/Cas tabanli gen ekleme, daha diisiik genom diizenleme etkinligi ile ¢ok daha
zor ve biraz daha karmasiktir. Son zamanlarda, Kim ve arkadaslar1 (2020),
CRISPR/Cas gen ekleme sistemini modifiye etmis, bir riboniikleoprotein (RNP)
kompleksi ve DNA parcas: (antibiyotik direng geni) kombinasyonunu kullanarak
yiiksek verimlilikte (%37) basarili bir sekilde gen ekleme elde etmislerdir (Kim, Lee
et al. 2020). Bununla birlikte, uzun dizilerin ve genlerin CRISPR/Cas9 ile eklenmesi
veya degistirilmesi bitkilerde hala zorlayicidir. Son zamanlarda Lu ve ark. (2020),
uzun DNA dizilerini aktarmak i¢cin kimyasal olarak modifiye edilmis donér DNA ve
CRISPR/Cas9'u kullanmis ve %25'lik bir verimlilikle ¢eltik genomuna 2.049 baz ¢ifti
(bp) eklemeyi basarmustir (Lu, Tian et al. 2020). CRISPR/Cas tabanli gen ekleme
etkinliginin zamanla gelistirilmesi ile CRISPR/Cas tabanli gen ekleme, herhangi bir
pozisyon etkisi olmaksizin belirli genleri asir1 ifade etmek icin tiim bitkilerde
kullanilabilecek etkin bir gen aktarim yontemi olarak kullanilabilme potansiyeli

tasimaktadir.

CRISPR/Cas9 aracili ile gen mutasyonlar1 ve istenmeyen genler degistirmek
miimkiindiir. HDR'nin dogas1 geregi, herhangi bir dizi DSB bdlgelerinin etrafina
orijinal genom dizisi eklenebilir ve degistirilebilir. Dolayisiyla, gen dizilerinin
mutasyonlari, hatta nokta mutasyonlar1 veya herhangi bir istenmeyen dizileri varsa,
bunlar1 degistirmek i¢in orijinal dizilerle homolog bdlgelere sahip istenen bir
gen/DNA dizisini kullanabiliriz. CRISPR/Cas tabanli gen ekleme ile ayni sekilde,
CRISPR/Cas tabanli gen degisimide diisiik verimlilige sahiptir. Son zamanlarda, Li ve
arkadaglart (2019), DNA'siz riboniikleoprotein kompleksinin verilmesi yoluyla
celtikte asetolaktat sentaz geni (ALS) degisimi basarili bir sekilde elde etmek i¢in
transkript sablonu HDR'yi kullanmustir.
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4.6.3. CRISPR/Cas Aracili Baz Diizenleme

Nokta mutasyonlari, bitki genom ve genetiginde yaygin bir durumdur. Farkl
hastaliklara direnclilik gibi bircok bitki 6zelligi, tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
tarafindan kontrol edilir ya da diizenlenir. Bu nedenle, bir genom i¢indeki tek bir
niikleotidi tam olarak degistirmek i¢in genomik bir arag¢ gelistirmek onemlidir ve ayni
zamanda gereklidir. HDR bazli CRISPR/Cas9, istenen niikleotid degisimini i¢ceren bir
DNA zincirini uyararak tek bir niikleotid degisikligini indiiklemek veya olusturmak
i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte HDR ile degisim, 6zellikle boliinmemis hiicrelerde
nokta mutasyonlarmi onarmak i¢in ¢ok diisiik oranda gergeklesir. CRISPR/Cas9
sisteminin muazzam potansiyelleri ve tek baz genom diizenleme {izerindeki genis
uygulama nedeniyle, bilim adamlar1 CRISPR/Cas sistemini bir genom i¢indeki belirli
bazlar1 diizenlemek i¢in bir CRISPR/Cas baz editorii gelistirmistirler. Giintimiizde,
CRISPR/Cas tabanli baz diizenleme, bu gelismekte olan son teknolojinin en 6nemli

ilerlemelerinden ve uygulamalarmdan biri haline gelmistir.

CRISPR/Cas9 tabanli baz diizenlemenin temel prensibi, gRNA'nin belirli bir
DNA dizisini taniyabilmesi ve ardindan belirli bir baz1 farkli bir baza
doniistiirebilmesidir. Bunu basarmak igin Cas9 enzimi DSB'ler iiretemez. Boylece,
bilim adamlar1 yabani tip Cas9 enzimlerini Cas9 (nCas9) olarak degistirerek daha
sonra Olii Cas9 veya dCas9 olarak adlandirilan Cas9'u etkisiz hale getirmislerdir. Hem
nCas9 hem de dCas9, gRNA'larin yardimiyla spesifik DNA dizisine baglanabilir.
Daha sonra bilim adamlari, spesifik bir DNA bazini degistirmek igin bu cas9’lar1 bir
baz doniisiim enzimini birlestirdiler. Su anda kullanilan iki tane baz donistiiriicii enzim
vardir, biri sitidin deaminaz (CD) ve digeri adenin deaminazdir (AD). CD, niikleotid
degisimini C'den U'ya doniistiiriir ve daha sonra C-G'den T-A'ya degisimi saglamak
icin T haline gelir. AD, niikleotid degisimini A'dan I'ye doniistiiriir ve daha sonra A-
T'den G-C'ye son degisimi elde etmek i¢in G haline gelir. Sitidin deaminaz tabanli baz
diizenleme (CBE), bugday basta olmak iizere bir¢ok tarim {iriiniinde ve bitki tiiriinde
kullanilmistir (Xu, Song et al. 2019). CBE ayrica herbisite dayanikli bitkiler
olusturmak ve ayrica bagka amaglar i¢in kullanilmaktadir (Shimatani, Fujikura et al.
2018). Son zamanlarda CRISPR/Cas9 baz diizenleme, anlamli kodu anlamsiz koda
degistirerek nakavt mutantlar1 olusturmak icin de kullanilmaktadir. CRISPR/Cas9
tarafindan olusturulan nakavt NHEJ ile karsilastirildiginda, CRISPR/Cas baz
diizenleyici kaynakli nakavt, kolay calisma ve yiiksek verimlilik gibi daha fazla
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avantajlara sahiptir (Sekil 4.4). (Zhang, Zhang et al. 2020).

Cas9

Modifik T — . G
; PAM PAM e
_‘——\———ﬂ"(——— A l'-u(;{',,.&hmn-un
A PAM dCas9 cD
‘ D re digt bnrakmss — . 1
e p =__ ==
X —\.__._KPTM“ PAM A
WL & B GCnim A-Tye dininpiond
Akthyasbe
NHEJ e Kalip 2
T =g Gen
e o e \_..A'p'.“ﬁ ~—3»| CRISPRa | ~—p= Aktivasyonu
T TIITIIOON . A
» Represie
ynda TN ITIITIT. B Gen
I m i s _‘l—} CRISPRi | =91 Baskilanmasi
— =" ==
‘ ‘ PAM
Gen Gen ;’.’_‘b e DNA De
Susturma Ekleme - __.\___K._”" e Metlasyonu
PAM
-% 2 Histon
< ')" —p | Modifikasyonu
T — L
PAM
Sekil 4.4. CRISPR/Cas genom diizenlemesinin gen fonksiyonel c¢alismasinda uygulanmasi.

CRISPR/Cas sistemi, gen fonksiyonel ¢alismalarinda gesitli uygulamalara sahiptir. DNA ¢ift
zincir kirik (DSB) onarim mekanizmasia dayanan CRISPR, bir ¢ift niikleotidin eklenmesi
veya silinmesi ve homolog olmayan ug birlestirme (EHEJ) ile onarilmasi yoluyla dogrudan
gen nakavtina (susturma) neden olabilir; Fakat, bir DNA donoérii ile birlikte homolog
yonlendirmeli onarim (HDR) gerceklestiyse, CRISPR/Cas genom diizenleme araci,
istenmeyen bir gen degisimine, asir1 ekspresyonuna (knockin) ve tek bir genin aktarimi igin
kullanilabilir. Ayrica Cas9 enzimi, transkripsiyon efektorii veya dCas9 ile birlestirilmis diger
enzimler ile devre dis1 birakilirsa, CRISPR/Cas sistemi diizenleme, epigenom diizenleme ve
gorintillemede kullanilabilir.

4.7. Domates Islahinda CRISPR/Cas Uygulamalari

CRISPR / Cas sistemi, genom diizenleme araglar1 igerisinde son teknoloji bir
ara¢ olarak kabul edildiginden beri umut vaat eden bir teknoloji olarak, mahsul
yetistiriciligini iyilestirmek i¢in hem bilimsel arastirmacilar hem de endiistriler
tarafindan ilgi gormektedir. Bitkilerde uygulandigindan bu yana kisa bir siire iginde,
CRISPR / Cas tabanl genom diizenleme sistemleri, piring, bugday ve domates dahil
olmak tizere bir¢ok tiriinlerde kullanilmaktadir (Li, Unver et al. 2017). Giiniimiizde,
CRISPR / Cas genom diizenlemesi, biyotik ve abiyotik strese direngli bitki geligiminin
yani sira bitkilerin gelisim ve verim Ozelliklerinin iyilestirilmesi, sekonder

metabolitlerin iceriginin degisimi i¢in dnemli bir biyoteknolojik arag¢ haline gelmistir.
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4.7.1. CRISPR/Cas9 Kullanilarak Biyotik Stres Faktorlerine Direncli
Domates Gelistirilmesi

Biyotik stresler arasinda viriisler, bakteriler, mantarlar ve bocekler bulunur ve
bunlarmn tiimii bitkilere saldirip zarar verebilir (Langner, Kamoun et al. 2018). Hasere
ve patojen kaynakli hastaliklar, domates, pamuk ve bugday gibi baslica mahsuller de
dahil olmak tizere bir¢ok bitki icin bilyiik bir sorundur. Biyotik faktorler sadece bitki
bliylimesini ve gelisimini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda mahsul verimini ve
Kalitesini digiirlir, hatta bazi durumlarda yilizde yiiz verim kayiplarina neden
olmaktadir. Bitkilerin gesitli hastaliklara karsi tepki olusturmak igin sahip olduklar1
karmasik bir siire¢ ve mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar ile iligkili birgok gen
bulunmaktadir. Transgenik teknolojileri, farkli patojene karsi yiiksek toleranshi
transgenik bitkileri elde etmek icin belirli genleri asir1 ifade etmek icin kullanilmis
olmasina ragmen, hastaliklara kars1 bitkinin tepkisinde tek bir genin 6nemli bir baskin
rol oynamamasi nedeniyle kiigiik bir ilerleme kaydedilmistir. Bununla birlikte,
istenmeyen bir genin susturulmasi sonucunda patojenlere kars1 bitki toleransi sagladigi
goriilmektedir. Bu nedenle, CRISPR/Cas9 bir genom diizenleme araci olarak
kullanildigindan, fungus, viriis ve bakterilerin neden oldugu ¢esitli hastaliklara kars1
bitki direncine sahip genom diizenleme mutantlar1 olusturmak i¢in kullanilmaktadir

(Arora and Narula 2017).

Tablo 4.2. Biyotik stres fakotorlerine direngli CRISPR-Cas9 tabanli domates gelistirilmesi

Hastahk Hedef gen Sonu¢ Referans

direnci

Fungus DMR6 Tyl kiif kars: direnglilik (de Toledo Thomazella,
(Downy mildew) Brail et al. 2016)

Fungus SiMlo Kiillemeye direnglilik (Nekrasov, Wang et al.
(Powder mildew) 2017)

Fungus PMR4 Kiillemeye direnglilik Koseoglu, 2017
(Powder mildew)

Fungus  Solyc08g075770  Fusaryum solgunluguna duyarlilik (Prihatna, Barbetti et al.
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ~ 2018)

Fungus MAPKS3 Kursini kiif hastaligina duyarlilk (Zhang, Wang et al. 2018)
(Botrytis cinerea)

Bakteri  SIJAZ2 Bakteriyel leke hastaligina direnglilik (Ortigosa, Gimenez-lbanez
(Pseudomonas syringae pv.) et al. 2019)

Bakteri  SIDmr6 Bekteriyel direnglilik (Deng, Shi et al. 2015)
(Xanthomonas, Pseudomonas ve
Phytophthora capsici)
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Viriis Viriisiin CP Domates sar1 yaprak viriisiine (Tashkandi, Ali et al. 2018)

ve Rep geni kars1 direnglilik (TYLCV)
Viriis DCL2 Papates x viriisii, Tiitlin mozaik viriisii ve (Wang, Hardcastle et al.
domates mozaik viriisiine duyarlilik 2018)
Viriis elF4E1 Potyviriislere direnglilik (Yoon, Venkatesh et al.
tobacco etch virus (TEV) 2020)

Biber benek viriisii((PepMoV))

Funguslar, kiilleme, kiif, mildoyo, pas ve g¢ilirime gibi birgok hastaliktan
sorumludur ve bu da {iriin verimi ve kalitesinde 6nemli kayiplara neden olabilir
(Borrelli, Brambilla et al. 2018). Kiilleme domates gibi tarimsal agidan onemli
mahsuller dahil olmak tizere bir¢ok bitki tiirtinde fungal patojenlerin neden oldugu
yaygin bir hastaliktir (Nekrasov, Wang et al. 2017). Domateste, on alt1 Mlo geni vardir,
SIMIol ile SIMIo16, SIMlo1 kiilleme duyarliligina neden olmaktadir (Zheng, Appiano
et al. 2016). Bir c¢alismada, CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak MILDEW-
RESISTANCE LOCUS O (SIMlol) geninin susturulmasi sonucunda  kiilleme
hastaligina direngli domates bitkisi elde edilmistir (Nekrasov, Wang et al. 2017).
Botrytis cinerea, kursini kiif hastaligina neden olan ve hem hasat 6ncesi hem de hasat
sonrasi asamalarda ciddi ekonomik kayiplara neden olan hava ile tasinan bir bitki
patojenidir. CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanarak Mitogen-activated protein kinase
3 (MAPK3), geni B. cinerea'ya direng sagladigi gosterilmistir (Zhang, Wang et al.
2018).

Tespit edilemeyen asemptomatik enfeksiyonlar ve uygun tarimsal kimyasallarin
eksikligi nedeniyle, bitki patojeni bakterileri kontrol etmek zordur. Bu patojenlere
kars1 genetik olarak direngli bitkiler kullanmak en etkili stratejidir. Birgok bakteri
cesitli bitki hastaliklarma neden olur. Pseudomonas syringae, domates bitkilerinde
bakteriyel benek hastaligina neden olarak iiretkenligi ve pazarlanabilirligi olumsuz
yonde etkiler. Jasmonatezim domain protein 2 (JAZ2), A. thaliana'da P. syringae'ye
kars1 savunmaya katkida bulunmaktadir (Gimenez-lbanez, Boter et al. 2017). Bilim
adamlar1 JAZ2 geninin represorii olan J4Z24jas (C-terminal jasmonate associated
(Jas) domain) domates bitkisinde CRISPR/Cas sistemi ile susturulmustur. J4Z24jas
baskilayicilari, P. syringae'ye karsi domates bitkisinde diren¢ saglarmaktadir, bu da
bitkilerin bakteriyel leke hastaligma karst korunmasi icin CRISPR-Cas9 tabanl bir
stratejinin arazilerde uygulanabilecegini gostermektedir (Ortigosa, Gimenez-lbanez et
al. 2019).
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Ortigosa ve arkadaslari (2018) CRISPR/Cas9 kullanarak domateste SiJaz2
genini susturdu ve genomu diizenlenmis bitkileri, bakteriyel benek hastaligina direng
gosterimis  fakat, nekrotrofik mantar patojeni Botrytis cinerea'ya direng

gostermemistir.

CRISPR/Cas teknolojisi, viriislere karsi yliksek direngli genom diizenleme
tesisleri olusturmak i¢in de kullanilmaktadir. Bitki viriisleri dogal ortamda her yerde
bulunur ve siklikla bitkileri enfekte eder ve bitki biiytimesi ve gelisimi lizerinde 6nemli
etkilere neden olur. CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak viriise direngli bitki
gelistirmede iki farkli strateji izlenmektedir. Birinci stratejide bitki genomunda
bulunan ve antiviral 6zellikler veren domates genlerinin modifiye edilmesinden
olusur. ikici strateji ise hastaliga neden olan olan viriisii hedefleyen CRISPR/Cas9
sistemini bitkiye aktarilarak bitkinin viiriise karsi dogal bagislik olusturamasidir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak domates bitkisinde elF4E1 geni basariyla
susturulmustur. Elde edilen IF4AE1 mutant domateslerde, biyokiitle ve gigeklenme
zamani dahil olmak tizere diger 6zellikleri etkilemeden 6nemli viral hastaliklara neden
olan Potyviriislere karsi direnglilik kazandirilmistir (Bastet, Zafirov et al. 2019, Yoon,
Venkatesh et al. 2020). Yine ayni sekilde, Domates Dicer-like 2 (DCL2) geni
hedeflenerek elde edilen dcl2 mutantlari, patates X viriisii, tiitiin mozaik viriisii ve
domates mozaik viriislerine direng gostermistir. Sonug¢ olarak DCL2 geninin RNA
viriislerine kars1 savunma mekanizmasmda yer aldigini diisiindiirmektedir (Wang,
Deng et al. 2018). Buna 6rnek olarak, TYLCV, 6nemli derecede iirlin kayiplarina
neden olabilecek en 6nemli viral domates patojenlerinden biridir. Yapilan bir
calismada, 35S promotérii ile yonlendirilen Cas9 endoniikleaz ve U6 promotorii ile
yonlendirilen viral kilif proteinini ve replikaz genlerini hedefleyen sgRNA'lar i¢eren
vektor olusturulmustur. Elde edilen bitkiler, TYLCV enfeksiyonuna direng agisindan
analiz edilmistir. Viriis birikiminin WT (Wilt type) bitkilere gore son derece diisiik
oldugu ve viral genomun hedef bdlgesinde delesyonlarin tespit edildigi gdsterilmistir
(Wang, Zhang et al. 2019). Bu tiir bir bagisiklik, isteminin nesilden nesile aktarilarak
aktif kaldigi, bu da CRISPR/Cas9 sisteminin viriise direngli bitkiler gelistirmek igin

yararl bir teknik oldugunu gostermektedir.
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4.7.2. CRISPR/Cas9 Kullamlarak Abiyotik Stres Faktorlerine Direncli

Domates Gelistirilmesi

Charles Darwin'in evrim teorisine gore, hayatta kalan en entellektiiel veya en
giiclii tiir degil, kendisini i¢cinde buldugu degisen ortama en iyi uyum saglayabilen
tirdir (Darwin and Costa 2009). Kiiresel 1sinmanm giderek artmasi ile birlikte
meydana gelen abiyotik stres, bitkilerin biiylimesi ve gelismesini énemli derecede
etkilemektedir. En yaygimn abiyotik stresler arasinda kuraklik, tuzluluk, soguk, asiri
sicakliklar ve cevre kirliligi ele almabilir. Her biri bitki biiylimesini ve gelisimini
onemli Ol¢iide etkilemektedir ve bunun bir sonucu olarak ta bitkilerin verim ve kalitesi
etkilenir. Geleneksel yetistirme teknikleri mahsul verimini biiyiik 6lgiide artirmistir,
ancak artan gida talebi ile mahsul iiretimini daha da iyilestirmek i¢in yeni yaklasimlara
ihtiyag¢ vardir ve CRISPR-Cas9 teknolojisi en umut verici olanmidir (Haque, Taniguchi
et al. 2018).

Kodlanmayan RNA'lar da dahil olmak iizere bir¢ok yapisal ve diizenleyici gen,
farkli cevresel stres faktorlerine karsi bitkinin tepkisinde rol oynar (Zhang 2015). Tiim
bu genler, geleneksel transgenik teknolojileri ve halihazirda gelismis genom
diizenleme araglarmi Kullanarak, abiyotik streslere karsi iiriin gelistirmek amaci ile
hedeflenebilir. Bitkilerde, binlerce genin bir bitkideki tek bir stres kosuluyla
iliskilendirilebilecegi gibi tek bir genin bu strese karsi baskin bir rolii olmayabilir. Bu
nedenle CRISPR/Cas teknolojisini kullanarak bitkinin abiyotik streslere toleransini
tyilestirmek i¢in ¢ok az ilerleme kaydedilmistir.

Tablo 4.3. Abiyotik stres fakotorlerine direngli CRISPR/Cas9 tabanli domates gelistirilmesi

Abiyotik  Hedef gen Sonug Referans
stress

Sicaklik SIBZR1 Sicaklik stresi toleransinda azalma (Yin, Qin et al. 2018)

Sicaklik SIAGL6  Sicaklik stresi toleransinda artig (Klap, Yeshayahou et al. 2017).
Soguk SICBF1 Soguk stresi toleransinda azalma (Li, Zhang et al. 2018)
Kuraklik ~ MAPK3 Kuraklik stresi toleransinda azalma (Wang, Chen et al. 2017)

Kuraklik  SINPR1 Kuraklik stresi toleransinda azalma (Li, Liu et al. 2019)

Kuraklik ~ SILBD40  Kuraklik stresi toleransinda artig (Liu, Zhang et al. 2020)

Tuzluluk  SIARF4 Tuz stresine dayaniklilik (Bouzroud, Gasparini et al.
2020).

Herbisit ALS Chlorsulfuron herbisitine direnglilik (Veillet, Perrot et al. 2019)
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Son zamanlarda, Brassinazole resistant 1 (BZR1) brassinosteroid (BR) yanitini
diizenler ve BR aracili gelisimsel siireclere katilir. Bu genin domates i¢indeki ortologu
da brassinosteroid tepkisini kontrol eder. BZR1 geni hem CRISPR ile susturulmus hem
de overekspresyon yapilarak dogrulanmistir. Sonug olarak Feronia (FER) genlerini
diizenleyerek termo toleransa katilmaktadir. Domates soguga duyarli bir mahsul
oldugundan, meyve kalitesi soguk stres nedeniyle kolayca zarar goriir. C-repeat
binding factor 1 (CBF1) bitkileri soguga karst korumaktadir. CRISPR/Cas9
kullanilarak elde edilen cbfl mutanti, soguk ortamda WT bitkilerinden daha yiiksek
elektrolit sizintis1 ile daha siddetli yaralanma semptomlar1 sergiledigi belirlenmistir
(Li, Zhang et al. 2018). Lateral Organ Boundaries Domain (LBD) igeren genler, yanal
organ gelisiminde 6nemli roller oynayan bitkiye 6zgii genlerdir. Domates LBD40 geni,
koklerde ve meyvede yiiksek oranda ifade edilmektedir ve bu genin ifadesi, PEG ve
tuz tarafindan 6nemli 6l¢iide indiiklenmektedir. Ayrica, SILBD40 genin ifadesi metil
jasmonat muamelesi ile indiiklenirken, jasmonic acid-insensitivel (jail) mutant
bitkilerde ifadesi indiiklenmemistir. Bu bulgular, SILBD40 gen ekspresyonunun
jasmonik asit sinyaline bagli oldugu ve JA sinyal iletim yolundaki ana transkripsiyon
faktorii olan SIMYC2'nin asagi yonde olabilecegini gostermektedir. Kuraklik stres
testi sonucunda, CRISPR/Cas9 arac1 SILBD40 geninin susturulmasi ile elde edilen
mutant bitkilerin hafifce soldugunu, SLBD40 geninin overekspresyon yapildigi
bitkilerde ise bitkilerin siddetli solmaya maruz kaldigini1 gosterilmistir (Liu, Zhang et
al. 2020). Slagamous-Like 6 (SIAGL6) bir R genidir, bu genin CRISPR/Cas9
teknolojisi ile nakavt edilmesi, domates bitkisinin daha iyi biiyiimesini ve 1s1 stresi

durumunda bile meyve gelistirmesini sagladi (Klap, Yeshayahou et al. 2017).

SIARF4 transkripsiyon faktér geninin knockdown ve knockout yapilmasi ile
domateste su kullanim verimliligini artirdi ve genom diizenlenmis bitkilerinin tuzluluk
ve ozmotik strese daha fazla tolerans gostermesini saglamistir (Bouzroud, Gasparini
et al. 2020).

Domates bitkisinde CRISPR/Cas9 uygulamalarindaki son yaklagimlardan biri,
herbisite dayanikli domates iiretimidir. Klorsiilfirona direngli domates ve patates,%
71'e ulasan verimli bir sekilde sitidin baz editér (CBE'ler) araci ile hassas bir sekilde
asetolactate synthase (ALS) knock-ed yapilarak herbisit direngli domates elde
edilmistir (Veillet, Perrot et al. 2019).
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4.7.3. CRIPSR/Cas Kullamlarak Domates Bitkisinin Verimini, Kalite,

Biiyiime ve Gelisiminin Artirilmasi

CRISPR/Cas sistemi, bitki biliylimesi ve gelisimi iizerindeki gen islevini
incelemek i¢in yaygin olarak benimsenmistir ve ayrica bitki biiylimesini ve gelisimini

artirmak i¢in bitki morfolojisini iyilestirmede saglam bir ara¢ olarak kullanilmistir.

CRISPR/Cas9 teknolojisi ile S ve SP promotorunda mutasyon olusturmast,
domateste iyilestirilmis ¢igeklenme ve bitki yapist ile sonug¢lanmistir (Rodriguez-Leal,
Lemmon et al. 2017). Meyve kalitesi i¢ ve dis 6zelliklere gore tanimlanabilir. Dig
kalite faktorleri, tiimii ¢iplak gozle kolayca tespit edilebilen meyve boyutu, rengi ve
dokusudur. Besin seviyeleri (seker ve vitamin gibi), biyoaktif bilesikler (likopen,
antosiyanin ve malat gibi) ve meyve Kalitesi gibi 6zelliklerin belirlenmesinde cihaza

gereksinim duyulmaktadir.

Domates meyvesinde, cicek karpellerinden tiiretilen lokiillerin sayisi, meyve
biliylimesineé %50'ye varan oranda katkida bulunarak, domates meyve biiyiikligii
tizerinde en biiyiik etkiye sahiptir. Domateste lokul sayisi, birkagi tanimlanmakla
birlikte ¢oklu kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL) tarafindan kontrol edilir (Li, Qi et al.
2017). Bilim adamlari, klasik Clavata-Wuschel (CLV-WUS) kok hiicre devresini yok
ederek hizla daha biiyiik domates meyveleri tiretmek i¢in CRISPR-Cas9 teknolojisini
kullandilar (Lin, Zhu et al. 2014). Renk ve tekstiir, tiiketicinin taze domates algisinin
onemli unsurlarindandir. Farkli alanlardan tiiketicilerin farkli renk tercihleri vardir.
Ornegin, Avrupali ve Amerikali tiiketiciler kirmizi domatesi tercih ederken, Asya'da
pembe renkli domatesler daha popiilerdir (Lin, Zhu et al. 2014). Arastirmacilar,
sirastyla phytoene synthase 1 (PSY1), MYB transcription factor 12 (MYB12), and
Anthocyanin 2 (ANT2), hedefleyerek sar1 (Hayut, Bessudo et al. 2017), pembe (Deng,
Wang et al. 2018) ve mor (Cermak, Baltes et al. 2015) domatesleri basarili bir sekilde
elde etmistirler. Domates raf dmriiniin uzatilmasi i¢in doku 6zelliklerini degistirmek
icin bitki 1slahgilar1 genom diizenleme araglarindan yararlanmistir. CRISPR ile
ripening inhibitor (RIN) ya da DNA demethylase 2 (DMLZ2) inaktivasyonu, meyve
olgunlagsmasinin 6nlenmesi ve raf 6mriiniin uzamasina yol agmaktadir (Ito, Nishizawa-
Yokoi et al. 2015, Lang, Wang et al. 2017). Fakat, bu meyveler genellikle tam renk
gelistiremezler, bu da kotii lezzet ve besin degerinin diigmesine neden olur. Bu
nedenle, diger kalite yOnlerini etkilemeden iyi raf dmrii sergileyen meyveler elde

etmek cok &nemlidir. iki farkli arastirma grubu, domates organoleptik ve beslenme

48



kalitesini diistirmeden pektat liyazi (PL) ve alcobaca (ALC) genlerini susturarak
meyve yumusatmasimin basarili bir sekilde kullanildigmi bildirmistir (Uluisik,
Chapman et al. 2016, Yu, Wang et al. 2017).

Ic meyve kalitesi ile ilgili olarak, besin ve biyoaktif bilesiklerin seviyelerini
artirmak icin ¢ok ¢aba sarf edilmistir. Karbonhidratlar ve vitaminler enerji sagladiklari
icin hayati Oneme sahip besinlerdir. Seker ve karotenoidlerin sentezi ve
metabolizmasinda gesitli genler rol oynamaktadir. Ornegin, mitogen-activated protein
kinase 20 (MPK20) devre dis1 birakmak, hem transkript hem de protein seviyelerinde
seker metabolizmasini kontrol eden birkag genin ekspresyonunu bozmustur (Chen,
Yang et al. 2018). Biyoaktif bilesikler, "tipik olarak gidalarda kiigiik miktarlarda
olusan ekstra besin bilesenleri" olarak tanimlanir ve genellikle kardiyovaskiiler
hastaliklarin ve kanserin 6nlenmesinde rol oynar. Antosiyanin (Meng, Yang et al.
2015), malat (Ye, Wang et al. 2017), y-aminobiitirik asit (GABA) (Nonaka, Arai et al.
2017) ve likopen (Li, Wang et al. 2018), biyoaktif bilesikler olarak kabul edilir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi, metabolik yolaklardaki anahtar genlerin ekspresyonunu
modiile ederek antosiyanin, GABA ve likopen ile zenginlestirilmis domates meyveleri

iiretmek i¢cin uygulanmaktadir.

Tablo 4.4 CRISPR/Cas9 kullanilarak domates kalite ve verim ozelliklerinin gelistirilmesi
Hedef gen Sonu¢ Referans

CLV-WUS, FASCIATED, Domates meyvesinin irilestirilmesi (Lin, Zhu et al. 2014)

ENO

PSY1 Domates renginin degistirlmesi (Hayut, Bessudo et al. 2017)

PL Raf 6mriiniin uzatilmasi (Uluisik, Chapman et al.
2016).

ALC Raf 6mriiniin uzatilmasi (Yu, Wang et al. 2017)

MPK20 Seker metabolizmasmi kontrol eden (Chen, Yang et al. 2018)

genlerin baskilanmasi

ANT2 Antosiyanin igeriginin artirilmasi (Meng, Yang et al. 2015)

GAD2, GAD3 GABA igeriginin artirlmasi (Nonaka, Arai et al. 2017)

SGR1, LCY-E, Blc, LCY- Likopen igeriginin artirilmasi (Li, Wang et al. 2018)

B1, LCY-B2

ALMT9 Malat igeriginin azaltilmasi (Ye, Wang et al. 2017)

AGL6 Partenokarpik meyve tiretimi (Klap, Yeshayahou et al.
2017)

ARF7 Partenokarpik meyve tiretimi (Hu, lsraeli et al. 2018)

IAA9 Partenokarpik meyve tiretimi (Ueta, Abe et al. 2017)

GAl Ciice domates geligtirilmesi (Tomlinson, Yang et al.

2019)
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4.7.4. CRISPR/Cas9 Aracili Erkek Kisir Domates Bitkilerin Uretimi

Ticari sebze ve tarla bitkilerinin ¢ogu, ¢ok ¢esitli ortamlarda istikrarl bir sekilde
performans gosteren F1 hibritleridir. Erkek kisirligi, hibrit tohum iiretimi i¢in gereken
isciligi azaltir ve yiiksek ¢esit safligi saglar (Zhang, Wu et al. 2018). Domates
bitkisinde erkek kisirlik, ilk mutant 1915'te tanimlandigindan beri bitki 1slahgilar:
tarafindan biliyiik 6nem verilmis ve hibrit domates tohumlar1 iiretmek igin erkek

kisirliginin kullanimi giderek artmaktadir. (Gorman, McCormick et al. 1997).

Erkek kisirhigmin hibrit tohum iiretiminde kullanilmasi maliyeti diisiiriir ve
polen iiretmeyen domates gesitlerinde yiiksek saflik saglar. Basic helix-loop-helix
trasnkripsiyon faktor (bHLH) kodlayan SIMS10 geni, mikrosporogenez sirasinda
tapetumda mayoz ve programlanmis hiicre Oliimiine katilmaktadir. Bu nedenle,
SIMS10 geninin CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme yoluyla modifikasyonunun
domates bitkilerinin erkek kisirligina yol agtigini bildirilmistir (Jung, Kim et al. 2020).

Bagka bir ¢alismada Du ve ark. (2020), Misir bitkisinin Ms45 geni domatestede
homologunu Strictosidine synthase-like (SISTR1) geni CRISPR ile susturularak erkek
kisir hatlar elde edilmistir. Yazarlar, bu erkek kisir bitkilerine, Anthocyaninl (ANT1)
fide rengine baglh bir fertil-restorasyon genin aktarilmasi ile transgenik idame ettirici
hatlar elde edilmistir. bR2R3 MYB transkripsiyon faktérii ANT1, antosiyanin
birikimini gii¢lii bir sekilde arttirr. Bu, idame hatlarin mor fidelerinin yesil MS

bitkilerinden ayirt edilmesini kolaylastirir.

Tablo 4.5. CRISPR/Cas9 kullanilarak erkek kisir domates gelistirilmesi
Hedef gen  Hedef genin gorev aldig: lokasyonlar Referans

SIMS10 Mayoz, Tapentum (Jung, Kim et al. 2020)
SISTR1 Stamen (Du, Zhou et al. 2020)
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5. AKONITAZ

Trikarboksilik asit donglisii (TCA) kreps dongiisii ya da sitrik asit donglisii

olarak da adlandirilmaktadir. Tiim okaryotlarda oldugu gibi, bitkilerdeki TCA

dongiisii, organizmalara enerji saglamak i¢in temel olan ATP'yi iiretmektedir (Sekil

5.1) (Schnarrenberger and Martin 2002). TCA dongiisii, oksidatif fosforilasyon igin

elektronlar ve amino asit biyosentezi i¢in ara maddeler saglayan karbon

metabolizmasimin merkezi unsurudur. TCA dongiisii ayrica glikoliz yolunu, glioksilat

dongiisii aracihigiyla yag asidi metabolizmasina baglar (Nunes-Nesi, Araujo et al.
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TCA dongiisiiniin ikinci agamasi olarak, sitratin bir ara iiriin olarak cis-akonitat
aracili@iyla izositrata tersine ¢evrilebilir izomerizasyonu, akonitaz tarafindan katalize
edilir (Peyret, Perez et al. 1995). Sitrat (izositrat) hidrolizaz veya akonitat hidrataz
olarak da bilinen akonitaz, (EC 4.2.1.3) trikarboksilik asit dongiisiinde sis-akonitat
yoluyla sitratin izositrata tersine cevrilebilir izomerizasyonunu katalize eden, Fe-S
kiimesi igeren bir 90 kDa civarinda bir enzimdir. Ttim 6karyotik hiicrelerde glikosilat
dongiisii ve sitozolik sitrat metabolizmasi gibi bazi metabolik siireglere katilan
sitolozik akonitaz (Cyt-Aco) (Sadka, Dahan et al. 2000, Cercoés, Soler et al. 2006) ve
TCA (Tricarboxylic acid cycle) igerisinde yer alan mitkondrial akonitaz (Mit-Aco)
(Hayashi, De Bellis et al. 1995) olmak iizere akotinitazlarin iki formu tanimlanmustir.
Ayrica akonitazlar ¢ok islevli proteinlerdir. Enzimatik aktiviteye ek olarak, drnegin,
maya mitokondriyal aconitaz'in mitokondriyal niikleoid'in bir bileseni oldugu ve
mitokondriyal DNA ile etkilesime girdigi gosterilmistir. Insanlarda ACO1 geni, bir
AcnA_IRP domaini igeren, iron-responsive element-binding protein 1 (IRP1) olarak
da adlandirilan sitozolik bir akonitazdir. IRP1, iron-responsive element’lerin RNA
stem-loop yapisini taniyabilir, ferritin MRNA'smin 5 'untranslated bélgesinde lokalize
olur ve ferritin translasyonunu engeller. Bu nedenle sitozolik akonitazlar, hayvanlarda
cift islevli proteinlerdir; akonitazlar, 4Fe-4S kiimesi baglandig1 zaman ACO etkinligini
gosterir ve 4Fe-4S kiimesini ayrildigi zaman IRP aktivitesi gosterirler. EK olarak,
insanlarda bulunan ACO2 geni, AcnA_Mitokondriyal domain igeren ve Krebs
dongiisiinde islev goren bir mitokondriyal akonitazdir. Hayvanlarda, sitolozik akonitaz
demir homeostazi ve hem hayvanlarda hem de bitkilerde oksidatif strese direng ile

iliskili RN A baglanma aktivitesine sahiptir (Chen, Kis et al. 2007).

Ozellikle, yiiksek bitkilerde bugiine kadar tespit edilen tiim akonitaz dizileri,
hayvanlardaki mitokondriyal izoformlardan daha ¢ok sitozolik akonitaz izoformlarina
benzemektedir (Moeder, Del Pozo et al. 2007). Arabidopsis bitkisinde bulunan {ig¢
akonitaz proteininin tiimii, insanlarda bulunan sitozolik akonitaz IRP1 ile ayni
AcnA_IRP domainine sahiptir; ancak Arabidopsis akonitazlarin hi¢birinde IRP
aktivitesi tespit edilememistir (Heazlewood, Tonti-Filippini et al. 2004).
Mitokondriyal proteomda ti¢ Arabidopsis ACO geni tespit edilmistir. Buna ek olarak,
Yabani domates tiirlerinde bulunan ACO1 proteinleri hem sitozol hem de
mitokondride lokalize olmaktadir (Carrari, Nunes-Nesi et al. 2003). Ciinkii ACO

genlerinin  Arabidopsis, tiitin ve domateste mitokondriyal izoformlari tespit
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edilmemis, bu sitolozik akonitazlar, mitokondride akonitaz aktivitesini telafi
edebilirler (Carrari, Nunes-Nesi et al. 2003, Moeder, Del Pozo et al. 2007).

Wang et al. (2016), 12 kara bitkisinden (arabidopsis, misir, soya fasulyesi vb.)
akonitaz genlerinin evrimini arastirmis, Akonitaz genlerinin yiiksek bitkilerde gen
duplikasyonunu, gen ifadelerini ve bu genlerin promotor bolgelerinde bulunan cis-
acting elementleri biyoinformatik araglarla belirlemistirler. Bununla birlikte, tiim kara
bitki akonitazlarinin sitozolik oldugu ve analiz edilen on iki genomda mitokondriyal
izoform bulunmadigi gosterilmistir (Wang, Yang et al. 2016). Arnaud vd. (2007)
ACO1 ve ACO3 genlerinin sitolozik ACO2 geninin ise mitokondriyal akonitaz
oldugunu 6ne siirmiistiir. Ancak, bu ii¢ akonitaz geninin Arabidopsis mutantlariyla

ilgili bulgular1 kesin degildir (Arnaud, Ravet et al. 2007).

TCA dongiisiindeki akonitaz aktivitesine ek olarak, bitki akonitazlar1 yag asit
metabolizmasmin karbon iskelet akisina, siikroz metabolizmasma ve glioksilat
dongiisiine katilmaktadirlar (Navarre, Wendehenne et al. 2000, Borek and Nuc 2011).
Bitki akonitazlar1 ayrica birka¢ onemli fizyolojik ve gelisimsel siliregte yer alir

(Navarre, Wendehenne et al. 2000).

Mit-Aco citrik asit metabolizmasi igerisinde yer alir, sitrik asitten izositrat
olusumunu katalizler, ayn1 zamanda sitrik asitin doniisiimii ve pargalanmasini
diizenler. Cyt-Aco ise ¢esitli biyokimyasal siire¢lerde rol oynar (Chen, Zhao et al.
2009). Kivi (Actinidia eriantha) bitkisinde Mit-Aco ¢igeklenmeden 80 giin sonra Cyt-
ACO’dan daha yiiksek aktivite gostermis 110 giin sonra ise aktivitesi azalma egilimi
gostermistir. Cyt-Aco ise ¢igeklenmeden sonra asagi yukari stabil bir aktivite
gOstermistir. Yapilan bu ¢alismada, sitrik asit icerigindeki degisikliklerin, Mit-Aco ve
Cyt-Aco aktiviteleri ile tutarli olmadig1 gosterilmistir (Jiang, Huang et al. 2020).

Akonitaz geni, yapisal olarak (konstitiiv) ifade edilir, ancak cogu gelisim
asamasinda diisiik seviyelerde ifade edilirken, tohum, polen olgunlasmasi sirasinda ve
¢imlenme sirasinda ifadesinde garpici bir artis gozlemlenmektedir (Peyret, Perez et al.
1995). Arabidopsis’de bulunan 3 ACO genin tohum, kok, govde, yaprak ve ¢iceklerde
ifadesine northern blot analizi belirlenmistir. U¢ gen tohum hari¢ tiim organlarda
benzer ifade gostermistir. Tohumlarda ACO1 genin ifadesi bulunamazken ACO2 ve
ACO3 ifadesi oldukga diisiik bulunmustur. ACO1 geninin ifadesi kok, govde ve
kauliner yapraklarda daha fazla bulunmustur. En yiiksek ACO2 gen ekspresyonu
koklerde, kaniil yapraklarinda ve gigeklerde tespit edilmistir (Arnaud, Ravet et al.
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2007). ACO mutant Arabidopsis bitkileri mutant olmayan hatlar ile caprazlanmasi ile
yapilan ¢aligmada %23-25 tohum olusumunun engellendigi gézlemlenmistir (Arnaud,
Ravet et al. 2007).

Mitokondri, TCA dongiisli, solunum elektron transferi ve ATP sentezi dahil
olmak iizere ¢ok sayida metabolik yol i¢cin 6nemli bir bolgedir. Polen olusmunda
meydana gelen bir kusur mitkondrial mutasyonun ikincil bir etkisi, solunum
verimliliginde azalma veya diger mitkondriyal fonksiyonlarin azalmasindan
kaynaklanabilir. Du vd., (2016) Brassica napus bitkisinde sitoplazmik erkek kisir
hatlar transkriptom dizileme yapilmis ve kontrol bitkiler ile karsilagtirilmistir (Du, Liu
et al. 2016). Yapilan bu calismada, TCA dongiisiine katilan basta akonitaz olmak tizere
alt1 genin 6nemli 6l¢iide down-regiile oldugu gosterilmistir. Burada TCA dongiisii

acetyl-CoA’nm olusumunda anahtar rol almaktadir (sekil. 5.2).
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Sekil 5.2.TCA dongiisii acetyl-CoA’nin olusumunda anahtar rol oynar.

ACO genleri birka¢c model bitkide ¢alisilmis ve daha yiiksek bitkilerde yalnizca
sitolozik ACO'lar gozlemlendigi bildirilmistir. Belirlen ACO genlerinin bitkilerde
sitrik asit igerikleri, oksidatif stres ile iliskisi ve demir homoostazisi ile iliskileri
belirlenmistir. Yapilan farkl ¢alismalarda bitkilerin olgunlasma dénemlerinde ACO

genlerinin ifadesinin arttig1 belirlenmis fakat polen olusumu ile iliskisi ¢aligilmamustir.
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6. HIBRIT BIiTKi URETIMINDE, TOZLASMA KONTROL
TEKNOLOJILERI VE CRISPR/CAS9

Iki (veya daha fazla) homozigot (kendilenmis hat, cesit veya klonun)
melezlenmesinden elde edilen tohumluklarin tiretimde kullanildig1 gesitlere “F1 hibrit
cesit”, boyle gesitlerin gelistirilmesine yonelik islah ¢aligmalarina da “F1 hibrit ¢esit

1slah1” veya “F1 hibrit giicii 1slah1” ad1 verilmektedir.

Hibrit 1slahinda yapilan ¢alismalar, bu teknolojiyi, 6zellikle son on yilda tarimsal
tiretimde 6nemli kiiresel artisa katkida bulunan ana faktorlerden biri haline getirmistir.
Hibrit 1slahinda ve tretiminde, disi ebeveynlerin kendi kendine veya kardes
polinasyonlar ile tozlamasini 6nlemek igin etkili bir emaskiilasyon (strerilizasyon)
kontrol sistemi gereklidir. Birgok bitki tiirtinde hibritler baskin gesit haline gelmistir.
Gelistirilmis ¢esitlerin veya hibrit ¢esitlerin sayisinin ve bu gesitlerin benimsenmesi,
sebzelerin verimlerini artirmak igin kullanilan makul ¢6ziim yontemlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. 1860'larda Charles Darwin ilk olarak misirda (Zea mays)
heterosisi tanimlamis ve Gregor Mendel, bezelye bitkilerinin farkli tiirlerini
caprazlayarak kalitsal Ozellikler i¢in genetik prensipleri olusturmustur. Ancak,
1920'lere kadar musirda heterosisten faydalanilamamis ve daha sonra musir,
ticarilestirilen ilk hibrit tohum haline gelmistir. ilk misir melezleri piyasaya
stiriildiigiinde, ayn1 anda yetistirilen heterozigotlugu yiiksek cesitlerden yaklasik %15
daha fazla verim elde edilmistir (Duvick 2005). Bu goriisle orantili olarak, gectigimiz
yirmi yilda domates (%40), lahana (%68.6), patlican (%82) ve bamya (%10) gibi
sebzelerde hibrit tohum teknolojisinin benimsenmesinde artan bir egilim olmustur

(Sudha, Gajanana et al. 2006).

Giinlimiizde, musir, ay¢igegi, lahana, kabakgiller, havug, pancar ve sogan dahil
olmak tiizere bir¢ok allogam (yabani tozlanan ve dollenen) bitkiler, agirlikli olarak
hibrit ¢esitlerden tretilmektedir. Ayrica, bazi otogam (kendi kendini dolleyen)
mahsullerde hibrit ¢esitler de yaygin hale gelmistir (Havey 2004). Kendine dollenen
bitkilerde domates, sorgum ve ¢eltik hibrit tohumu tiretimi yapilan énemli bitkiler
arasmdadir. Ornegin, hibrit sorgum cesitleri ABD ve diinya pazarlarmna hakim olup ve
suanki hibrit kullanim orani1 Cin'de yaklasik %80 ve Kanada'da %50 seviyelerine

ulagmustir (Havey 2004).
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Hibritlerin faydali 6zellikleri, artan tohum verimi veya biyokiitle ile sinirli
degildir. Gelismis fiziksel stabilite, giibrelere daha yiiksek yanit verme, daha iyi kok
penetrasyonu ve daha iri tohum yapisi gibi diger faktorler de degerli avantajlardir.
Ekonomik olarak, hibrit bitkiler biyotik (viriis, bakteri, fungus ve nematod) ve abiyotik
streslere (6rnegin, kuraklik ve 1s1) karsi gelistirilmis tolerans Ozellikle Onemli
olmustur. Kurakliga dayanikli hibrit o6zelliklerinin, gelecekte mahsul iiretimini
olumsuz etkileyecegi tahmin edilen iklim degisiklikleri 15181nda bir etkisi olabilecegi

tahmin edilmektedir (Bruce, Edmeades et al. 2002).

Hibritlerin faydalarina ragmen, bir¢ok iiriin i¢in pratik ve uygun maliyetli hibrit
tohum tiretim sistemi mevcut degildir. Sonug olarak, yiiksek tohum iiretim maliyetleri
veya ticari haklarin korunamamas: gibi kaygilar nedeniyle, bazi 6nemli tiirlerin
hibritleri (bugday arpa) ticari olarak etkin iiretilememektedir. Uretimi yapilan
cesitlerde ise, hibrit tiretim sirasinda gerekli olan zaman ve is¢ilik giderlerinden dolay1
maliyet artmaktadir. Hibrit yetistirme i¢in bir 6n kosul olarak kendi kendine
déllenmeyi Onlemek igin iyi bir tozlasma kontrol sistemidir. Biseksiiel bitkilerde

capraz tozlagsmay1 tesvik etmenin en etkili yolu erkek kisirligidir.

Hibrit bitkilerde ortaya ¢ikan ve yiiksek oranlarda verim artisina neden olan
heterosisten en etkin sekilde yararlanmayi hedefler. Fakat, hibrit gelistirmek i¢in
harcanan giderleri, heterosisin neden olacagi verim artis1 ile rahatlikla karsilayabilir
nitelikte olmalidir. Hibrit tohumluk iiretiminin pratik ve siirdiiriilebilir olmasmin yan1
sira, ekonomik olmasi da gerekmektedir. Ciinkii birgok bitki tiirtinde yiiksek heterosis
elde edilmekle birlikte, anne ve baba hatlarin birbiri ile melezlenebilmesi i¢in yani disi
cicekleri elle kisirlastrmak (emaskiilasyon) ve sonra kisirlastirilan ¢igeklerin
stigmasini erkek cicek polenleriyle melezlemek iscilik ve maliyet gerektirmektedir.
Genetik erkek kisirliga (GMS), sitoplazmik erkek kisirliga (CMS), genetik stoplazmik
erkek kisirligi (CGMS), kimyasal ve genetik miihendisligi sayesinde erkek kisir
bitkiler elde edilebilmekte, bu bitkilerden yararlanilarak emaskiilasyon gibi zahmetli
ve masrafli bir isleme gerek kalmadan ekonomik anlamda hibrit tohum firetimi

basarilabilmektedir.
6.1. Bitkilerde Erkek Kisirhg:

Bitki erkek kisirligi, anterlerin, polenlerin veya erkek gametlerin
fonksiyonlarmnin ~ bulunmamasma  karsilik  gelir ve genellikle organlarin
gelisimlerinden kaynaklanan bozukluklar sonucunda ortaya ¢ikar. Aslinda, dogada
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birden fazla erkek kisirligi mekanizmasi gézlemlenebilir. Bir¢ok hermafrodit ¢igek
yapisina sahip bitki, tozlasmayi1 tesvik etmek amaci ile sahip olduklar1 bazi
mekanizmalar1 kullanarak ¢icek gelisimini diizenleyebilirler. Ornegin diogamy (kendi
kendine tozlasma, pistillerin ve organlarmn farkli zamanlarda olgunlasmasiyla 6nlenir),
chasmogamy (anthesis’de agilan ve bir bocek vektori tarafindan ziyaret edilebilen
hermafrodit ¢icek tiirii), heterostyly (polimorf bitkiler tizerindeki ¢igekler, farkli
uzunluklarda stillere sahiptir, bu nedenle c¢apraz tozlagsmay: tesvik eder) kendine
uyusmazlik ve tek cinsiyet kisirhigi (erkek veya disi) gibi durumlar buna 6rnek olarak
gosterilebilir (Kaul 2012).

Kisacasi erkek kisirligi, bitkilerin fonksiyonel anter, polen veya erkek gamet
tiretememesi olarak tanimlanmustir (Kaul 2012). Anter ve polen olusumunda yer alan
anahtar genlerin ¢ogu tanimlanmustir (Wilson, Song et al. 2011). Tapetum, mikrospor
olusumu ve polen duvari olusum siirecinde kullanilan besinleri, proteinler, lipidler ve
polisakkaritler énemli rol oynarlar. Erkek kisirligi, sirasiyla genik erkek kisirligi
(GMS) ve sitoplazmik erkek kisirligi (CMS) ile sonuglanan mikrosporogenez veya
gametogenez asamalarindan herhangi birini etkileyen niikleer veya sitoplazmik

faktorlerle iligkilendirilebilir.

Hibrit tohumlarin iiretilmesi icin, genetik ¢esitlilige sahip ana ve baba hatlarin
capraz tozlasmasi gerekir. Bu nedenle kendine d6llenen bitki tiirlerinde erkek-kisir disi
hatlarm kullanmasi hibrit tohum iiretiminin bir 6n kosuludur. Ikinci olarak, erkek steril
bitkiler muhafaza edilmeli ve ¢aprazlamada kullanilacak erkek kisir bitkiler genis
Oleekli kullanim i¢in ¢ogaltilmalidir. Erkek-steril disi hatlar1 olusturmak i¢in
emaskiilasyon ve kimyasal islem gibi gesitli yaklagimlar kullanilmis olsada, dogal
erkek-steril hatlarin kullanimi biiyiikk 6lgekli hibrit tohum iretimi i¢in ideal bir

yaklagim olarak kabul edilmektedir.
6.2. Genetik Erkek Kisirhig (GMS)

Normal polen gelisimini etkileyen niikleer genler, 175'ten fazla tiirde rapor
edilmistir. Erkek steril mutantlarin ¢cogu, tek basina veya kombinasyon halinde fiziksel
veya kimyasal mutajenler etkisiyle ¢ogunlukla kendiliginden ortaya ¢ikmigtir. ms
genlerinin ¢cogu, mutasyona ugradigindan dolay1 islev kaybi olusmustur. Genellikle
resesif bir gen cifti tarafindan idare edilmekte ve “msms” seklinde sembolize
edilmektedir. Fakat, bazi baskin genler de rapor edilmistir (Kaul 2012). Domateste
55'ten fazla, biberde 12’den fazla ve brokolide altidan fazla resesif ms geni
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tanimlanmistir (Prasanth and Kumary 2014). Fasulye, bakla, karnabahar, lahana ve
salgamda hem cekinik hem de baskin ms genleri rapor edilmistir. Briiksel lahanasi,
turp, pancar, pazi, sogan ve havug gibi diger tiirlerde ¢ekinik ms genleri mevcuttur,

ancak hibrit iiretmek i¢in kullanilmazlar (Prasanth and Kumary 2014).

Hibrit tohum tiretiminde homozigot msms genetik yapisina sahip bitkiler kendini
dolleyemediginden tohum fiiretimi meydana gelmez ve erkek kisir popiilasyon
tiretilememektedir. Resesif ms genleri hibrid tohum iiretiminde kullanildiginda, erkek
steril olan (msms) bitkilerini ve erkek fertil bitkiler tireten heterozigot bir idame hatti
(maintainer) (Msms) ile ¢aprazlayarak populasyon muhafaza edilebilmektedir.
Caprazlama sonucunda olusan fertil ve steril hatlar tek tek kontrol edilerek fertil hatlar
uzaklastirilmaktadir (Sekil 6.1). Cigeklenmeden once erkek fertil ana genotiplerin
atilmasinda faydalanilan diger bir olay yaklasim ise, ms genine sikica bagli bazi
morfolojik veya molekiiler belirteclerin kullanilmasidir. Domateste, ms genlerine
bagl bazi belirtegler su sekildedir: fide sapinda antosiyanin bulunmamasi, tiiyli
fenotip, patates yapragi sekli ve enzim belirtegleri(Colombo and Galmarini 2017).
Geriye kalan bitkiler hibrit tohum iiretiminde ana evebeyn olarak kullanilmaktadir
(sekil 6.1). Uygun belirteglerin olmamasi, zahmetli bakim stirecleri ve fertil bitkilerin

uzaklastirma zorlugu nedeniyle, kisirlik sisteminin sebze 1slahinda kullanimi yaygin

degildir.
) Erkek kisir ( ) x Erkek fertil (Msms) Erkek kisir hattin
rkek kisir (msms rkek fertil (Msms L e
C idame hat ) uretlm.l saglamtak.
amaci ile ana bitkiden
tohumluk Gretimi
Hibrit tohum
Uretimindefertil hatlar ====) %50 Erkek fertil (Msms)
uzaklastirihr

%50 Erkek kisir (msms)

) Erkek kisir (msms) x Erkek fertil (MsMs) d
[

P

awszalPN

Hibrit F1 fertil (Msms) —  Hibrit tohum tretimi

Sekil 6.1. Genetik erkek kisirlik sisteminin idamesi ve F1 hibrit tohumluk {iretimi
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Bazi erkek kisirlik genleri, sicaklik ve fotoperiyot gibi farkli ¢evresel kosullar
altinda ifadelerini degistirmektedir. Bu tiir erkek Kisir bitkiler sirastyla 1siya duyarli
genetik erkek kisirligi (TGMS) ve fotoperiyod duyarh genetik erkek kisirligi (PGMS)
olarak adlandirilmaktadir (Virmani and Ilyas-Ahmed 2001). Ekstrem ortamlar altinda
biyiitildigiinde, TGMS ve PGMS soylar1 erkek sterildir ve anne hat olarak
kullanilirken, normal kosullarda biiyiitiilen ayni hatlar erkek kisir degildir ve
populasyon bu sekilde muhafaza edilebilmektedir. TGMS ve PGMS hatlar1 birgok
bahge bitkisinde rapor edilmistir. GMS kullanilarak hibrit iiretimi biber, kirmizi1 biber,
lahana, karnabahar ve domatesde gosterilmistir (Dhall 2010).

6.3. Sitoplazmik Erkek Kisirhik (CMS)

Sitoplazmik erkek kisirligi (CMS), polenin normal gelisimini bozan
mitokondriyal DNA yeniden diizenlemelerinden kaynaklanan mitokondriyal genler
tarafindan belirlenmektedir. Kalitsal olarak anne tarafindan miras alian bu karakter,
140'tan fazla yiiksek bitki tiiriinde tanimlanmustir. CMS ile ilgili mekanizma
aydmlatilmamis olsa da, enerji eksikligi, programlanmis hiicre 6liimii (PCD) ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) rollerinin olduguna dair kanitlar mevcuttur (Hu, Huang et al.
2014). Bu tip kisirlik sitoplazma tarafindan determine edilmektedir. Genellikle
kisirliga neden olan sitoplazma S, bunun karsit1 olan fertil olan stoplazma N harfi ile
gosterilmektedir.  “S” stoplazmay1 tasiyan bitkiler, “erkek kisir” “N” stoplazma
tastyan bitkiler ise fertildir. Bu bitkilerin melezlenmesi sonucu elde edilen F1 bitkilerin
(Ana S X bab N ¢aprazlanmasi sonucu doller S olur) hepsi kisirdir. Stoplazmik erkek
kisirligin kalitimi1 sadece ana bitki tarafindan saglanmaktadir. Kisirligin sitoplazma
tarafindan yonetilmesi nedeniyle sitoplazmik kisirlik pratikte yalnizca vejetatif
kisimlar1 tiiketilen bitki tiirleri icin gegerlidir ve sebzelerde sogan, pirasa, havug gibi

tiirlerde uygulama alani bulabilmistir (Karagag ve Balkaya, 2009)
6.4. Sitoplazmit-Genetik Erkek Kisirhik (CGMS)

Sitoplazmik-genetik erkek kisirhigi (CGMS), erkek kisirhigina neden olan
mitokondriyal genler ile niikleer genlerin etkilesiminden kaynaklanir. Bu tip kisirlik
ilk kez soganlarda Jones (1937) tarafindan bulunmus ve F1 hibrit tohumluk
tiretimindeki ilk uygulamasi da yine Jones ve Clarke (1943) tarafindan yapilmistir.
Sitoplazmik-genetik erkek kisirliginda, kisirlik 6zelligi hem sitoplazma hem de resesif
genlerin etkisi altinda ortaya c¢ikmaktadir. Gerek sitoplazmik gerekse genetik
farktorlerden birinin fertil olmasi halinde, fertil bitkiler meydana gelir. Sitoplazmik
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genetik erkek organ kisirliginin F1 hibrit tohumluk iiretiminde kullanilmasinda ana
ebeveyn S ms ms, baba ebeveyn de N Ms Ms yapisindadir. Kisacasi, Stoplazma tipi
“S” ve ¢ekirdekte bulunan genler “rfrf” yapida bulunduklar: durumda‘erkek kisirligi”

olugsmaktadir (Karaagag¢ ve Balkaya 2009).
6.5. Genetik Miihendisligi Kullanilarak Erkek Kisirhk Olusturulmasi

Erkek kisirligi sistemini olusturmanin uzun yillar almasi ve mevcut kisir hatlarda
stabilite sorunlarinmn ortaya ¢ikmasindan dolayr genetik miihendisliginden
yararlanilarak erkek kisirliginin saglanmasina yonelik c¢alismalar yapilmistir
(Karaaga¢ ve Balkaya 2009). Son yillarda, genetik miihendisligi, 6zellikle diger
verimli erkek kisirlik kaynaklarmmn bulunmadigi sebze mahsullerinde erkek kisir
hatlar elde etmek i¢in yeni bir kaynak haline gelmistir. Bu teknolojinin amaci,
klonlanmis gen dizilerini gen aktarim yontemleri kullanilarak mikrosporogenez veya
mikrogametogenez olusumuna miidahale ederek gamet olusumu engellenmesidir.
Yapilan ilk erkek kisir bitki, Bacillus amyloliquefaciens bakterisinde bulunan
riboniikleaz geni toksik bir enzim olan barnaz’i kodlamaktadir. Barnaz, tapetum
hiicrelerinin erken gelismis dejenerasyonuna, mikrospor gelisiminin durmasina ve
bunun sonucunda erkek kisirligma yol agmaktadir (Mariani, De Beuckeleer et al.
1990). Bu sistemle hibrit tiretilmesi asamasinda oncelikle anne hatta barnaz geni
aktarilarak erkek kisir olusturulmustur. Anne hattin devamini saglamak amaci ile baba
hatta ise, hiicre i¢i barnaz inhibitoriinii kodlayan barstar genini aktarilarak ifade

ettirilir. Bu strateji domateste basaril1 bir sekilde uygulanmistir (Bai, Liu et al. 2002).

Son zamanlarda genom diizenleme teknolojileri, erkek kisirlik sisteminin
molekiiler kontrolii hakkindaki bilgilere dayanan erkek-steril hatlar olusturmak icin
kullanilmustir. Zhou vd., (2016) CRISPR/Cas9 araciligiyla TMS5 geninin susuturlmasi
ile thermo-genik erkek kisir (TGMS) hatlar1 gelistirilmistir (Zhou, He et al. 2016).
Hibrit 1slahinda potansiyel kullanimi olan 11 adet TGMS hatt1 yalnizca 1 yil iginde
elde edilmis ve bu teknigin iireme siiresini kisaltmada ve verimliligi artirmada biiyiik
umut vaat ettigi gosterilmistir. Genom diizenleme araglar1 kullanilarak, polen olusum
stirecinde gorev alan genlerin tanimlanmasi ve incelenmesi, bunlarin c¢esitli
varyetelerde uygulanmasina ve bunun sonucunda erkek kisir hatlar elde edilmesinde
umut vadeden yaklasimlardir. Giiniimiizde CRISPR/Cas sistemi kullanilarak erkek

kisir hatlar iiretmek i¢in ¢caligmalar devam etmektedir ve heniiz gelisme asamasindadir.
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Modern biyoteknoloji en genis kullanim alanmi tarim sektdriinde bulmustur.
Tarmmsal biyoteknolojide en ¢ok iizerinde caligilan 6zellikler yiiksek miktarda ve
kalitede iriin almak, hastaliklara ve zararlilara karsi toleant/dayaniklilik, yabanci ot
ilaglarina tolerant/dayaniklilik, meyve olgunlagma siirecinin degistirilmesi, besin
Ogelerince zenginlestirilmesi ve iyilestirilmesi, raf ve depolama dmriiniin uzatilmasi
ve aromanin artirilmasidir (Li vd. 2017). Hastalik ve zararlilarin etkisi azaltilarak
yiiksek verim ve daha ekonomik iiretim amaclanmistir. Bu amaglar dogrultusunda
tohum iiretiminde en ¢ok yararlanilan islah yontemlerinden olan F1 hibrit tiretimini
artrmak ve iretim swrasindaki zorluklar1 asmak i¢in biyoteknolojik yontemlerden
yararlanilmaktadir. Klasik yontemlerle erkek kisir bitkiler elde edilebilmekte fakat
bunun uygulanmasi bazi bitki tiirleri ile sinirli kalmaktadir. Bu nedenle biyoteknolojik
yontemlerle erkek kisir bitkiler elde etmek hem daha kolay hem de daha diisiik
maliyetli yaklagimlar olarak kabul edilmektedir (Jung vd. 2020). CRISPR/Cas
teknolojisinin ortaya ¢ikmasi ile birlikte, bitki gen aktivitelerinde hassas
manipiilsyonlarin yapilabilmesi ¢ok daha kolay hale gelmistir. Bu teknoloji
kullanilarak polen olusumundan sorumlu genlerin susturulmasi ile polen olusumu
engellenebilmektedir (Du vd. 2020). Bu teknoloji sayesinde foto periyoda ve 1siya
duyarl genler belirlenerek ¢evreye duyarh erkek kisir hatlar elde edilmesi miimkiin
olabilmektedir. Diger erkek kisir hatlarin elde edildigi yontemlerin zorluklar1 ve tohum
devamliliginin saglanmasindaki zorluklar CRISPR genom diizenleme tekniginin bu
amagla kullanimini1 ve bu sayede erkek kisir hatlarin elde edilmesini ve mutant

bitkilerin tohum devamliliginin saglanmasini miimkiin kilabilecektir.

Kiiresel gida giivenligi, tahil {liretimini artrmak icin yeni ve etkili tarim
teknolojilerinin gelistirilmesini gerektirmektedir. Domates, misir, ¢eltik ve diger tarim
iirlinlerinde hibrit 1slahi, {irlin veriminin artmasina 6nemli katki saglamistir. Daha fazla
erkek kisirlik geninin tanmimlanmasi ve farkli bitkilerde gen fonksiyonunun
anlasilmasi, yeni hibrit bitkilerin gelistirilmesine énemli derecede katki saglanmasi

beklenmektedir.
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7. MATERYAL VE METHOD

7.1. Bitki Materyali ve Doku Kiiltiir Ortam

Bu galismada, Solanum lycopersicum cv Crocker ve Bobcat ticari domates
cesitleri kullanilmistir. Bobcat ve Crocker domates cesitleri Syngenta tohum
firmasindan temin edilmistir. Cesitler ile ilgili daha fazla bilgi EK-1’de verilmistir.
Doku kiiltiirii ¢aligmalar1 ve gen aktarim calismalarmda kotiledon ve yapraklar

eksplant kaynagi olarak kullanilmustir.

Tablo 7.1. Domates gen aktariminda kullanilan besi ortamlar1 ve kimyasal icerikleri

Kimyasallar GM PCM2 BGM IM CCM WM SRM RM
Murashige and Skoog media 4.4 4.4 - - 4.4 4.4 4.4 4.4
Luria broth () - - 25 25 - - - -
Sucrose (g) 20 30 - - 30 30 30 20
Glycine (mg) -- 2 - - 2 2 2 -
Myo-Inositol (mg) - 100 - - 100 100 100 -
Nicotinic acid (mg) - 0.50 - - 050 050 050 -
Pyridoxine HCI (mg) - 0.50 - - 050 050 050 -
Thiamine HCI (mg) - 0.10 - - 0.10 010 010 -
6-Benzylaminopurine (BAP) - 3 - - 3 - 3 -
Indole-3-acetic acid (IAA) - 0.1 - - 05 - 05 0.1
Hygromycin (mg) - - - - - - 15 25
Cefotaxime (mg) - - - - - 500 500 500
Carbenicilin  (For AGL-1) - - 50 50 - - - -
Gentamicin (For GV3101) - - 30 30 - - - -
Rifamycin (mg) - - 10 10 - - - -
Spectinomycin (mg) - - 100 100 - - - -
Timentin (mg) - - - - - 80 80 -
Acetosyringone (uM) - 100 - 200 100 - - -
phytagel (g) 28 28 - - 2.8 2.8 2.8 2.8

Agar (9) - - - - - - ; ]

GM; Cimlendirme besi ortami, PCM; On kiiltiirleme besi ortami1, BGM; bakteri biiyiitme ortam, IM;
indiiksiyon besi ortami (vir genlerinin aktivasyonu), CCM; kokiiltiivasyon besi ortami, SRM;
seleksiyon besi ortami ve RM; koklendirme besi ortami.

Domates tohumlar1 GM (¢imlendirme besi ortami) besi ortaminda
¢imlendirilmistir. Gen aktarimi yapilan yaprak ve kotiledon eksplantlarindan bitki
rejenerasyonu SRM (seleksiyon besi ortami) besi ortaminda higromisin, sefotaksim ve
timentin varliginda saglanmgtir. Direngli siirgiinler, transgenik domates bitkileri elde
etmek i¢in RM (koklendirme besi ortami) besi ortamina aktarilarak koklendirilmis ve
devaminda torf igeren saksilara transfer edilmistir. Bitki besi ortamlarmin igerikleri

Tablo 7.1°de agiklanmustir.
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7.2. Kullanilan Bakteri Suslar1 ve Besi Ortamlar

Bu c¢alismada kullanilan mikroorganizmalar ve plazmitler Tablo 7.2°de
listelenmistir. Gen klonlama ¢aligmalarinda Escherichia coli (E. coli) ve gen aktarim
caligmalarinda A. tumefaciens bakterileri kullanilmistir. E. coli Luria broth (LB) besi
ortaminda orbital ¢alkalamali inkiibatorde 37 °C'de veya kat1 LB’de agar petrilerde
(LA) biyiitiilmiistiir. A. tumefaciens Luria broth (LB) besi ortaminda orbital
calkalamali inkiibatorde 28 °C'de veya kat1 LB’de agar petilerde (LA) biiyiitiilmiistiir.
Uzun siireli koruma i¢in, uygun biiyiime kosullarinda biiyiitiilen bakteriler 3 ml bakteri
kiiltiirii (O.Deoo 0,8) 5000 xg’de 5 dakika santifiij edilerek pellet 250 ul LB besi
ortaminda ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 750 ul %85 gliserol eklenmis ve kullanilana kadar

-80 ° C'de saklanmustir. Bitki ifade vektorii olarak pKI1.1R plazmiti (Addgene)

kullanilmastir.
Tablo 7.2. Kullanilan bakteri suslar1 ve besi ortamlari
Sus Ti-plasmid types Kromozom  Antibiyotik  Referans
bilgisi direnclilik
GV 3101 (pMP 90)  a disarmed nopaline-type  C58 RmR, GmR Koncz and
pTiC58AT-DNA Schell, 1986
AGL1 a disarmed pTiBo542AT- C58 RmR, CbR Lazo et al., 1991
(PAL154/156) DNA
E. Coli (Dh5a) - - - E. coli Genetic
Stock Center
Plazmit
pKI1.1R Spect. Addgene

Ch, carbenicillin; Em, erythromycin; Gm, gentamicin; Km, kanamycin; Rm, rifampicin, Tc:
tetracycline.

7.3. Besi Ortamlan

Besi ortamlarinin hazirlanisi ve bilesenleri EK2’de listelenmistir.

7.4. Tamponlar ve Soliisyonlar

Buffer soliisyonlarin kimyasal igerikleri ile hazirlanis1 EK3’de listelenmistir.
7.5. Kimyasal ve Enzimler

Tedarik¢i firmalarla birlikte kullanilan kimyasallar ve enzimler EK4'de

listelenmistir.
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7.6. Bitki Rejenerasyon Sisteminin Optimizasyonu
7.6.1. Bitki Materyali, Eksplant Hazirlanmasi ve Doku Kiiltiirii Kosullar

Domates tohumlar1 (Solanum lycopersicum) cv. Crocker ve Bobcat ticari
firmadan saglanmistir (Syngenta). Bu tohumlar 50 mI’lik falkon tiip igerisine alinarak
%70 (v/v) etil alkolde 1 dakika bekletilerek alkol uzaklastiriimig, hemen ardindan
tween-20 (100 ul/50 ml) igeren %20 (v/v) sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilerek  yiizey sterilizasyonu yapilmistir.  Deterjanlarin  tohumlardan
uzaklagtirmak amaci ile 5 kez steril saf su ile yikama yapilmistir. Daha sonra falkon
tiip icerisinde bulunan steril tohumlar, petri kaplarinin {izerinde bulunan steril kurutma
kagitlarinda yarim saat kurumaya birakilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar
GM besi yeri igeren 1 Lt’lik kavanozlara, her kavanozda 10 adet tohum olacak sekilde
ekim yapilmistir (Sekil 7.1). Kavanozlar 16/8 saat aydmlik/karanhkta 25 °C’de,
biiyiime kabininde inkiibe edilmistir (MLR-350HT (Sanyo, USA)). Bitki doku
kiiltiiriinde kullanilan tiim besi ortamlarinin pH’s1 5.7 olarak ayarlanmis ve 121 °C’de
20 dakika otoklav yapilmistir. Calismada kullanilan bitki biiyiime diizenleyiciler ve
antibiyotikler, filtre sterilizasyonu yapildiktan sonra besi ortami 55-65 °C’ye

sogutulduktan sonra eklenmis ve karistirilmastir.

Sekil 7.1. Domates tohumlarinin in-vitro ortamlarda ¢imlendirilmesi a: Tohumlarin GM besi ortamina
ekilmesi. b:8 giinlitk domates fideleri.

7.6.2. Bitki Rejenerasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Domates bitkisinde doku kiiltiirti kosullar1 optimize edilirken bitki rejenerasyonu
iizerine ekplant kaynagi, eksplant yasi, genotip ve bitki biiylime diizenleyicilerin etkisi
arastirtlmistir. Bitki rejenerasyonu iizerine eksplant yasmin etkisinin belirlenmesi

amacit ile 8, 10, 12 ve 14 giinlik domates fidelerinin kotiledon eksplantlari
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kullanilmistir (Sekil 7.2). Yaprak eksplantlarinda ise 20, 30 ve 40 giinliik domates
fidelerinin ilk gercek yapraklar1 kullanilmistir (Sekil 7.3).

Sekil 7.2. Kotiledon eksplant kaynagi olarak kullanilan farkl yasta domates fideleri.

Bitki rejenerasyonu iizerine genotipin etkisini belirlemek amaciyla iki farkli
domates ¢esidi (Crocker ve Bobcat) kullanilmistir. Calismamizda, bitki rejenerasyonu
icin en uygun eksplant kaynaginin belirlenmesi i¢in kotiledon ve yaprak kisimlar1
eksplant olarak kullanilmistir. Kotiledon ve yaprak eksplantlarinin u¢ kisimlar1 ve
yaprak saplari ¢ikarildiktan sonra yaklasik 1 cm? olacak sekilde kesilmistir (Sekil 7.3).
Yaprak ve kotiledonlarin kullanilan bolgeleri sekil 7.3’de dikdortgen igerisinde

gosterilmistir.

Sekil 7.3. Kotiledon ve yaprak eksplantlarinin bitki rejenerasyonunda kullanilan bolgeleri dikdortgen
icerisinde gosterilmistir

Bu eksplantlardan basarili bir bitki rejenerasyonu elde etmek i¢in vitaminli MS
(Duchefa, Almanya) besi ortami igerisine farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime
diizenleyiciler; 6-benzylaminopurine (BA) (0, 0.5, 1, 2, 3, 4 mg/L), kinetin (Kin) (0,
0.5, 1, 2, 3, 4 mg/L), ve indole-3-acetic acid (IAA) (0,0.1, 0.5, 1, mg/L), eklenmistir.

Dokularin kararmasmi dnlemek amact ile tim besi ortamlari igerisine 100 mg/L L-
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askorbik asit eklenmistir. Calismada rejenerasyon besi ortamina alinan eksplantlar 10

giinliik periyotlarla alt kiiltiire alinmistir. Rejenerasyon basladiktan sonra 2-3 cm

uzunlugunda bitkicikler kok olusturmak i¢cin RM besi ortamina transfer edilerek
koklendirilmistir. Tiim kiilttirler 26 + 2 °C’de 16/8-h aydinlik/karanlik periyotta iklim
dolabinda inkiibe edilmistir (Sekil 7.4).

ortamma transferi. (a): double petriye alinan bitkicikler. (b): 2-3 cm biiyilikligiinde
bitkiciklerin gosterimi. (c): Bir Lt’lik kavanozlarda RM besi ortamina alinmis bitkiler.

Koklenen bitkiler daha sonra torf iceren saksilara nakledilerek iklim odasma
aktarilmistir (Sekil 7.5). Bu ¢alismada kullanilan ortamlar ve kompozisyonlar1 Tablo
7.1'de verilmistir. Bitki rejenerasyonunun optimize edilmesi sonucunda belirlenen en
iyi rejenerasyon besi ortami seg¢ilmis ve Agrobacterium aracili gen aktariminda bu

ortam kullanilmustir.

Sekil 7.5. MS besi ortaminda koklenen bitkiler torf igeren saksilara aktarilmasi ve iklim odasinda
yetistirilmesi. (a): MS besi ortaminda koklenen genom diizenlenmis bitkiler. (b): Bitkilerin
saksiya aktarilmasi ve nem kaybinin 6nlenmesi (c,d,e):Bitkilerin hasat donemine kadar iklim
odasinda yetistirlmesi.
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7.7. Agrobacterium Aracih Gen Aktariminin Optimizasyonu

7.7.1. Agrobacterium Aracih Gen Aktarinn Uzerine Eksplant Kaynaginin
Etkisi

Domates bitkisinde bitki doku kiiltiirii parametrelerinin optimizasyonu
sonucunda en yiliksek bitki rejenerasyona sahip domates ¢esidi segilerek
Agrobacterium aracili gen aktariminin optimizasyonu yapilmistir. Kotiledon ve yaprak
eksplantlar1 i¢in en uygun rejenerasyon besi ortami kullanilarak gen aktarim
caligmalar1 yiirtitilmiistiir. Kotiledon ve yaprak eksplantlarinin Agrobacterium aracili

gen aktarimi iizerine etkisi arastirilmstir.
7.7.2. Higromisin (Hygromycin) Testi

Hygromycin phosphotransferase (Hptll) geni hem bitki hem hayvan sistemleri
icin uygun bir seleksiyon markor gendir ve Hptll enzimi hygromycin B antibiyotigini
inaktif yapmaktadir. Higromisin genellikle kanamisin antibiyotiginden daha toksiktir
ve hassas hiicrelerin daha ¢abuk 6liimiine sebep olmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan
bitki ifade vektoriinde hptll geni bulunmaktadir. Gen aktarimi sonrasinda transgenik
hiicrelerin segilmesi i¢in bitki ifade vektoriinde bulunan hpttll geninin direng
gosterdigi  higromisin antibiyotiginden yararlanilmistir. Transgenik olmayan
eksplantlarmm  %70-80"ini  6ldiirebilen uygun higromisin konsantrasyonunu
belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 20, 30 mg/L) higromisin i¢eren 6n

testler yapilmistir.

7.7.3. Agrobacterium Susu, Inokiilasyon Besi Ortamn ve Yogunlugunun
Etkisi

Domates bitkisinde transformasyon etkinligini artirmak amaci ile iki farkli
Agrobacterium susu kullanilmigtir. AGL-1 ve GV3101 suslar1 ile ayrintili bilgi tablo
7.2°de  gosterilmistir.  Yiiksek  Agrobacterium  konsantrasyonlar1  domates
eksplantlarinda doku nekrozlarma neden olmaktadwr. Bu durumun gen aktarim
etkinliginin diismesine neden oldugu bildirilmistir (Mimidala vd. 2011). Bu nedenle
caligmada kullanilacak en uygun bakteri yogunlugunu belirlemek amact ile fakli
ODsoolerde (0.3, 0.6 ve 0.8) Agrobacterium konsantrasyonlar1 denenmistir. Bakteri
inokiilasyon besi ortaminin etkisini aragtirmak amaci ile MS besi ortami ve LB besi

ortamlar1 inokiilasyon besi ortami olarak kullanilmigtir.
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7.7.4. Domates Gen Aktarnnm Uzerine On-Kiiltiirleme Siiresi ve Ko-

Kiiltiivasyon Siiresinin Etkisi

Domates dokular1 Agrobacterium ile enfekte edilmeden 6nce on-kiiltiirleme besi
ortaminda farkli siirelerde (12 saat, 24 saat, 48 saat), 25°C’de 16/8 saat
aydinlik/karanlik periyotta iklim dolabinda inkiibe edilmistir. Agrobacterium ile
enfekte edilen eksplantlarin optimum ko-kiiltiivasyon siirelerinin belirlenmesi amaci
ile farkli siirelerde (1, 2, 4 giin) 25°C’de karanlikta etiivde veya iklim dolabinda
belirtilen sicaklik ve 151k sartlarinda bekletilmistir.

7.7.5. A. tumefaciens Bakterisi Uzerine Antibiyotiklerin Etkisi

Ko-kiiltiivasyon sonrasinda Agrobacterium’un eksplantlardan uzaklastirilmasi
ve seleksiyon asamasinda asir1 biiylimesini dnlemek amaci ile timentin ve sefotaksim
antibiyotikleri kullanilmistir. SRM ortamina farkli konsantrasyonlarda antibiyotikler
(Cefotaxime: 300, 400, 500 mg/L ve Timentin 80, 160, 320 mg/L) ilave edilmis ve

etkileri eksplantlar tizerindeki bakterilerin biiyiimesine gore degerlendirilmistir.
7.8. Genom Diizenlenmis Domates Bitkilerinin Elde Edilmesi
7.8.1. PDS ve ACO Genlerinin Domates Bitkisinde Tanimlanmasi
7.8.1.1. PDS Geninin Domates Bitkisinde Tanimlanmasi

Arabidopsis thaliana PDS3 (AtPDS: NM117498) geni homolog niikleotid
sekanslar1 i¢in Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov) kullanilarak referans domates

genomunu BLAST yapilarak arastirilmistir.
7.8.1.2. ACO Geninin Domates Bitkisinde Tanimlanmasi

Domates bitkisinde ACO gen ailesini tanimlamak i¢in A. thaliana ACO1
(AT4G35830) geninin protein sekanst NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)

veri tabanindan fasta formatinda indirilmistir. 795 amino asit uzunlugunda bu gene ait

domain sekansini bulmak i¢in Pfam veri tabani (http://pfam.xfam.org/) kullanilarak

sekans aramasi yapilmigtir. Akonitaz domainini kodlayan 1-465 amino asit sekansi

alinarak Phytozome v12 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml#)  veri

tabanindan domates proteomu segilerek Blast aramasi yapilmistir. Daha sonra
karsilastirma yapmak amaci ile Akonitaz domain Hidden Markov Model (HMM)
dosyas1 Pfam veri tabanindan indirilmistir. Domates bitkisine ait Akonitaz domaini

iceren genler HMMER 3.1b2 veri tabani (http://hmmer.org) kullanilarak analiz
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edilmistir.
7.8.1.3. Filogenetik Analiz

Domates ve diger model bitkiler ile benzerliklerini karsilastirmak amaci ile A.
thaliana, P. trichocarpa, Medicago truncatula, P. patens, B. distachyon, ve S. Bicolor
bitkilerine ait ACO genlerinin protein sekanslart Phytozome v12 veri tabanindan
indirilmistir. ACO proteinlerinin amino asit sekanslarinin ¢goklu hizalamalart MEGAX
yazilimi kullanilarak ClustelW ile gergeklestirilmistir. Daha sonra, hizalanan ACO
proteinlerinin filogenetik agaglar1 Neghbor-Joining (NJ) metodu araciligiyla takip
eden parametreler ile MEGAX kullanilarak yapilmistir. Jones-Taylor-Thornton (JTT)
modeli, gama dagilimi1 ve bootstrap methodu segenekleri segilerek filogenetik agag

olusturulmustur.
7.8.1.4. intron/Exon Yapisi ve Motif Analizi

ACO genlerinin intron exon yapilari, domainleri ve korunmus motiflerin analizi
ve gorsellestirilmesi i¢in gerekli veriler elde edilmistir. TBtool yazilimda analiz
yapabilmek i¢in ACO genlerinin DNA, Protein ve CDS dizileri, domates genomuna
ait gene.gff3 dosyalar1 Phtozome veri tabanindan indirilmistir. ACO genlerinin
korunmus motifleri takip eden parametreler ile MEME Suite (http://meme-suite.org)
web tabanli sekans analiz araciligiyla tespit edilmistir. Yapilan islemde optimum
genislik 80-100 amino asit, herhangi bir sayida motif tekrarlanmasi1 ve maksimum
motif sayis1 10 olarak ayarlanmistir. ACO genlerine ait domainlerin belirlenmesi i¢in
NCBI Conserved Domain Database veri tabani kullanilarak genlerin dizilerini igeren
Fasta formatindaki dosyalar yiiklenip analiz edilmistir. Intron ekzon yapilar1 ve motif

analizi TBTools yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve gorsellestirilmistir.

7.8.1.5. ACO Kromozom Lokasyonu ve Gene Duplikasyonlarin

Belirlenmesi

ACO genlerin kromozom iizerindeki dagilimlar1 ve gen duplikasyonlar: TBtools

yazilimi (https://github.com/CJ-Chen/TBtools) kullanilarak yapilmustir. Ik ACO

genlerinin kromozom iizerinde dagilimini gostermek i¢cin domates genom dosyasi ve
gene lokasyon bilgileri phytozome veri tabanindan elde edilmistir. Daha sonra bu
veriler kullanilarak TBtool yazilimi ile kromozom lokazyonlar1 belirlenmistir.

Gen duplikasyonularinin belirlenmesi i¢in Plant Genome Duplication Database

(http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/) veri tabani kullanilarak domates- domates
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block dosyasi indirilmistir. Elde edilen Block dosyasi i¢ersinden ACO genlerinin
verileri secilerek Ka/Ks oranlar1 TBtools yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Elde
edilen Ka/Ks oranlar1 kullanilarak gen ¢iftlerinin uzaklasma siiresi (Divergence time),

T =Ks/2x (x=6.56 x 10—9) formiilii kullanilarak hesaplanmuistir.
7.8.1.6. Cis-Acting Element Analizleri

Her bir ACO geninin potansiyel promoter bolgesi (baslangi¢ kodonundan 1500
bp yukar1 bolgesi), Phytozome veri tabanindan elde edilmistir. Varsayilan
promoterlerin  Cis-Acting elementleri, PlantCARE veri tabin1 kullanilarak

tamimlanmustir.  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). Daha

sonra gen promoterlerinin Cis-Acting elementleri, elenmentlerin tiirlerini ve sayilarini

analizi TBtools yazilimi kullanilarak yapilmistir.
7.8.1.7. Domates ACO Genlerinin In-Sliko ifade Analizi

Domates bitkisi ACO genlerinin ekspresyon modelleri domates sperm hiicresinin

gelisim profilinin NCBI GEO dataset (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) veri
tabanindan elde edilen transkriptom datasi kullanilarak incelenmistir (Liu, Lu et al.
2018). Trasnkriptom datas1 kullanilarak ACO genlerinin ifade profilleri TBtoools ile
gorsellestirilmistir. ACO genlerinin ekspresyon veri setinde en yliksek ekspresyon

degerine sahip ACO4 genini ¢alismamizda hedeflenmistir.

7.8.1.8. WT Bitkilerde SIACO4 Geninin Ifadesinin RT-gPCR ile

Belirlenmesi

SIACO4 genin farkli donemlerde ve farkli dokularda gen ifadesini belirlemek
amcayla RT-gPCR yapilmistir. Ozellikle ciceklenme doneminde, cigek tomurcugu,
cigek, olgun ¢icek ve yapraklarda SIACO4 genin ifadesi belirlenmistir. Bu amagla

farkli gelisme donemlerinde alinan ve degisik bitki dokular1 sekil 7.6°da gosterilmistir.
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1. DOnem 2. Donem Yaprak 3. DOnem

Sekil 7.6. Domatesin farkli biiylime asamalar1 ve dokulari. 1. Donem: Bitkilerin ilk ¢iceklenmeden
onceki fide asamasi. 2. Donem: Bitkilerin ilk ¢i¢ek olusturdugu dénem. 3. Dénem: bitkilerin
ilk meyvelerinin olgunlastigi ayn1 zamanda ¢igceklenme

RNA izolasyonuna baglamadan once kullanilacak olan saf su, porselen
havanlar, mikrosantriflij tlipler, pipet uclari, pensler ve diger tiim malzemeler 2 kere
otoklavlanarak steril edilmistir. Porselen havan ve mikrosantrifiij tiipler kullanilmadan
once DEPC water ile silinerek, sivi azot ile muamele edilmistir. RNA izolasyonu,
QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit kullanilarak kullanilarak yapilmistir. Bir mikrogram
RNA alinarak iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (Biorad) kulanilarak Tablo 7.3’de

bilesenler hazilanarak cDNA sentezi Kitinin protokoliine (Tablo 7.4) uygun olarak

yapilmistir.
Tablo 7.3. cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri
Bilesenler Reaksiyon hacmi, pl
5x iScript Reaksiyon Mix 4
iScript Reverse Transkriptaz 1
Niikleaz- feree su X
RNA template (1 pg) X
Total hacim 20
Tablo 7.4. cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR kosullar1
Reaksiyon basamagi Sicakhik °C Siire dakika
On sicaklik 25 5
Reverse Transkripsiyon 46 20
RT inaktivasyon 95 1
Store 4 sliresiz

RT—gPCR SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Biorad)
kullanilarak yapilmistir. 1 ul cDNA template olarak kullanilmis ve tiim 6rnekler 3

tenik tekerriirlii olarak hazirlanmistir. Caligmada gen ifadesinin belirlenebilmesi igin
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domates actin 1 geni internal kontrol olarak kullanilmistir. Aktin geni primerleri ve
ACO QPCR primerleri EK5’de sunulmustur. cDNA konsantrasyonu ve yapilan RT-
gPCR ¢alismasinin giivenirliligini belirlemek amac1 PCR standartlar1 olusturulmustur.
Yapilan tiim QPCR islemleri ii¢ teknik tekrar ile tekrarlanmistir. PCR bilesenleri Tablo
7.5’de ve protokolii firmanin 6nerdigi Tablo 7.6’da gosterildigi gibi yapilmistir.

Tablo 7.5. QPCR sentezi reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon hacmi (ul)
SsoAdvanced Universal SYBR green siiper Mix 10

Forwar Primer (10 uM) 0,5

Reverse Primer (10 uM) 0,5

cDNA 1

Niikelaz free su 8

Total hacim 20

Tablo 7.6. QPCR kosullar1 (Biorad CFx96)

Reaksiyon basamagi Sicaklik °C Siire Dongii
Polimeraz aktivasyon sicaklig 98 30 sn 1
Denatiirasyon 98 15sn 40
Baglanma/ uzama 60 30 sn
Melt curve analiz 65-95 (0,5 derece

artilir ~ her 5

dongiide)
Store 4 sliresiz

7.8.2. gRNA Tasarlanmasi

SIPDS ve SIACO4 genlerini hedefleyen gRNA tasarlamak ig¢in Benchling
software ve CRISPR-P 2.0 (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2) online programlar
kullanilmistir. Bu programa gore gRNA se¢iminde On-Score ((en iyi score > 0.50) ve
orta (0.20 < score < 0.50)), GC igeri (% 30-80), gRNA’nm toplam loop sayis1 (TSL)
>3, gRNA sekansinda stem loop sayist (GSL), gRNA ve gRNA scaffold sekanslari
arasinda ardisik baz sayisi (CBP) <7, gRNA ve gRNA scaffold sekansi arasinda
komplementer baz sayis1 (TBP) <12, gRNA sekansi igersinde internal baz sayisi (IBP)
<6, gen lizerinde gRNA lokasyonu, off-target kapasitesi, PAM sekansindan sonraki
niikletid, gRNA 5’ ucundan 17. niikletid (A/T), gibi parametreler dikkate almmustir.
Tasarlanan gRNA’lar °“MFE secondary structure’’, ’Centroid secondary structure’’
ve RNA free enerjilerinin kontroliit RN Afold web server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) kullanilarak yapilmistir. gRNA seciminde gen
tizerinde hedef bolgeler segilirken Exon 1 yada domain igeren korunmus bolgeler
hedeflenmeye calisilmigtir. Tasarlanan tiim gRNA’larm 19-21 niikleotid uzunlugunda

olmasina ve 5’ ucunda G niikleotidi eklenmesine dikkat edilmistir (Sekil 7.7).
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Target for sgRNA1

¥ ATTGGCTGTTAACTTGAGAGTCCA ¥
8.35kb

SIPDS r:l HixomEmmmibxomd s =1 B = = E == = | CI:]

Solyc03g1237602  plg
¥ ATTGGTATTGTCCAGCTCTGGTCT ¥
Target for sgRNA2

b Target for sgRNA1
¥ ATTGCCCGTTACCCCTGTTCTCAAC ¥
8.22kb

SIACO 'lglmn_limlu H H B = H HE HED EEEH HBHE HH Bll
Solyc012g005860.1  ATG - —_—

¥ ATTGCACCTGCTCTGAATGATCCCC ¥
Target for sgRNA2

Sekil 7.7. PDS ve ACO genlerini hedefleney gRNA’larin sematik gosterimi. (a): SIPDS geninin intron
ekzon yapist ve sgRNA1 ve sgRNA2’nin hedef bolgelerinin gosterimi. (b): SIACO4 geninin
intron ekzon yapist ve sgRNA1 ve sgRNA2’nin hedef bolgelerinin gosterimi

7.8.3. gRNA Iceren CRISPR/Cas Bitki Ifade Vektoriiniin Olusturulmasi

Calismada kullanilan CIRISPR/Cas9 sisteminin calisip calismadigii kontrol
etmek amaci ile PDS geni hedeflenmistir. Erkek kisir domates bitkisi elde etmek amaci
ile ACO geni hedeflenmistir. Calismada kullanilan CRIPSR/Cas9 vektori pKI1.1R
(Plasmid #85808) Addgene'den satin alinmistir. Bitki ifade vektoriiniin linear haritasi

sekil 7.8’de ve plazmit ile ilgili ayrintil1 bilgi EK6‘de verilmistir.

LB " RPS5A promoter Cas9 hspT AtU6.26 promoter  sgRNA RB
prom.1 e —
OLE1-TagRFP polyT

Aarl x 2 ‘

I SgRNA klonlama bolgesi (sgRNA scaffold) l

Sekil 7.8. Calismada kullanilacak plazmit (markor gen, Cas9 bolgesi, sgRNa bolgesi)

Caligmada kullanilan markér gen, promotér ve Cas enzimi Sekil 7.8°de
gosterilmektedir. Gen hedeflemek amaciyla dizayni edilen gRNA’larin forward
primerlerin 5* ucuna Aarl kesim enzim bdlgesi ve U6 promotoriiniiniin G niikleotidine
ihtiya¢ duymasindan dolay1 (ATTG) niikleotidleri eklenmistir. Aym sekilde reverse
olarak tasarlanan gRNA primerlerinin 5’ ucuna (AAAC) niikleotidleri eklenmistir
(Sekil 7.9). Daha sonra gRNA’lar hizmet alimi olarak ilgi firmaya HPLC safliginda
100 uM sentezletilmistir. Sentezlenen 4 adet sgRNA’larin her biri ayr1 ayr1 pKI1.1R

plazmit icersine klonlanmustur.

73



Aarl
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Sekil 7.9. Plazmid Aarl kesim enzim bolgesi sgRNA klonlama bolgesi
7.8.4. pKI1.1R Vektoriiniin Aarl Enzimi ile Kesilmesi

Calismada kullanilan pKI1.1R vektorii Aarl (ThermoFisher, #£ER1581) enzimi
ile Tablo 7.7°de gosterilen protokol takip edilerek kesim yapilmistir. Reaksiyon
hazirlandiktan sonra 37 °C'de 6-7 saat PCR cihazinda (Biorad, USA) inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda kesilen bdlgenin birlesmemesi inkiibasyon tamamlanmasinin
hemen ardindan tiipler buz iizerine almarak kesim iirtinlerine 1 pl FastAP buffer ve 1
ul FastAP enzimi eklenerek PCR 37 °C'de 10 dakika, 75 °C'de 5 dakika, 4 °C'de sonsuz
olarak ayarlanmis ve kesim iirlinleri defosforile edilmistir. Defosforilasyon
asamasindan sonra vektoriin kesilip kesilmedigi 9%0,4’liik agaroz jelde 45 dakika
Biorad mini jel elektroforez cihazinda yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Aarl restriksiyon
kesim enzimi kesim tiriinleri tizerinde kalabildiginden bunlarin uzaklastirilmasi amaci

ile jele yliklenirken kullanilan yilikleme boyas1 icerisine %1°lik SDS eklenmistir.

Tablo 7.7. pKI1.1R vektoriiniin Aarl enzimi reaksiyon igerigi

Kimyasal Miktar Marka

10x Aarl Buffer 2ul

pKI1.1R X ul (=1.5 ug)

Aarl 2ul ThermoFisher, #ER1581
50x oligo 0.5ul

Niikleaz Free su Xul

Toplam 20 ul

7.8.4.1. Aarl Enzimi ile Kesilen PKI1.1R Plazmitinin Jelden Ekstraksiyonu

Plazmit izolasyonu “NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up” (MG) Kiti
kullanilarak yapilmigtir. Uv 151k altinda bir bistiiri yardimu ile istenilen bant jelden

kesilerek 1.5’luk ependorf tiipe alinmis ve tartilmistir. Her bir 100 mg agaroz jel i¢in
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%2 buffer NTI eklenmistir. Agaroz jel tamamen ¢oziinen kadar 50 °C’de tutulmus, 2-
3 dakikada bir hafif¢e vortekslenmistir. Daha sonra 6rnekler NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up Column’a transfer edilerek 11,000 x g’de 30 s santifiij edilerek
koleksiyon tiipiinde kalan sivi atimistir. NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Column’a 700 ul NT3 buffer eklenerek 11,000 x g’de 30 s santifiij edilerek koleksiyon
tiipiinde kalan sivi atilmistir. Bu adim tekrar edilmistir. Koleksiyon tiipiinde kalan s1v1
atilarak buffer NT3 kalintis1 olmamasi i¢in NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Column’a 700 ul NT3 buffer eklenerek 11,000 x g’de 60 s santifiij edimistir.
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column 1.5 ml’lik ependorf santiflij tiipiine
almarak 50 ul niikleaz free su eklenmistir. Plazmit biiytikliigii yaklasik 18,500 bg
oldugundan niikleaz free su 6nceden 70 °C’ye isitilarak eklenmistir ve su eklenen
tiipler etiiv igerisince 5 dakika 70 °C inkiibe edilerek 11,000 x g’de 60 s santifiij
edilmistir. Jel eksraktsiyon {riinlerinin miktar ve kalite tayini Thermo Fisher

NanoDrop™ 2000/2000¢ Spectrophotometer’de belirlenmistir.
7.8.4.2. Tek Iplikli sgRNA’larm Cift Iplige Doniistiiriilmesi

Hedeflenen gen golgesine komplementer olarak tasarlanan gRNA’lar tek iplikli
primer olarak sentezletilmektedir. Bu primerler ¢ift iplikli plazmite klonlanabilmesi
i¢in ¢ift iplikli hale getirilmelidir. Primerler sentezlettirilirken eger defosforilize sentez
edilmemis ise T4 Polynucleotide Kinase enzimi ile defosforile edilmesi
gerekmektedir. Defosforilize sentezleme yapilirsa forward ve reverse primerler yiiksek
sicakliktan diisiik sicakliga dogru yavas yavas sogutularak ¢ift iplikli hale
getirilmektedir. Ilgili firmaya sentezlettirilen sgRNA’lar 100 uM olacak sekilde de-
iyonize suda ¢oziilmiis ve 100 pmol/l forward gRNA, reverse gRNA primer ve T4
Polynucleotide Kinase (New England Biolabs#NEB MO0201S, USA) cift iplik elde
etmek igin tablo 7.8’deki gibi karistirilmistir. Daha sonra tablo 7.9’daki protokol
kullanilarak PCR cihazinda gergeklestirilmistir. Bu reaksiyon kurulurken T4
poliniikleotid Kinaz enzim tamponu kullanimamistir. T4 DNA ligaz tamponu
kullanilmigtir (400 mM Tris-HCI, 200 mM MgCI2, 100 mM DTT, 5 mM ATP (pH 7.8
at 25°C). T4 DNA ligaz buffer igersinde bulunan ATP ye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Tablo 7.8. sgRNA’larin ¢ift iplikli hale getirilmesinde kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktar
Oligomer FWD (100 um) 1ul
Oligomer RVS (100 um) 1ul
10x T4 Ligaz Buffer (Thermo) 1ul
milliQ dH,O 6.5 ul
T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL) (Thermo) 0.5ul
Toplam 10 ul

Tablo 7.9. sgRNA’larin ¢ift iplikli hale getirilmesinde kullanilan protokol
Sira Sicaklik Siire
1 37°C 30 dakika
2 95°C 5 dakika
3 Sicakligin disiiriilmesi Her 5 derecede 1 dakika
4 25°C 5 dakika
5 4°C Inkiibasyon

7.8.4.3. pKI1.1R vektoriine cift iplikli gRNA’nin klonlanmasi

Aarl restriksiyon enzmi ile kesimi yapilarak jelden izole edilen PKI1.1R
plazmidi, defosforile edilen gRNA’lar 250 kat seyreltilerek asagidaki karigim
hazirlanmustir (Tablo 7.10). Uriinler PCR cihazinda 16 °C’de 30 dakika bekletildikten

sonra 4 °C’de buzdolabinda bir gece inkiibe edilmistir.

Tablo 7.10. Ligasyon igerigi

Bilesenler Miktar (ul)
pKI1.1R Plazmit (Aarl kesim {iriinii) 3 (50 ng)
gRNA ¢ift iplikli yapilan (250 kat seyreltilmis) 1

10x T4 Ligaz Buffer (Thermo) 2

Niikleaz 6.5

T4 DNA Ligaz 1

Toplam 10

7.8.4.4. Kompetan E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetant E.coli hazirlamak i¢in oncelikle Tablo 7.11 ve Tablo 7.12 de

gosterilen tampon 1 ve tampon 2 ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Tampon 2 malzemeleri 50 ml’lik bir santrifiij tiipiine katilip 1iyice
¢oziindiiriilmiis pH’s1 KOH ile 6.5’¢ ayarlanarak filtre sterilizasyonu yapilmistir.
Escherichia coli (E. coli) DH5a bakteri susu gliserol stogundan alinarak 50 ul ¢izgi
ekim teknigi ile LA besi ortamu igeren petri kaplarina ekim yapilmistir. Olusan tek
koloniler alinip 10 ml LB besi ortami igceren 50 ml’lik falkon tiipler ekim yapilip 16
saat 37 °C 200 rpm’de gece boyu inkiibatorde biliylimeye birakilmistir. O.D600 0.4-
0.7 olunca 100 ml’lik bakteri kiiltiirlinden 50 ml’lik iki falkon tiipe boliinmiis ve 15
dakika buzda bekletilmistir. Sonra 4 °C’de 5 dakika 3500 rpm’de santrifiij yapilip

bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. Santriifiijden ¢ikarilan tiiplerin iist siv1 faz1 dokiilerek buzda
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bekletilen tampon 1’den 5 ml falkon tiiplerin tizerine eklenmis, pipetaj yapilarak
bakteri ¢oziilmiistiir. 4 °C’de 5 dk 3500 rpm’de santriftij yapilip ¢oktlirilmiistiir. Sivi
kismui atildiktan sonra buzda bekletilen tampon 2’den 2 ml her bir falkon tiipe eklenir
ve mikropipet ile nazik bir sekilde pipetaj yapilarak ¢oziindirilmiistiir. Son olarak bu
¢ozeltiyi 1.5 ml’lik soguk santrifiij tiiplerine 100 pl olacak sekilde dagitilarak 30 dk
buzda bekletilmistir. Son olarak tiipler uygun bir kap igersinde alinarak sivi nitrojen

ile dondurulduktan sonra -80 °C’de depolanmustir.

Tablo 7.11. Tampon 1 bilesenleri

Bilesenler (TAMPON 1) Miktar

Potasyum Asetat 30 mM

RuCl; 100 mM

CaCl, 10 mM

Gliserol 8.6 ml

dH:0 50 ml’e tamamlanir

Filtre ile steril edilerek ve 4 °C’de depolanir.

Tablo 7.12. Tampon 2 bilesenleri

Bilesenler (TAMPON 2) Miktar

MOPS 10 mM

RuCl, 10 mM

CaCl; 75 mM

Gliserol 8.6 ml

dH,O 50 ml’e tamamlanir

pH KOH ile 6,5 ayarlanarak Filtre ile steril edilir ve 4 °C’de depolanur.

7.8.4.5. pKI1.1R Vektoriiniin Kompetan E.coli Bakterisine Klonlanmasi

200 ml LA besi ortam1 hazirlanarak otoklav sonrasinda 100 mg/L spektinomisin
eklenmis ve petrilere dokiilmiistiir. Kompetan E.coli bakterisi -80°C’den buz iizerine
alinarak 30 dakika bekletilmistir. 10 ul ligasyon tiriinii 50 ul kompetan E.coli bakterisi
bulunan 1.5 mI’lik ependorf tiiplere eklenmis ve tiipiin alt ucunu parmak ucuyla 3-5
kez vurularak karigmasi saglanmis ve 20-30 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir.
Daha sonra 6rnekler daha dnceden ayarlanmig su banyosu igerisinde 42°C’de 60
saniye bekletilerek sicaklik soku (heat shock) yardimiyla plasmitlerin kompotent
E.coli hiicrelerine trasnferi saglanmistir. Buz iizerinde 2-5 dakika inkiibe edildikten
sonra bakteriler tizerine 900 pl SOC besi ortami eklenmistir. Tipler 37 °C’de 60
dakika 200 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika
santiflij edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine 100 pl LB besi
ortamu dokiilerek pellet ¢oziildii ve bakteriler spreader yardimu ile icerisinde 100 mg/L
amphsilin bulunan LA besi ortamina yayilarak 37°C’de 16 saat inkiibe edildikten sonra

tek koloniler gozlemlenmistir (Sekil 7.10).
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“C buzd
1] __ mmp [HeSt/shockY ‘
v v

10 ul 100 ul LB broth +
ligasyon kompetan 100 mg/L Spektinomisin ‘

ardnu E.coliDH5a

ATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAA
TCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATA
CAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGTTGAGAACAGGGGTAACGGTTTTAGA - \——;a

GCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG \\_/"
TGGCACC GAGTCGGTGCTTTTTTTTGCAAAATTTTCCAG <
Sanger plazmit Dizileme Koloni PCR

Sekil 7.10. pKI1.1R vektoriiniin kompetan E.Coli bakterisine klonlama asamast.

7.8.4.6. Bakteri Kolonilerinin PCR ile Test Edilmesi

E. Coli transformasyonu sonucunda gelisen tek kolonilerden se¢im yapilarak
koloniler 2 ul steril saf suya pipet ucu ile bulastirilmis Tablo 7.13’de verilen bilesenler
olusturularak PCR yapilmis ve plazmitlerin aktarilip aktarilmadigi dogrulanmuistir.
Koloni PCR bilesenleri tablo 7.13’de PCR kosullar1 ise 7.14°de gosterilmistir. Koloni
PCR da gRNA’lar 25 bp uzunlugunda oldugundan plazmitler Hptll primerleri

kullanilarak koloniler dogrulanmustir.

Tablo 7.13. Bakteri kolanilerinde bulunan plasmidlerin teyidinde kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
NEB 2x Taqg DNA Master mix 12.5

Hptll Primer F 1

Hptll Primer R 1

Niiklea free su 10.5

DNA (kloni pipet ucu ile bulastirilmistir) -

Toplam 25

Tablo 7.14. Bakteri kolanilerinde bulunan plasmidlerin teyidinde kullanilan PCR protokolii

Sira Sicaklik (°C) Siire Dongii

1 95 3 dk 1 dongii
2 95 30 sn

3 55 30 sn 34 dongii
4 68 1dk

5 68 5 dk 1 dongii
6 4 Siiresiz 1 dongii

7.8.4.7. Bakterilerin Stok Olarak Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Koloni PCR dogrulamas1 yapilan koloniler steril falkon tiip i¢erisinde 20 ml LB
besi ortamma ekimi yapilarak 1 gece 37°C’de 220 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde
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biiyiitiilmistiir. Falkon tiipler 5000 g’de 5 dk santiifiij edilerek bakterilerin ¢okmesi
saglanmistir. Pellet 2 ml LB besi ortamu ile ¢oziilerek 500 ul olacak sekilde 2 ml’lik
ependorf tiliplere transfer edilmistir. Tiipler 5000 g’de 5 dk santiifiij edilerek
bakterilerin ¢okmesi saglandi. Pellet 200 ul LB besi ortamu ile ¢oziilerek tizerine 800
ul steril %80°lik gliserol eklenmistir. Vorteks ile iyice karistirilarak —80°C’de

muhafaza edilmistir.
7.8.4.8. Plazmit izolasyonu

PCR sonucu belirlenmis olan kolonilerden plazmit izolasyonu yapmak i¢in
bakteriler, icerisine 100 mg/L Spectinomycin eklenmis 10 ml s1vi LB besin ortaminda
37 °C 200 rpm’de 1 gece boyunca inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Plazmit izolasyonu i¢in
Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep kit kullanilmistir ve ilgili firmanin
protokolii takip edilmistir. Plazmitlerin varligi ve konsantrasyonu ve NanoDrop™
2000/2000c Spectrophotometer ile Olciilmiistiir. Daha sonra %0.4’lik agaroz jelde
yiiriitelerek plazmidler kontrol edilmistir (Sekil 7.11).
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pKI1.1R + gRNA plazmit izolasyonu jel goriintiisii M

v

<|lE 1

Sekil 7.11. izole edilen plazmitlerin agaroz jelde goriintiillenmesi

7.8.4.9. Plazmitlerin Dizilenmesi

Klonlanan gRNA’larmn plazmit igerisine aktrarilip aktarilmadigini kontrol
edilmesi i¢in plazmid dizleme yapilmistir. 100 ng/pul konsantrasyonda 30 pl hacimde
hazirlanan plazmitler, CRISPR seq forward ve reverse primerleri kullanilarak hizmet
alimi seklinde sanger dizileme ile gergeklestirilmisti. NCBI Blast programi
kullanilarak Dizilenen sekanslar ile gRNA’lar aligment yapilarak varliklari kontrol
edilmistir. Dizileme ile dogrulanan plazmitler Agrobacterium igerisine 7.8.4.10’da

belirtildigi sekilde transfer edilmistir.
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7.8.4.10. gRNA/pKI1.1R Vektoriiriin Kompetan A. tumefaciens’e (AGL1)

Transformasyonu

pKI1.1R vektorii A. tumefaciens (AGL1) bakterilerine elekroporasyon (Biorad)
cihaz1 ile transforme edilmistir. Elektroporasyonda kullanilacak kiivetler (Gene
Pulser®/MicroPulser™ Electroporation Cuvettes, 0.1 cm gap) buz iizerine 6nceden
yerlestirilip sogutuldu. Kompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) buz iizerine
yerlestirilerek 50 pl bakteri tizerine 10 pl ligasyon {iriinii eklendi. Daha sonra karisim
pipet yardimi ile elektroporasyon kiivetine alinarak Kuveyt cihaza yerlestirilmistir.
Elektroporasyon cihazinda Agrobacterium igin ayarlanmis uygun elektirik akimi
secilerek islem gerceklestirilmistir. Islem gerceklestirildikten sonra ¢ok hizli bir
sekilde hiicrelerin iizerine 1 ml LB besin ortami eklenmis ve pipet yardimi ile
bakteriler 2ml’lik steril ependorf tiipe transfer edilmistir. Devaminda 28 °C 200
rpm’de 3 saat galkalayici inkiibatorde biiyiitiilmistiir. Daha sonra spektinomisin (100
mg/ml), carbenicilin (50 mg/ml) Rifamisin (10 mg/L) antibiyotikleri iceren kati LB
besin ortamina 100 pL bakteri yayilarak 28 °C’de inkiibasyona birakilip iki giin
boyunca biiyiitiilmiistiir. Se¢ici ortamdan bakteri kolonileri numaralandirilarak
kullanilmistir. Segilen her bir koloni igin 10 pl steril su igeren PCR tiipii hazirlanip
her bir koloniden pipet ucu ile tek bir bakteri kolonisi alinarak suya inokiile edilmistir.
Elde edilen bakterili inokiilanttan 2ul alinarak koloni PCR ig¢in, 8 ul’si ise bakterinin

siv1 kiiltiire ekimi i¢in kullanilmastir.

7.8.4.11. Plazmitlerin Kompetan A. tumafaciens GV3101 Bakterisine

Aktarilmasi

500 ml LA besi ortami hazirlanarak otoklav sonrasinda 30mg/L Gentamisin+
25mg/L rifamisin + 100 mg/L spektinomisin eklenmis ve petrilere dokiilmiistiir.
Kompetan A. bacterium bakterisi — 80 °C’den buz {lizerine alinarak 30 dakika
bekletilmistir. 10 pl ligasyon iriinii 50 pul kompetan Agbacterium bakterisi bulunan 1.5
ml lik ependorf tiiplere eklenmis ve tiipiin alt ucunu parmak ucuyla 3-5 kez vurularak
karigmasi saglanmistir. Daha Onceden buz tizerinde bekletilen elektroporasyon
kuveytine (Gene Pulser®/MicroPulser™ Electroporation Cuvettes, 0.1 cm gap) alinan
karigim transfer i¢in kullanilmistir. Devaminda Biorad Gene Pulser®/Micropulser™
cihazi ile transformasyon gerceklestirilmistir. Kuveyt tizerine 900 pl LB besi ortami
eklenerek 2 ml’lik ependorf tiip icerisinde 28°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Daha

sonra 100 pl bakteri siispansiyonu spreader yardimi ile LA besi ortamima yayilarak
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28°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra tek koloniler gozlemlenmistir. Segilen her bir

koloni i¢in 10 pl steril su iceren PCR tiipili hazirlanip her bir koloniden pipet ucu ile

bakteri alinarak suya bulastirilmistir. Elde edilen bakterili inokiilantin 2 ul’si PCR i¢in

8 ul’si ise bakterinin sivi kiiltiire ekimi i¢in kullanilmistir (Sekil 7.12).

Elektroporasyon

/

-
v

100 ul
kompetan
Agrobacterium
Gv3101

'
3 ul plazmit
pKI1.1R +
ACOS geni
Ve PDS geni

\\. AN - )
LB broth +
100 mg/L Spektinomisin
30 mg/L Gentamisin ’

10 mg/L Rifamisin

Koloni PCR

Sekil 7.12. pKIL1.1R plazmitlerin kompetan A. tumafaciens GV3101 bakterisine aktarilmasi

7.8.4.12. Koloni PCR

Agbacterium transformasyonu

sonucunda gelisen tek kolonilerden se¢im

yapilarak CRISPRseq ve Hptll primerleri ile koloni PCR yapilmis ve plazmitlerin

aktarilip aktarilmadigir dogrulanmistir. Koloni PCR bilesenleri tablo 7.15°de PCR

kosullar1 ise 7.16°da gosterilmistir.

Tablo 7.15. Koloni PCR hilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
NEB 2x Tag DNA Master mix 12.5 ul
Primer F 1ul
Primer R 1ul
Niiklea free su 10.5 ul
DNA (kloni pipet ucu ile bulastirilmistir) -
Toplam 25 ul

Tablo 7.16. Koloni PCR protokolii
Sira Sicaklik (°C) Sire Dongii
1 95 3dk 1 doéng
2 95 30sn
3 55 30sn 34 dongl
4 68 1dk
5 68 5 dk 1 dongl
6 4 Store 1 dongl
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7.8.5. Bitki Tohumlarimin  Yiizey Sterilizasyonu ve Tohumlarin

Cimlendirilmesi

Steril kabin i¢erisinde domates tohumlar1 yiizey sterilizasyonu yapmak amaci ile
% 70’lik etil alkolde 60 saniye bekletildikten sonra 50 ml % 20°’lik ticari camagir suyu
(Sodyum hipoklorit) igerisine 100 ul Tween20 eklenerek hazirlanan soliisyonda 20
dakika bekletilerek 5 kez steril saf su ile yikanmistir. Islak tohumlarin kurumasi i¢in
steril kurutma kagidinda 5 dakika bekletilmistir. Yiizey sterlizasyonu yapilan
tohumlar1 ¢imlendirmek icin GM besi ortamlar1 hazirlanmistir 121 °C’de 1 atm
basingta 20 dakika otoklavda steril edilerek, steril 1 litrelik kavanozlara 100
ml/kavanoz olacak sekilde dokiilmiistiir. Dokiilen besi ortamlar1 katilastiktan sonra
steril tohumlar pens yardimi ile her bir kavanoza 10 adet tohum ekimi yapilmustir.
Daha sonra kavanozlar ¢imlendirilmek i¢in 8 giin siire ile 25 °C’de 16-8 saat

aydmlik/karanlik periyotta iklim dolabinda inkiibe edilmistir.
7.8.6. Domates Bitkisi Gen Aktarim
7.8.6.1. Kotiledon Eksplantlarimin On-kiiltiir Ortamina Alinmasi

Domates bitkisinde genomu diizenlenmis bitki elde etmek amaci ile bitki
rejenerasyon sistemi optimize edildikten sonra en yiiksek rejenerasyon kapasitesine
sahip c¢esit ve ekplant kaynagi kullanilmistir. Buradan yola ¢ikarak 8 giinliik domates
fidelerinin kotiledon eksplantlar1 Agrobacterium hiicreleri ile inokiile edilmeden 12

saat dnce PCM besi ortamina transfer edilmistir.
7.8.6.2. Agrobacterium Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Gen aktarim asamasinda iki farkli Agrobacterium susu kullanilmustir. pKI1.1R
vektoriine sahip Agrobacterium tumefaciens AGL-1 ve GV3101 susu domates
bitkisinde gen aktarimi yapilmig fakat AGL-1 susu domates bitkisinde doku
karamasima neden oldugundan dolayr GV3101 susu ile ¢alismaya devam edilmistir.
PKI1.1RPDS ve PKI1.1RACO vektorlerini igeren Agrobacterium hiicreleri gentamisin
(30 mg/L), spektinomisin (100 mg/L) ve rifampisin (10 mg/L) antibiyotiklerini i¢eren
50 ml stv1 LB ortaminda 28°C’de 200 rpm’de 1 giin siireyle OD600 0,8’e gelene kadar
biiylitiilmiistir. Kiltiirler 50 ml’lik falkon tiipe aktarilarak 5000 rpm de 5 dakika
santiflij edilerek ¢oktiiriilmiis ve slipernatant atilmistir. Bakteri peleti Vir genlerinin
aktivasyonu i¢in 200 uM asetosiringon, 30 mg/L gentamisin, 100 mg/L spektinomisin

iceren LB besi ortaminda ¢oziilerek 4 saat siire ile 28°C’de 200 rpm’de biiyiitiilmiistiir.
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Kiiltiirler 50 ml’lik falkon tiipe aktarilarak 5000 rpm de 5 dakika santifiij edilerek
coktiiriilmiis ve slipernatant atilmistir. Bakteri kiiltiiriiniin OD600’si 0,6 olacak sekilde

Stvi MS besi ortami ile ¢oziilerek gen aktarimi i¢in hazirlanmistir.

on-kultivasyon
besi ortami

Agrobacterium ile ODe00 = 0.6

MS domates kotiledon 5000 g'de santifij
+0,5mg/11AA+ 3mg/l edilir.

BA ¢ e e:zﬁlalgtslag:m 100 ml savi MS besi
+100 uM asetogiringon ! ulasyonu yeriile oozulur 100
24'C'de 24saat 10 dakika uM Asetogiringon

eklenir ve 4 saat
28 'C'de binyiitislir

ortamda inkiibe edilir

LB besi ortamu

30mg/l Gentamisin
10mg/l Rifamisin

100 mg/L Spektinomisin
A. tumafaciens GV3101

Ko-kiltuvasyon
besi ortami

MS
+ O Smg/l 1AA+ 3mg/l

Yikama 7
+1C)D uM asetogiringon

24'C'de 2 giin karankk besi Selt?kswon
ortamda inkiibe edilir ortami besi ortami

MS
0.5 / !
+500 my/L sefotaksim EA:)"WHM* Smof
0 mg/L timentin +500 mg/L sefotaksim
80 mg/L timentin
+10 mg/L higromisin
100 mg/L Askorbik asit

Sekil 7.13. A. tumafaciens GV3101 bakterisin ile gen aktarim yontemin 6zeti.

7.8.6.3. Kotiledon Eksplantlarimin Agrobacterium ile inokiilasyonu ve Ko-

Kiiltiivasyon Besi Ortamina Alinmasi

On kiiltiir ortaminda bekletilen kotiledon eksplantlar1 Agrobacterium kiiltiirii ile
10 dakika muamele edilmistir ve ardindan ko-kiiltiivasyon ortamma alinmistir.
Eksplantlar 2 giin 25 °C’de karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Ko-kiiltiivasyondan
sonra kotiledon eksplantlari tizerinde iiremis olan fazla bakterileri uzaklastirmak igin
yikama besi ortamima (WM) alinmustir. Eksplantlar WM besi ortaminda 2 kez her bir
yikamada 10 dakika siire ile yikanarak steril kurutma kagitlarinda kurumaya

brrakilmaistir.
7.8.6.4. Eksplantlarin Selektif Besi Ortamina Aktarilmasi

Eksplantlar, selektif besi ortamina transfer edilmistir. Seleksiyon besi ortamina
alman eksplantlar 16sa/8sa periyodunda bitki biiyiime kabininde kallus olusturmak
iizere inkiibasyona bwakilmigtir.  Her bir petri kabma yaklagik 10 eksplant
yerlestirilmis ve her ¢aligmada 100 eksplant kullanilmistir. 4-5 hafta sonra, rejenere
stirglinler (3-5 cm) koklendirme ortamma (RM) aktarilmig ve devaminda turba ve

perlit (3:1) karisimi iceren 15x25x45 ebatindaki saksilara transfer edilmistir.
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7.8.6.5. Genom Diizenlenmis Bitkilerin Aklimatizasyonu

Bitkilerin alinacagi tiim saksilar ¢amasir suyu ile yikanarak temizlenmistir.
Torflar Buzdolap posetlerine ya da otoklav posetlerine doldurularak otoklav yardimi
ile steril hale getirilmistir. Steril torflar 1Lt’lik saksilara doldurularak hazirlanmistir.
1Lt ‘lik steril kavanozlarda bulunan steril bitkiler kdklerine zarar vermeden dikkatli
bir sekilde kavanozdan ¢ikarilarak koklerinde bulunan fazla MS musluk suyu ile
yikanmustir. Daha sonra bitkiler torf iceren saksilara dikim yapilmistir. 0,5 mg/L IAA
iceren Hoagland soliisyonu ile sulanmistir. Sulama yapildiktan sonra saksilara bir
cubuk dikilerek buzdolabi poseti ile kapatilmistir. Bitkiler iklim odasina 16/8 saat
aydmlik /karanlik periyotta 25 °C’de biiyiimeye birakilmistir. Dikim isleminden 3 giin
sonra saksilarin tizerinde bulunan buzdolab: poseti ¢ikarilmis 1-2 saat bekletildikten
sonra tekrar takilmis 5. giin ise tamamen ¢ikarilmistir. 15 giin sonra bitkiler 30Lt’lik
saksilara transfer edilerek hasat donemine kadar haftada bir hoagland soliisyonu ile

sulanmistir.
7.8.7. TO Aday Bitkilerin Molekiiler Olarak Belirlenmesi

Genom diizenlenmis bitkilerden ve yabani tiirlerden genomik DNA izolasyonu
Quick-DNA™ Plant/Seed Miniprep Kit (Zymo Research) kiti kullanilarak firmanin
onermis oldugu protokoliine gore yapilmistir. Higromisin ve Cas9 geni igeren tiim
genom diizenlenmis TO bitkiler Hptll, virA, virD and Cas9 spesifik primerler
kullanilarak PCR ile kontrol edilmistir. PCR bilesenleri Tablo 7.17°de ve kosullar:
Tablo 7.18’da verilmistir. PCR islemi tamamlandiktan sonra PCR {iriinlerine 3ul 6x
yiikleme boyasindan eklenerek %0,8’lik agaroz jelde Biorad jel elekroforez cihazinda
45 dakika yiiriitiilmiistiir. Transgenik olarak belirlenen bitkiler mutasyon belirlemek

amaci ile dizileme yapilmistir.

Tablo 7.17. Transgenik To bitkilerinin PCR ile belirlenmesinde kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
NEB 2x Tag DNA Master mix 125
CRISPRseq Primer F 1
CRISPRseq Primer R 1

Niiklea free su 10.5

DNA (kloni pipet ucu ile bulastirilmistir) -

Toplam 25
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Tablo 7.18. Transgenik To bitkilerinin PCR ile belirlenmesinde kullanilan PCR protokolii

Sira Sicaklik Siire Dongii
1 95 °C 3dk 1 doéngli
2 95°C 30sn
3 55 30sn 34 dongl
4 68 °C 1dk

68 °C 5 dk 1 dongi
5 4°C Store 1 dongli

7.8.8. Genom Diizenlenmis Bitkilerde Mutasyon Analizleri

ACO ve PDS geninde meydana gelen mutasyonlar1 belirlemek igin 6rneklerden
genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Genomik DNA izolayonu Plant/Seed DNA
Mini Prep. (Zymo research) kiti kullanilarak yapilmistir. Boliim 7.8.7°de yapilan PCR
sonuglarma gore pozitif transgenik bitkiler tespit edilmistir. Teorik olarak genom
diizenlenmis bitkilerde mutasyonlar1 belirlemek amaciyla SIPDS ve ACO gen
bolgelerinde gRNA hedef bolgelerini kapsayacak sekilde NCBI primer3’de primer
dizayni edilmis ve PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonu SIPDS ve ACO genlerine
spesifik primeler kullanilarak Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs#M0491S, USA) ile olusturulmustur. PCR kosullar1 ve bilesenleri Tablo 7.19
ile Tablo 7.20’de verilmistir. PCR iirtinleri %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
jelde izole edildi ve pGEM®-T Easy Vector (Promega) kullanilarak klonlama
yapilmistir. Klonlama yapilan plazmitler E. coli i¢ersine heat-shock metot yardimi ile
transfer edilmis ve SOC besi ortaminda bir saat 37 °C’de 180 rpm’de orbital
calkalayicida 1 saat biiylitiilmiistiir. 3000 rpm’de 10 dakika santifiijiin ardinda pellet
100 ul SOC besi ortamu ile ¢oziilerek tek kolini olusturmak ve klonlanan plazmitleri
se¢mek igin x-gal boyama yapilarak mavi beyaz koloni se¢imi yapilmustir. X-gal
boyama protokolii (EK-6) sunulmustur. Daha sonra transforme edilen bakteriler ayn1
petrilere yayilarak 37 °C'de bir gece biiyiitiilerek, elde edilen beyaz tek kolonilerden
her bir gen i¢in 10 adet koloni se¢imi yapilarak koloni PCR ile dogrulanmistir.
Ardindan bakteriler sivi LB besi ortamina ekilerek bir gece biiyiitiildiikten sonra
plazmit izolasyonu gergeklestirilmistir. Plazmitler sanger sekanslamasi kullanilarak
mutasyonlar tanimlanmistir (Sekil 7.14). Sekanslar, Blastn NCBI kullanilarak SIPDS
ve ACO geninin yabani tip referans sekansi ile kargilagtirilmigtir. Bitkilerde elde edilen

mutasyon ile fenotipik degisiklikler incelenerek mutasyon frekansi belirlenmistir.
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Tablo.7.19. To bitkilerinde Q5 High-Fidelity DNA polimeraz PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
5X Q5 Reaction Buffer 5

10 mM dNTPs 0,75

Primer F 1,25

Primer R 1,25
Template DNA 100 ng/ul 2

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0,25

DMSO 1
Niiklea free su 13,5

Toplam 25

Tablo 7.20. To bitkilerinde Q5 High-Fidelity DNA polimeraz PCR kosullari

Sira Sicakhk Siire Dongii

1 95°C 3dk 1 dongii
2 95°C 30 sn
3 55 30 sn 34 dongii
4 68 °C 1dk

68 °C 5 dk 1 dongii
5 4°C Store 1 dongii
Genomik DNA izolasyonu e -

Sequence

g~
0
I l |

PGEMTY Easy kloning

@ v

Plazmid izolasyonu

4

Sanger Dizileme

Sekil 7.14. Genom diizenlenmis bitkilerde mutasyonlarin belirlenmesinde izlenen metotlar.

7.8.9. Genom

Diizenlenmis  Bitkilerin  Morfolojik  Ozelliklerinin

Belirlenmesi

PDS geni hedeflenen mutant bitkiler fenotipik olarak kontrol bitkileri

karsilastirilmistir.  Albino, Kimerik ve tamamen yesil olanlarin oranlar1 kontrol

bitkilerine gore belirlenmistir. ACO geni hedeflenen mutant hatlarin kontrol bitkilere

gore ¢igek yapilari, polen canliliklar1 ve morfolojik goriintiileri karsilastirilmastir.
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7.8.10. Genom Diizenlenmis Bitkilerin Polen Canhhiklarimin Belirlenmesi

Denemede yer alan cesitlere ait ¢igek tozlarinmm canlilik diizeylerini
belirleyebilmek igin 2.3.5 Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) canlilik testleri
asagida aciklandig sekilde yapilmustir.

10 ml TTC ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 6nce 0,1 g TTC, 1 ml sterisaf su iginde
¢oziilmiis, ayrica 6 g sakkaroz 9 ml saf su iginde eritilmis ve ayr1 ayr1 hazirlanan bu
iki karigim bir falkon tiip igerisinde karistirilmistir. (Norton 1966). Falkon tiip
aliminyum folyo ile sarilarak 1sik almasi engellenmistir. Daha sonra denemede yer
alan mutant bitki ile yabani tiir bitkilere ait ¢igek tozlar1 1.5 mI’lik ependorf igerisine
polenler toplanmustir. Her biri igin 2’ser lam hazirlanmis ve lamin her iki tarafina bir
damla TTC damlatilmigtir. Damlanin {izerine sulu boya firgasiyla polen ekimi
yapilmstir. Ekim yapildiktan sonra damlanimn tizeri lamelle kapatilmistir. TTC boya
maddesi ¢igek tozlarinin ekiminden 2-3 saat sonra boyanmalarmi saglamigtir. Lamin
her iki ucunda da 5’ser bolgede 151k mikroskobunda sayim yapilmistir. Isik
mikroskobunda yapilan gézlemler sonucu TTC boya maddesi ile boyanmayan ¢icek
tozlar1 cansiz, pembe renk olan ¢igek tozlar1 yari canli, kirmiziya boyanan ¢icek tozlar1
ise canli olarak degerlendirmeye alinmigtir. Lamin 3 fakli bolgesinde 100’er adet polen

sayilarak Kirmiziya boyanan gigek tozlarinin oranina gore hesaplama yapilmstir.

7.8.11. To Transgenik Mutant bitkilerde RNA izolasyonu ve Kantitatif
RT-qPCR

RNA izolasyonuna baglamadan 6nce kullanilacak olan saf su, porselen havanlar,
mikrosantrifiij tiipler, pipet uclari, pensler ve diger tiim malzemeler 2 kere
otoklavlanarak steril edilmistir. Porselen havan ve mikrosantrifiij tiipler kullanilmadan
once DEPC water ile silinerek, sivi azot ile muamele edildi. RNA izolasyonu,
QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit kullanilarak kullanilarak yapildi. Bir mikrogram
RNA alinarak iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (Biorad) bilesenleri tablo 7.21’deki
hazirlanmig ve CDNA sentezi kitin protokoliine (tablo 7.22) uygun olarak yapilmistir.

Tablo 7.21. cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon hacmi, pl
5x iScript Reaksiyon Mix 4

iScript Reverse Transkriptaz 1

Niikleaz- feree su X

RNA template (1 pg) X

Total hacim 20
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Tablo 7.22. cDNA sentezi PCR kosullari

Reaksiyon basamagi Sicakhk °C Siire dakika
On sicaklik 25 5

Reverse Transkripsiyon 46 20

RT inaktivasyon 95 1

Store 4 sliresiz

Daha sonra kantitatif RT-PCR SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix (Biorad) kullanilarak yapilmistir. 1 pl cDNA template olarak kullanilmis ve
tim oOrnekler 3 teknik tekrarli olarak hazirlanmistir. Caligmada gen ifadesinin
belirlenebilmesi i¢in domates actin 1 geni internal kontrol olarak kullanilmigtir. Aktin
geni primerleri ve ACO RT-gqPCR primerleri EK5’de sunulmustur. c¢cDNA
konsantrasyonu ve yapilan RT-QPCR c¢aligmasinin giivenirliligini belirlemek amaci
PCR standartlar1 olusturulmustur. Yapilan tim RT-gPCR ii¢ kez tekrarlanmistir PCR
bilesenleri (Tablo 7.23) ve protokolii firmanm o6nerdigi sekilde yapilmis ve Tablo
7.24°de verilmistir.

Tablo. 7.23. RT-qPCR sentezi reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon hacmi (ul)
SsoAdvanced Universal SYBR green siiper Mix 10

Forwar Primer (10 uM) 0,5

Reverse Primer (10 uM) 0,5

cDNA 1

Niikelaz free su 8

Total hacim 20

Tablo 7.24. RT-qPCR kosullar1 (Biorad CFx96)

Reaksiyon basamagi Sicaklik °C Siire Dongii
Polimeraz aktivasyon sicakligi 98 30sn 1
Denatiirasyon 98 15 sn 40
Baglanma/ uzama 60 30sn
Melt curve analiz 65-95 (0,5 derece artilir  --

her 5 dongiide)
Store 4 siiresiz
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8. BULGULAR

8.1. Bitki Doku Kiiltiirii ve Rejenerasyon Parametrelerin Optimizasyonu

Domates bitkisinde en iyi rejenerasyon ortamina ulasmak igin, eksplant yasi,

eksplant kaynagi ve bitki biiyiime diizenleyicilerin etkisi belirlenmistir.

Domates bitkisinin kotiledon ve yaprak eksplantlar1 ¢esitli kombinasyonlarda ve
konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri igceren besi ortamlarinda kiiltiire
almmustir. Yaprak ve kotiledon eksplantlarindan bitki rejenerasyonu lizerine BA,
Kinetin ve TAA bitki biiylime diizenleyicilerin etkisi Tablo 8.1°de gosterilmistir.

Kiiltiir baglangicindan {i¢ hafta sonra olusan bitkicikler degerlendirilmistir.

Steril kosullar altinda yaklasik 30 giinlik domates bitkilerin yapraklar1 2-3 mm
biiyiikligiinde kesilerek farkli konsantrasyonlarda RM besi ortamma alinmustir.
Yaprak eksplantlarinda kiiltiir baslangicindan 8 giin sonra embriyojenik kalluslar
gozlenmeye baslamis ve 15 giin sonrada siirgiin olusumu gozlemlenmistir. Yaprak
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu, Crocker ¢esidinde 0.1 mg/L TAA ve 4 mg/L
kinetin takviye edilmis rejenerasyon ortamu lizerinde en yiiksek rejenerasyon elde
edilirken (% 78) eksplant basina siirgiin olusumu ise 4.30 olarak belirlenmistir (Tablo
8.1). Bobcat ¢esidinde, yaprak eksplantlarmin rejenerasyonu, hem BA hem de Kinetin
iceren ortamlarda Crocker g¢esidinden daha diisiik oldugu goézlemlenmistir. Bobcat
¢esidinde yaprak eksplantlarindan en yiiksek bitki rejenerasyonu 0.1 mg/L 1AA ve 4
mg/L kinetin takviye edilmis ortamlarda gozlemlenmistir. Buna ek olarak BA igeren
rejenerasyon besi ortamlarinda Kinetin igeren ortamlara gore, yaprak eksplantlarindan
elde edilen siirgiin sayis1 daha diisiik olarak bulunmustur. Yapilan bu ¢calismada ilging
olarak doku kararmasini 6nlemek amaci ile kullanmis oldugumuz L-Askorbik asit tiim

rejenerasyon ortamlarinda yapraktan siirgiin olusumunu engellemistir.
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Sekil 8.1. Yaprak eksplatlarindan bitki rejenerasyonu. a): yaprak ekplantlarinin kesilerek bitki
rejnerasyon ortamina alinmasi. b): yapraktan bitki renerasyonu (30 giin)

Yaprak eksplantlarina ek olarak, rejenerasyon ortaminda 3-4 hafta kiiltiirden
sonra kotiledon yapraklarinda ¢oklu siirgiinler gozlemlenmistir. Kiiltiir baglangicindan
2 hafta sonra embriyojenik kallus yapilar1 gézlemlenirken 21 giinliik kiltiirlerde
siirgiin olusumu gdzlemlenmistir. Kotiledon eksplantlarinda en yiiksek siirgiin
olusumu, 3 mg/L BA ve 0.1 mg/IAA ile takviye edilmis ortamda Crocker ¢esidinde
elde edilmistir. Kinetin igeren ortamda yapraktan yiiksek rejenerasyon elde edilmesine
ragmen kotiledon eksplantlarindan rejenerasyon ¢ok diisiik olarak belirlenmistir.
Kotiledon yapraklar ekplant olarak kullanildigi zaman Crocker g¢esidi BA igeren
ortamda daha iyi rejenere olurken, Bobcat ¢esidi kinetin igeren ortamda daha iyi bir
rejenerasyon gostermistir. Laboratuvar ¢aligmalarindaki deneyimlerimiz sonucunda
kotiledon ekplantlarinda doku kararmasmin yiiksek oldugu goriilmiis bu sorunu
onnlemek amaci ile tiim besi ortamlarinda L-askorbik asit (100 mg/L) eklenmistir.
Ayni zamanda kotiledon yasmin ve genotipinin kotiledon eksplantlarindan bitki
rejenerasyonunda en onemli faktor oldugu belirlenmistir. Bu nedenle bu calismay1
gerceklestirmek icin farkli yasta bitkilerin kotiledonlar1 kullanilmistir. Calismada 8,
10 ve 12 giinliik yasta bitkilerin kotiledonlarinda rejenerasyon ¢aligilmistir. Yapilan
caligmada 8-10 gilinden daha yasli ekplantlarda rejenerasyon ¢ok hizli bir sekilde
diismiis ve rejenerasyon elde edilememistir. Daha sonra yapmis oldugumuz
optimizasyonlarda 8 giinliilk kotiledon yapraklar1 rejenerasyonda ve gen aktarim

calismalarinda kullanilmustir.
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Sekil 8.2. Kotiledon ekplantlarindan elde edilen kallus ve bitki rejenerasyonu (15 giin)

Tablo 8.1. S. lycopersicum Cvs Crocker ve Bobcat gesitlerinde kotiledon ve yaprak eksplantlarindan
farkli kombinasyonda bitki biiyiime diizenleyiciler igeren MS besi ortaminda in vitro rejenerasyonu.

Yapraktan bitki Kotiledondan bitki

BGD (mg L) reanerasyonu (%) rejenerasyonu (%)
IAA BA Kin Crocker Bobcat Crocker Bobcat

0.5 0 10 0 12 0

1.0 0 12 12 33 0

2.0 0 24 17 76 0

3.0 0 45 8 83 12
01 4.0 0 10 0 64 0

0 0.5 0 0 0 0

0 1.0 0 0 0 0

0 2.0 22 13 0 13

0 3.0 36 17 0 33

0 4.0 78 66 0 12

0.5 0 0 32 0 32

1.0 0 9 17 17 12

2.0 0 12 0 75 0

3.0 0 18 0 79 0
0.5 4.0 0 16 0 48 0

0 0.5 0 0 0 0

0 1.0 10 0 0 0

0 2.0 32 0 0 0

0 3.0 40 17 0 13,3

0 4.0 76 58 0 50

Farkli gelisim donemlerindeki domates fidelerine ait kotiledon ve yaprak
eksplantlarinda  bitki rejenerasyonu tiizerine etkisi belirlenmistir. Kotiledon
eksplantlar1 i¢in bitkilerin GM besi ortamia ekiminden sonra 8,10, 12 ve 14 giinlik
domates fidelerinin eksplantlar1 3 mg/L BA ve 0.1 mg/L TAA igeren rejenerasyon besi

ortaminda degerlendirilmistir. Yaprak eksplantlarinda ise bitkilerin GM besi ortamina
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ekiminden sonra 20, 30 ve 40 giinliik domates fidelerin yaprak eksplantlar1 4 mg/L
Kinetin ve 0.1 mg/L IAA igeren rejenerasyon besi ortaminda degerlendirilmistir.
Yaprak eskplant olgunlugunun bitki rejenerasyonu iizerine 6nemli derecede etkisi
bulunamamistir (Tablo 8.3). Kotiledon eksplantlarinda eksplant yasinin bitki
rejenerasyonu iizerine Onemli derecede etkisi goriiliirken yaprak eksplantlarinda
rejenerasyon iizerine etkisi saptanmamistir. Kotiledon eksplantlarinda en yiiksek
rejenerasyon 8 ile 10 giinlik domates fidelerinde elde edilirken 12 ve 14 giinliik
domates fidelerinde rejenerasyon oldukg¢a azalmistir. Ekplant yasmin rejenerasyon

iizerin etkisi tablo 8.2°de verilmistir.

Tablo 8.2. Eksplant yasinin kotiledon eskplantlarinda bitki rejenerasyon iizerine etkisi
Ekimden itibaren ¢cimlenen fideler (giin) Bitki rejenerasyonu kotiledon %

8 84
10 78
12 65
14 46

Tablo 8.3. Eksplant yasinin yaprak eskplantlarinda bitki rejenerasyon lizerine etkisi

Ekimden itibaren ¢imlene fideler (giin) Bitki rejenerasyonu kotiledon %
20 76
30 78
40 72

8.2. Agrobacterium Aracih Gen Aktariminin Optimizasyon
8.2.1. Bitki Gen Aktarin Uzerine Eksplantin Etkisi

Bu calismada iki farkli eksplant kullanilarak doku kiiltiirii optimizasyonu
yapilmis ve her iki eksplant kaynagindan yiiksek oranda bitki rejenerasyonu elde
edilmistir. Agrobacterium aracili gen aktarimini optimize etmek i¢in ayni eksplant
kaynaklar1 kullanilmistir. Yapilan 6n denemelerde Agrobacterium ile gen aktariminda
kotiledon yapraklarindan transgenik bitki, elde edilirken yapraklardan bitki elde
edilememistir. On denemelerden sonra yapilan tiim optimizasyon calismalarinda
eksplant olarak kotiledon yapraklar kullanilarak c¢aliymalara devam edilmistir.
Bitkisel rejenerasyon i¢in en uygun kosullar1 saglamak i¢in yapilan bu c¢aligmada
slirglin rejenerasyon verimini etkileyen antibiyotiklerin etkisi, bakteri susu, bakteri

yogunlugu gibi farkli faktorler optimize edilmistir.
8.2.2. Higromisin Konsantrasyonun Belirlenmesi

Kotiledon eksplantlarinin higromisinin farkli dozlarma (0, 5, 10, 15, 20, 30

mg/L) tepkileri igeren rejenerasyon ortaminda test edilmistir. Higromisin icermeyen
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rejenerasyon besi ortaminda 15 giin sonra rejenerasyon gozlenmistir (Sekil 8.3). Farkl
konsantrasyonlarda  higromisin  iceren besi  ortamlarindaki  eksplantlarda
kahverengilesme ve artan konsantrasyona bagli olarak nekroz olusumu tespit
edilmistir. Higromisinin en diisiik konsatrasyonunda (5 mg/L) bitki rejenerasyonu
engellemis olmasma karsm Kotiledon eksplantlarinda doku kararmasi ¢ok diisiik
oranda  gergeklesmistir.  Yapilan  higromisin  testi  sonuglari, domates

transformantlarmin se¢imi i¢in 10 mg/L higromisin optimum oldugu belirlenmistir.

Sekil 8.3. Transgenik olmayan 15 giinliik domates ekplantlarinda farkli higromisinin bitki rejenersyonu
tizerine etkisi. a: Kontrol, higromisin igcermeyen besi ortami, b: 5 mg/L higromisin, c: 10
mg/L higromisin, d: 15 mg/L higromisin, e: 20 mg/L higromisin, f: 30 mg/L higromisin,
strastyla nekrozun olusumu sonrasinda bitki rejenerasyonu engellenmistir

8.2.3. Agrobacterium Sus, Konsantrasyon ve Inokiilasyon Besi Ortaminin
Bitki Gen Aktarimi Uzerine Etkisi

Domates bitkilerinde dokunun kararmasi sonucu transformasyon etkinligi ve
transgenik bitki elde edilmesi yiiksek oranda engellenmistir. Bu arastirmada domates
gen aktariminda, plazmid pKI1.1R'yi barindiran AGL1 ve GV3101 A. tumefaciens
suslar1 kullanilmistir. Kotiledon eksplatlarinda 6liim oranlar1 Agrobacterium ile
inokiilasyondan 3 hafta sonra belirlenmistir. Yapilan 6n degerlendirmeler sonucunda
GV3101 (%15) susunun doku 6limii iizerine etkisinin ¢ok diisiik oldugu, buna karsin
AGL (%65) susunun ise ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 8.4). Bu sonuca gore
daha sonra yapilan tliim transformasyon ¢aligmalarinda GV3101 susunun

kullanilmasina karar verilmistir.
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Transformasyon etkinligi tizerine farkli Agrobacterium konsantrasyonlar: ile
farkl1 inokiilasyon besi ortamlari test edilmistir. Inokiilasyon besi ortami olarak LB ve
MS besi ortamlar1 kullanilmig ve MS besi ortaminin transformasyon ¢alismalarindaki
etkinligi en yiiksek bulunmustur (Tablo 8.4). LB besi ortami inokiilasyon besi ortami
olarak kullanildig1 zamanlarda ko-kiiltiivasyon sirasinda eksplantlar iizerinde
bakterinin asir1 biiylimesinden dolay1 doku nekrozunda artiglar tespit edilmistir. Doku
nekrozunun artmasina paralel olarak transforme olan bitkilerin rejenerasyonu negatif
etkilenmistir ve dolayisi ile elde edilen bitki sayist MS besi ortamina gore % 72
oraninda daha diisik olarak belirlenmistir. ODeoo 0.6  Agrobacterium
konsantrasyonunun inokiilasyon besi ortami olarak MS kullanildigi zaman
transformasyon etkinliginin en yiiksek (%44) ve ardindan sirastyla ODgoo 0.8 (%24)
ve ODsoo 0.1'1 (%16) olarak bulunmustur (Tablo 8.4). Sonuglar, transformasyon
etkinligi  tizerine  Agrobacterium susu, inokiilasyonda kullanilan bakteri
konsantrasyonuu ile inokiilasyon besi ortaminin basarili transgenik bitki eldesine
onemli etkisinin oldugunu gostermistir (Tablo 8.4).

Tablo 8.4. Transformasyon etkinligi tizerine Agrobacterium konsantrasyonunun ve inokiilasyon besi
ortaminin etkisi

Inokiilasyon Ortam Agrobacterium Transformasyon  Etkinligi
Konsantrasyonu (OD600) (%)

MS 0,1 16

MS 0,6 44

MS 0,8 24

LB 0,1 32

LB 0,6 24

LB 0,8 6
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Sekil 8.4. Agrobacterium konsantrasyonunun ve inokiilasyon besi ortaminin eksplant doku karamasi
tizerine etkisi: a; LB ODggo= 0,1, b; LB ODgoo= 0,4, ¢; LB ODgoo= 0,8, d; MS ODgwo= 0,1, €;
MS OD600= 0,6, f; MS ODsoo= 0,8

8.2.4. Bitki Gen Aktarnm Uzerine On-kiiltir ve Ko-kiiltiivasyon

Siirelerinin Etkisi

Agrobacterium aracili gen aktariminda doku kararmasindan kaynaklanan
eksplant 6liimiiniin 6niine gegmek amaci ile eksplantlar bitki rejenerasyon besi ortami
iizerinde On Kkiiltiire tabi tutulmustur. Domates ekplantlar1 6n kiiltiire alinmadan
dogrudan Agrobacterium ile muamele edildiklerinde dokularin kahverengilesmesi ve
canlilik kaybi gibi asir1 duyarl bir tepkiye yol acarak (Sekil 8.5) eksplantin 6liimiiyle
sonu¢lanmaktadir. Bunun bir sonucu olarak asir1 doku kararmasi olan eksplantlarda,
Agrobacterium’un asir1 bityiimesine ve bakteriyel kontaminasyonun artmasina neden
olmustur. Bu problemlerin dniine gegmek igin 6n kiiltiirleme siiresini optimize etmek
gerekmektedir. Eksplantlar, Agrobacterium ile inokiile edilmeden 12 saat boyunca
rejenerasyon besi ortaminda sicaklik ve karanlikta bekletilmesi eksplant canlilig1 ve

slirgiin rejenerasyonu iizerine 6nemli etisinin oldugunu gostermistir (Sekil 8.5).
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j LSS res. b - "
Sekil 8.5. On-Kiiltiire alnan kotiledon eksplantlarmin farkli siirelerde PCM besi ortamimda
inkobasyonu. a:12 saat b: 24 saat c: 48 saat

Ayrica ko-kiiltiivasyon ve bakteri inokiilasyon siirelerinin optimizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Kotiledon eksplantlart hem inokiilasyon hemde
inokiilasyon sonunda yikama ortamlarinda 10 dakikadan daha fazla bekletildiginde
hiicrelerin par¢alanmasia (lizis) neden oldugu belirlenmistir. Tez kapsaminda yapilan
caligmalar optimum inokiilasyon ve ko-kiiltiivasyon siirelerinin sirasiyla 10 dk ve 2
giin olarak belirlenmistir. iki giinden daha fazla yapilan Ko-kiiltiivasyon siiresinin
Agrobacterium’un asir1 biiyiimesinden kaynaklanan doku oliimlerine neden oldugu
belirlenmistir. Iki giinden daha az olan ko-kiiltiivasyon siirelerinin ise eksplantlarda
doku kararmasi olmamasma ve diisiik rejenerasyona neden oldugu belirlenmistir
(Tablo 8.5).

Tablo 8.5. On kiiltiir, inokiilasyon ve ko-kiiltiivasyon siirelerinin gen aktarimi iizerine etkisi

On Kiiltir Zamam Bakteri Enfeksiyon Ko-kiiltiivasyon Transformasyon
(Giin) Zamam (dak.) (Giin) Etkinligi
1 10 1 % 18

1 10 2 % 24

1 10 4 % 11

2 10 1 % 17

2 10 2 % 42

2 10 4 % 15

4 10 1 %1

4 10 2 %4

4 10 4 % 2

8.2.5. Bitki Gen Aktarimi Uzerine Antibiyotiklerin Etkisi

Gen aktarim c¢aligmalar1 igin segici marker genler 6nem arz etmektedir.
Agrobacterium  hiicrelerinin  ko-kiiltiirii sonrast uzaklastirilmas: igin  etkili
antibiyotikler gereklidir. Agrobacterium enfeksiyonundan sonra transforme olan
hiicrelerin transforme olmayan hiicrelerden ayirt etmek i¢in se¢im ajanini olarak farkl

antibiyotikler kullanilmaktadir. Negatif bitki se¢iminin etkinligi, bitki genotipine bagl
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olarak kullanilacak antibiyotiklere baglidir. Bu nedenle gen aktarim g¢aligmalarina
baglamadan oOnce ko-kiiltiivasyon sonrasinda Agrobacterium’un gelisiminin
engellenmesi ve transgenik bitki hiicrelerinin seleksiyonu i¢in kullanilacak
antibiyotikler ve dozajlarinin optimize edilmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, Agobacterium’un biiylimesini engellemek i¢in Timentin ve
Sefotaksim antibiyotikleri farkli konsantrasyonlarda kullanilmigtir. Transforme olan
bitki hiicrelerinin seleksiyonunda ise higromisin antibiyotigi seleksiyon besi
ortamlarma eklenmistir. Tez kapsaminda farkli sefotaksim ve timentin
konsantrasyonlarinin iki bakteri susu {izerindeki etkisi test edilmistir (Tablo 8.6).
Bakteri gelisimine gore antibiyotiklerin eksplantlar tizerindeki etkisi seleksiyon besi
ortamina alindiktan 15 giin sonra belirlenmistir. (Tablo 8.6). Sefotaksimin (500 mg/L)
ve timentinden (320 mg/L) tiim bakteri suslarinm biiyiimesinde daha etkili oldugunu
gostermistir. 500 mg/L sefotaksim ve 80 mg/L timentin birlikte kullanildiginda
Agrobacterium’un biiylimesinin daha iyi engellendigi belirlenmistir.

Tablo 8.6. Domates ekplantlarinin rejenerasyonu tizerine farkli konsantrasyonlarda cefotaxime ve
timentin etkisi.

Cefotaxime (mg/L) Timentin (mg/L) Eksplant iizerinde
Agrobacterium Biiyiimesi (%)

300 0 80
400 0 35
500 0 20
0 160 85
0 320 28
500 80 5

8.3. Genom Diizenlenmis Domates Bitkilerinin Elde Edilmesi
8.3.1. PDS ve ACO Genlerinin Domates Bitkisinde Tanimlanmasi
8.3.1.1. PDS Geninin Domates Bitkisinde Tanimlanmasi

Arabidopsis thaliana PDS3 (AtPDS:NM117498) geni homolog niikleotid
sekanslar1 i¢cin Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov) veri tabani kullanilarak referans
domates genomunu BLAST yapilarak arastirilmistir. Blast sonucunda Domateste

SIPDS (Solyc03g123760.2) olarak tek bir kopya gen tanimlanmuistir.
8.3.1.2. ACO Genlerinin Domates Bitkisinde Tamimlanmas1 ve Ozellikler
Akonitaz gen ailesine ait genler, domates referans genomunda metot isminda

belirtilen biyoinformatik analizler kullanilarak yapilmistir. Pfam veri tabanlari
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taranarak gergeklestirilen domain sekanslar1 Phtozome veri tabaninda BLAST aramasi
sonucunda 4 varsayilan ACO geninin Akonitaz domaini kodladigini gosterilmistir ve
bu genler ACO gen ailesine ait oldugu belirlenmistir. Toplamda, Akonitaz domaini
iceren 4 protein dizisi, domates genomunda, HMM profil analizi kullanilarak da
dogrulanmistir. Domates bitkisinde tanimlanan genlere ait protein sekanslar1 EK-
10’Da sunulmustur. Genlere ait amino asit uzunluklari, protein molekiiler agirliklari,
Izoelektirik noktast ve protein subseliiler lokalizasyonlar1 EK-9°da verilmistir.
Domateste tanimlanan ACO proteinlerinin o6zellikleri de ExPASy veri tabaninda

(https://web.expasy.org/compute_pi/) analiz edilmistir.
8.3.1.3. ACO Gen Ailesinin Filogenetik Analizi

Domates bitkisinde ACO genleri arasindaki evrimsel iliskileri karakterize etmek
icin, MEGAX yazilimi kullanilarak filogenetik bir analiz gergeklestirimis ve songlar
domates ve 6 model bitki tiirtindeki ACO proteinleri ile karsilastirilmistir. Domates ve
diger model bitkilerdeki benzerliklerini karsilastirmak amaci ile A. thaliana, P.
trichocarpa, Medicago truncatula, P. patens, B. distachyon, ve S. Bicolor bitkilerine
ait ACO genlerinin protein dizileri phtozome veri tabanindan indirilmistir. Alt1 model
bitkide toplam 33 ACO geni bulunurken A. thaliana ve domates bitkisinde 4 adet ACO
geni belirlenmistir. Domates bitkisinde belirlenen 4 Adet ACO geninin kendi
aralarinda hizalanmasi sonucunda da filogenetik aga¢ olusturulmustur. ACO1 ve
ACO3 genleri ayn1 grupta yer alirken ACO2 ve ACO4 genleri ayn1 grupta yer almistir.
(Sekil 8.6). Gosterildigi gibi ACO1 ve ACO3 genleri sadece aconitase siiperfamily
domaini igermektedir. ACO2 ve ACO4 genleri ise aconitase siiperfamily domainine ek

olarak Aconitase swivel siiperfamily domainine sahiptirler.
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Sekil 8.6. Domates ACO proteinin Megax yazilimi ile hizalanip Neighbor-Joining (NJ) metodu
filogenetik agac olusturulmast.
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Sekil 8.7. Akonitaz proteinin Megax yazilimi kullanilarak model organizmalarda filogenetik agag
olusturulmasi.

8.3.1.4. intron/Exon Yapis1 ve Motif Analizi

Ongoriilen ekson-intron yapis1, Domates bitkisinde ACO genlerinin varyasyonu
hakkinda bir fikir edinmek i¢in analiz edilmistir. Her ACO geninin, CDS dizlerine
karsihik gelen genomik dizilerle Kkarsilastirarak ortaya ¢ikarilmustir. Akonitaz
genlerinin yapisal ¢esitliligi ile ilgili daha ileri bilgiler elde etmek i¢in ACO ailesi
tiyeleri igindeki exon/intron yapilart TBtools yazilimi kullanilarak gosterilmistir.
Domates ACO1 geni 17, ACO3 geni 15, ACO2 ve ACO4 geni ise 20 ekzon igerdigi
belirlenmistir. Bunlara ek olarak ACO genlerinin intron uzunlugu domates bitkisinde
oldukca degisken olarak gbézlemlenmistir.

ACO genlerinin filogenetik iligkisi ve smiflandirmasi, motif analizi ile
desteklenmistir. ACO proteinlerinin  Alt1 (6) korunmus motifi, MEME siiiti
kullanilarak motif analizi yapilmistir. ACO1 ve ACO3 genlerinde 5 adet benzer
motifler sahipken (motif 1,2,3,4 ve 5) ACO2 ve ACO4 (motif 1,2,3,4,5 ve 6) genleri
de ayn1 motiflere sahiptir (Sekil 8.8).
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Sekil 8.8. Filogenetik iligskiye dayanan ACO proteinlerinin korunmusg motifleri ACO genlerinin korunan
motiflerin domates bitkisinde dagilimi, MEME veri tababani ile analiz edildi. On motif farkl:
renklerle isaretlenmistir. ACO proteinlerinin filogenetik iliskisi MEME veri tabanindan elde
edilen ACO motif dizleri.

8.3.1.5. Kromozom Lokayonu ve Gen Duplikasyonlarinin Belirlenmesi

Domates bitkisinde tespit edilen 4 ACO geninin, kromozomlar {izerinde
lokasyonlar1 TBtools yazilimi kullanilarak gorsellestirilmistir. Sekil 8.9 da
gosterildigi gibi her bir ACO geni farkli kromozomlar {izerinde yer almaktadir. Gen
duplikasyon olaylari, domates ACO gen ailesinde analiz edilmistir. ACO1/ACO3 ve
ACO2/ACO4 genleri arasinda segmental duplikasyonlar oldugu belirlenmistir. Bu
genlerin es anlamli orani (Ks), esanlamli olmayan oran (Ka) ve Ka/Ks hesaplanmistir.

Sonuglar tablo 8.7’ de gosterilmistir.
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Sekil 8.9. ACO genlerinin kromozom iizerinde yerleri ve gen duplikasyonlarinin semetik gosterimi.
Segmental duplikasyon gosteren ACO genleri farkli ¢izgiler ile birbirine baglanmustir.
Tablo 8.7. Gen duplikasyon ve genlerin evrimi
LOCUS 1 LOCUS 2 Ka Ks Ka/KS Duplikasyon  Zaman (MYO)
SIACO-1  SIACO-3 0,1002 0,7474 0,134065 Segmental  1,061966825
SIACO-2  SIACO-4 0,0628 0,5448 0,115272 Segmental  0,665583998

8.3.1.6. Domates ACO Genlerinin In-sliko ifadesinin Belirlenmesi

Domates bitkilerinde ACO genlerinin fonksiyonel gen ifade analizini incelemek
icin sperm hiicresi gelisimi ile iliskili RNA-seq verilerini kullaniimustir (Liu, Lu et al.
2018). Calismada ele alinan mikrospor, olgun polen hiicresi, generatif hiicre ve sperm
hiicresinde SIACO4 geni yiiksek ifade edilmistir. SIACO3 geni tiim bu dokularda
ifadesi bulunmazken SIACO1 ve SIACO2 genleri sadece mikspor ve olgun polen

hiicresinde ifade gostermistir (Sekil 8.10).

101



SIACO-1

21,00
18,00
15,00
12,00
9,00
6,00
3,00
0,00
-3,00
-6,00

SlACO-2

SIACO-3

SIACO-4

Sekil 8.10. Tomates ACO genlerinin in-siliko gen ifadesi

8.3.1.7. SIACO4 Geninin RT-gPCR ile Belirlenmesi

SIACO4 genin farkli donemlerde ve farkli dokularda gen ifadesini belirlemek

amaciyla RT-gPCR yapilmistir. SIACO4 genin ifadesi sekil 8.11°de gdsterilmistir.

SIACO4 geni farkli donemlerde elde edilen yaprak ve g¢igek organlarmin tamaminda

gen ifadesi gostermistir. SIACO4 genin en yiiksek gen ifadesi bitkilerin ¢igceklenme

doneminde cicek organin oldugu tespit edilmistir.

Relative gen expression

SIACO4 Gen ifadesi
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Sekil 8.11. Croker domates ¢elidinde SIACO4 genin RT-qPCR sonuglar1



8.3.2. gRNA’larin Tasarlanmasi ve Etkinligi

CRISPR tabanli gen susturma, ¢esitli hiicre tipleri ve organizmalarda yaygin
olarak uygulanmaktadir. Bu sistemde, tek bir rehber RNA (sgRNA), Cas9 proteinlerini
belirli genomik hedeflere yonlendirmektedir. CRISPR sistemi ile etkin bir genom
diizenlemenin en biiyiik zorlugu ve ilk adimi, sgRNA'nin hedefe yonelik mutasyon
etkinligini (on-target) ve hedef dis1 mutasyon olusturma (off-target) profilini 6nceden
dogru sekilde tahmin etmek gerekmektedir. Son yillarda yapilan etkin gRNA
tasarlanmasi iizerine yapilan galismalarda gRNA secimi igin birgok ara¢ gelistirilmis
ve ayni zamanda etkin gRNA’larin belirli 6zelliklere sahip olmasi gerektigi one
stirtilmiistiir (Doench, Fusi et al. 2016, Liang, Zhang et al. 2016, Chuai, Ma et al. 2018,
Liu, Zhang et al. 2020). gRNA tasarlamak i¢in bu ¢alismada Benchling software ve
CRISPR-P 2.0 online programlar kullanilmistir. Dizayn edilen gRNA’larin 6zellikleri
EK7’de verilmistir. Sekil 8.12°de gRNA’nin sekonder yapist gosterilmistir. Tablo
8.8‘de ise gRNA larin forward ve reverse sekanslari gosterilmis, primerler
sentezletilmeden  O6nce 5° ucuna Aarl restriksiyon enzim bdlgesi eklenmistir.
Calismada kullanilan gRNA’lar igersinde On-Scoru 0,4’iin {izerinde olanlar mutasyon
olusturmustur. Sonug olarak, CRISPR/Cas9 sisteminin en temel basamagi olan gRNA

tasarlanmasinda On-scoru etkin bir parametre oldugu ortaya konmustr.

Tablo 8.8. Tasarlanan gRNA’larin froward ve revese dizileri

gRNA ismi Hedef gen gRNA dizisi

sgRNAL1 forward PDS ATTGGCTGTTAACTTGAGAGTCCA
SgRNAL reverse PDS AAACTGGACTCTCAAGTTAACAGC
sgRNAZ2 forward PDS ATTGGTATTGTCCAGCTCTGGTCT
SgRNA2 reverse PDS AAACAGACCAGAGCTGGACAATAC
sgRNAL forward ACO ATTGGTTGAGAACAGGGGTAACGG
SgRNAL reverse ACO AAACCCGTTACCCCTGTTCTCAAC
sgRNAZ2 forward ACO ATTGGGGGATCATTCAGAGCAGGT
SgRNA2 reverse ACO AAACACCTGCTCTGAATGATCCCC

*ATTG: Aarl kesim enzimi i¢in eklenmistir.
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aw =

Base-pair probabilities

gRNA1

Sekil 8.12. ACO gRNA1 RNAfold webserver goriintiisii. A. gRNA ve gRNa scaffold ile olusturdugu
sekonder yapilar1 B. gRNA sekonder yapisi

8.3.3. CRISPR/Cas9 Bitki Ifade Vektoriiniin Olusturulmasi

Domates gen aktarimda Cas9 niikleaz kompleksi ve gRNA’nin hiicrelere
transfer edilmesinde bitki ifade vektorii olarak pKII.1R vektori kullanilmistir.
Kullanilan bu vektor dikotiledon bitki olan Arabidopsis thaliana da gen susturma
amaci ile kullanilmis ve etkinliginin yiiksek oldugu belirlenmistir (Tsutsui and
Higashiyama 2017). Agrobacterium aracili gen aktariminda kullanilan vektor,
standart enzim kesimi ve ligasyon siireglerinden olusan klasik klonlama teknikleri ile
olusturulmustur. Kullanilan plazmit ile ilgili ayrintili bilgi EK-6’da sunulmustur. Bu
vektorde insan kodon optimize Cas9 endoniikleaz enzimi AtRPS5A (Ribozomal
Protein S5 A) promotorii tarafindan ifade edilirken, gRNA ise AtU6-26 promotorii ile
yonlendirilmektedir. Ilk olarak primer olarak sentezletilen gRNA’larin restriksiyon
enzim ile kesilmig bir vektore klonlama yapmadan dnce komplementerleri ile ¢ift
iplikli hale getirilmeli ve ayn1 zamanda S5°‘ucu fosfat eklenmesi gerekmektedir.
Forward ve reverse primerler 74 poliniikleotid kinaz ile karigtirilarak yiiksek
sicakliktan diisiik sicakliklara yavas yavas sogutulmus, fosfatlar ve hidrojen baglari
olugturulmustur. Calismada kullanilacak olan pKI1.1R vektorii Aarl restriksiyon
enzimi ile kesim yapildiktan sonra vektor fast alkaline fosfataz enzimi ile fosfat uglar1
uzaklastirilmistir.  Kesim {riinleri %0,6’lik agaroz jelde yliriitiilerek jelden izole
edilmis (Sekil 8.13) ve Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 spektrofotometre ile

konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Tablo 8.9).
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Sekil 8.13. pKI1.1R vektoriniin Aarl restriksiyon enzimi ile kesimi. Lane 1l ve 6: GeneRuler

1 kb Plus DNA marker SM1334. Lane 2: pKIL1.1R kontrol plazmit 18.557 bg. Lane 3-5:
pKI1.1R plazmitinin Aarl restriksiyon enzimi ile kesim {iriinii.

Tablo 8.9. Aarl restriksiyonu enzimi ile kesilen pKIL1.1R plazmitlerin konsatrayonu

Ornek Adi 260/280 260/230 DNA konsantrasyonu
pKI1.1R Aarl Kesim Uriinii 1 2.06 2.18 56 ng/ul
pKI1.1R Aarl Kesim Uriinii 2 1,96 2,00 48 ng/ul
pKI1.1R Aarl Kesim Uriinii 3 2,04 2,08 61 ng/ul

Cift iplikli yapilan gRNA’lar ile ligasyon tirlinii olusturularak bir gece 4 °C’de

bekletilmistir. Daha sonra kompetan E. Coli bakterisine aktarilmustir.
8.3.4. PKI1.1R+gRNA Plazmitlerinin Kompetan E. coli’ye Transferi

Bir gece inkiibasyon sonucunda 10 ul ligasyon iiriinii kompetan E. Coli dH5«
susuna 1s1-sok yontemi ile transfer edilerek bakteriler LB besim ortaminda bir gece
biiylitiilmiis ve tek koloniler elde edilmistir. Tek koloniler segilerek PCR yapilmistir.
E. coli susunda pKI1.1R plazmitinin varlig1 plazmitte bulunan Hptll genine spesifik
primerler ile PCR yapilarak 455 bp’lik eklenen bant elde edilmistir (Sekil 8.14).
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Sekil 8.14. pKI1.1R plazmiti igeren E.coli bakterilerinin Hptll geni ile koloni PCR yapilmasi. Lane
1ve 6: GeneRuler 1kb DNA markér (SM0311). Lane 2: PDS gRNA1L. Lane2: PDS gRNA2.
Lana3: ACO gRNAL. Lane 4: ACO gRNA2.

Koloni PCR sonucunda belirlenen pozitif koloniler sivi LB kiiltiirde
biiyiitiildiikten sonra stok olusturulmus ve ayni zamanda bu bakterilerden plazmit
izolasyonu yapilmistir. Plazmit izolasyonu sonrasinda plazmitlerin kalitesi ve miktar1
Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 ile belirlenmistir. Daha sonra plazmitler 100
ng/ul olacak sekilde seyreltilerek klonlanan gRNA’larin plazmit igerisine aktarilip
aktarilmadigini kontrol edilmesi i¢in plazmitlerde niikleotid dizilemesi yapilmistir. Bu
islem hizmet alimi seklinde Sanger dizileme ile gergeklestirilmistir. Dizilenen
sekanslar NCBI Blast aracilig1 ile SRNA’lar kontrol edilmistir. Yapilan kontrol Sekil
8.15’teki gibi belirlenmistir.

[@Download v Graphics

Sequence ID: Query_121237 Length: 24 Number of Matches: 1

W <40 W40-50 50-80 W s0-200 W >=200
Query Range 1: 1 to 24 Graphics
1w Mo e om0 000 Sem L e e omow e
- Query 451 TFrCY‘T‘TT‘T‘TC:‘CH\:‘(TT‘T%AC‘FC 474
Sbjct 1 ATTGTTTTATGGGACCTTTCAGAG 24
pKI1.1R kontrol sekans GTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTG...cvveisnsis s sssmsssssssssins e G T TT TAGAGCTAGAAATAG CAAGTTAAAATAAG
pKI1.1R PDS gRNA1 GTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGCTGTTAACTTGAGAGTCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG
pKI1.1R PDS gRNA2 GTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGTATTGTCCAGCTCTGGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG
pKI1.1R ACO gRNA1 GTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGTTGAGAACAGGGGTAACGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG
pKI1.1R ACO gRNA2 GTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGGGGATCATTCAGAGCAGGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG

Sekil 8.15. Sanger dizleme sonucunda gRNA’larin kontrol edilmesi

8.3.5. PKI1.1R+gRNA plazmitlerinin Kompetan Agrobacterium Gv3101

susuna transferi

Sanger dizileme sonucunda gRNA klonlamasi basarili olan plazmitler
Agrobacterium GV3101 susuna elektroporasyon yontemi ile transfer edilmistir. BGM

kat1 besi ortaminda 2 giin siire biiylimeye birakildiktan sonra olusan koloniler PCR ile
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dogrulanmistir. Koloni PCR pKII.1R plazmitine komplementer CRISPR Seq
primerleri ve Hptll primerleri ile yapilmis ve sirasiyla 906 bp (Sekil 8.16) ve 455 bp
bantlar (Sekil 8.17) elde edilmistir. Dogrulama yapilan bateriler stok olusturularak gen

aktarim ¢aligmasinda kullanilmustir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

P e S R S B e e

= > P
M CRISPR seq primer koloni PCR M

Sekil 8.16. Agrobacterium Gv3101 koloni PCR yapilmasi. Lane 1ve 6: GeneRuler 1kb DNA markér
(SM0311). Lane 2-3: PDS gRNAL. Lane2: PDS gRNA2. Lana3: ACO gRNAL. Lane 4: ACO
gRNA2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

> > e
M Hptll primeri ile koloni PCR \Y}
Sekil 8.17. Agrobacterium Gv3101 hptll primerleri ile koloni PCR yapilmasi. Lane 1ve 6: GeneRuler

1kb DNA markor (SM0311). Lane 2-3: PDS gRNAL. Lane2: PDS gRNAZ2. Lana3: ACO
gRNAL. Lane 4: ACO gRNAZ2.

8.3.6. Agrobacterium Aracihi Gen Aktarimi ve Genom Diizenlenmis
Bitkilerin Elde Edilmesi

PDS ve ACO genlerini hedeflemek icin Agrobacterium GV3101 susu
kullanilarak 8 giinlik domates fidelerinin kotiledon yapraklarina transformasyon

yapilmigtir. Her bir gRNA i¢in toplam 50 kotiledon eksplanti kullanilmigtir.
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Transformasyondan 10-12 giin sonra kallus olusumu baslamis ve 30 giin sonra ise
varsayimsal genom diizenlenmis bitkiler olusmustur. Transformasyon sonucunda elde
edilen varsayimsal transgenik ve genom diizenlenmis hatlarin miktar1 Tablo 8.10’da
gosterilmistir. Elde edilen bitkicikler RM besi ortamima alinarak koklendirilmistir.
Doku kiiltiirii ortaminda koklendirilen bitkiler torf igeren saksilara alinarak iklim

odasinda biiyiitiilmiistiir (Sekil 8.18).

Tablo 8.10. Transformasyon sonucunda elde edilen transgenik ve genom diizenlenmis hatlarm miktar

Crocker PKI1.1R 14,25 %
PDS
Crocker PKI1.1R 100 68 18 18 %
ACOS

Sekil 8.18. Agrobacterium aracili gen aktarim sonrasinda genom diizenlenmis bitkilerin yetistirlmesi.
(a): Trasforme edilen eksplantlarin seleksiyon besi ortamina alinmasi. (b): Rejenere olan
trasngenik bitkicikler. (c): 2-3 cm boyutlarinda bitkiciklerin koklendirme besi ortamina
alinarak koklendirlmesi. (d-e): Koklenen trasngenik bitkilerin saksiya alinmasi be
akklimizasyonu nem kaybinin 6nlenmesi. (f): Bitkilerin 30 L’lik saksilara trasnferi. (g):
Bitkilerin iklim odasinda biiyiitiilmesi.

8.3.7. TO Transgenik Mutant Aday Bitkilerin Molekiiler Olarak

Tanimlanmasi

Gen aktarim ¢alismalariyla elde edilen transgenik adayr domates bitkileri iklim
odasinda 25 °C’de 16-8 saat aydinlik/karanlik periyotta biyiitiilmiistir (Sekil 8.18).

108



Elde edilen transgenik aday1 bitkilerin transgenik olup, olmadiklar1 PCR analizleri ile
belirlenmistir. Transgenik aday1 domates bitkilerinin teyit edilmesi i¢in Hpttll, Cas9,
vira ve virD primerleri kullanilmistir. Yapilan analiz sonucunda toplam ACO ve PDS
mutant hatlarin tamami transgenik olarak belirlenmistir. Yapilan PCR sonuglariyla
ilgili jel gorintiileri sekli 8.19°de gosterilmistir. Transgenik olduklar1 belirlenen
mutant hatlar muhafazaya alinarak hasat donemine kadar yetistirilmistir. PCR
sonucunda aday transgenik hatlarda sekans ile mutasyon analizi yapilmistir. PCR
sonucunda pozitif ¢ikan tim bitkiler altkiiltiire alinmistir. Albino bitkileri yavas

biiylimiis ve birkac alt kiiltiirden sonra kahverengiye donerek 6lmiislerdir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

RN IO geegeg—— 1 [ 1 Ll I

— > —p P
M Aday transgenik hatlar wt Aday transgenik hatlar [V

Sekil 8.19. Aday transgenik ve wt bitkilerde HptII geni ile yapilan PCR sonucu. 1ve20: GeneRuler 1kb
DNA markor (SM0311). 1-14 ve 16-19 Aday transgenik hatlar. 15: kontrol wt

8.3.8. Genomu Diizenlenmis Bitkilerin Morfolojik Tanimlanmasi

Domates bitkisinde CRISPR/Cas9 sisteminin optimize etmek ve sistemin ¢aligip
calismadigmi  fenotipik olarak  gorebilmek i¢in  fenotipik  markdrlerden
yararlanilmaktadir. CRISPR/cas9 genom diizenleme ¢aligmalarinda markor genlerden
birisi de PDS genleridir ve bu gende olusturulan mutasyon sonucunda albino fenotipler
elde edilmektedir. Caligmamizda CRIPSR/Cas9 sistemimizin ¢alistigini kontrol etmek
ve morfolojik olarak gézlemleyebilmek amaci ile PDS geni markér gen olarak
kullanilmistir. PDS geninde mutasyon olusturulmus ve bu mutant bitkilerde klorofil
tretimi engellenerek albino fenotipler elde edilmistir (Sekil 8.20). PDS genini
hedefleyen gRNAT ile yapilan transformasyon sonucunda toplamda, 18 albino (saf
beyaz), 1 adet kimerik ve 3 adet yesil hat olmak {izere CRISPR-PDS yapisina sahip 22
transgenik hat elde edilmistir. PDS mutant hatlarda beklenildigi gibi ciice ve albino
genotipler elde edilmis ve bu genotipler belirli bir siire yasamini devam ettirmistir.

Buna karsin, gRNA?2 ile yapilan transformasyon sonucunda toplamda 19 adet yesil hat
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elde edilmistir. PDS geni hedeflenen tiim yesil hatlarimizda higromisin geni, Cas9 geni

bulunmasina ragmen yesil bitkilerde mutasyon elde edilememistir. Bu sonuglar, PDS

genini hedefleyen gRNA2’nin ¢alismadigina isaret etmektedir.

Sekil 8.20. PDS geni hedeflenis gRNAI ile olusturulan Albino, kimerik ve yesil hatlar. (E5, E6 ve
H3 Line): Albino fenotip gosteren hatlar. (F12 Line): Kimerik fenotip gézlemlenen hat.
(WT): gRNA igermeyen bos vektor ile trasnformasyon yapilan genotip.

Erkek kisir hat elde etmek icin ACO geni hedeflenmesi sonrasinda toplam
gRNALI ile hedeflenen 14 hat ve gRNA2 ile hedeflenen 22 hat elde edilmistir. Bitkiler
hasat donemine kadar iklim dolabinda biiyiitiilmiistiir. ACO mutant hatlar morfolojik

olarak WT bitkiler ile karsilastirildiginda herhangi bir farklilik tespit edilememistir

(Sekil 8.21).

-

Sekil 8.20. Bitkiler hasat donemine kadar iklim dolabinda biiyiitiilmesi. (a) ACO mutant hatlar. (b) WT
bitkiler.
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8.3.9. Genom Diizenlenmis Bitkilerde Mutasyon Analizi

ACO ve PDS geninde meydana gelen mutasyonlar1 belirlemek i¢in transgenik
hatlardan genomik DNA izolasyonu yapilmistir. ACO geni ve PDS genine spesifik
primerler gRNA1 ve gRNA2 bolgelerini kapsayacak sekilde NCBI primer3 programi
kullanilarak tasarlanmistir. Bu primerler kullanilarak PCR ile ACO ve PDS genleri
amplifiye edilmistir. PCR sonucunda ACO geni i¢in 1059 bp, PDS geni i¢in ise 506
bp beklenilen bantlar elde edilmis ve jelden ekstrakte edilmistir (sekil 8.21).

1 2 3 q 5 6 7 8 9
— | —]
| SSE——— ————
——— ——
- - - .-
— —
. - - - - o
— p— - Ee—

- . [S—
> > i > S8 B
M ACO mutant Wt PDS mutant hatlar Wt M

hatlar

Sekil 8.21. CRISPR/Cas9 ile elde edilen mutant hatlarda ve wt bitkilerde ACO ve PDS genlerinin
amplifikasyonu

PCR firtinleri pGEM®-T Easy vektore klonlanarak E.coli’ye aktarilarak mavi
beyaz kolonilerden se¢im yapilmistir. Elde edilen beyaz koloniler PCR ile ACO ve
PDS spesifik primerler ile amplifiye edilmistir. PCR ile dogrulamanin ardindan her bir
mutant hat icin 4 koloniden plazmit izolasyonu yapilarak ayri ayr1 sekansa
gonderilmistir. Sekans sonuglart WT bitkilerin sekansi ile aligment yapilarak
mutasyon analizleri yapilmigtir. Mutasyon olusmasi beklenilen gRNA hedef
bolgesinin PAM sekansinin 4 baz upstream bdlgesinde meydana gelen mutasyonlar
belirlenmis ve sekil 8.20°de gosterilmistir.

PDS geninde meydana gelen mutasyonlar analiz edildiginde albino fenotip
gosteren E5 hattinda PAM sekansmin 4 bp iist (upstream) bolgesinde T niikleotidi

eklenmistir. Buna karsmn albino E6 hattinda ise 1 adet T niikletidi delesyona
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ugramistir. Albino fenotip ilireten H3 hattinda PAM sekansinmn 72 bp upstream
bdlgesinde T niikleotidinde delesyon meydana gelmistir. Mutasyon analizi yapilan
kimerik F12 hattinda ise PAM sekansinin 23 downstream bolgesinde T niikleotidi C
niikleotidi ile degisime ugrayarak SNP olustumustur (Sekil 8.22). PDS geninde
maydana gelen mutasyonlarin tamaminm homozigot oldugu belirlenmistir. WT ve

PDS genlerinde meydana gelen mutasyonlar sekil 8.22°de agikga gdsterilmistir.

S1PDS - Exon2 Mut. Fenotip
gRNAL tiri

PAM
WT TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARATTGGACTTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAGT . CCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA Yegil

TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARAT TGGACTTGTTTCTCCTGTTAACTTGAGAG TICCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA 41
TATGGECAGGTTTTACTGTTATTTT TCAGTARAAT GCCTCARATTGGACTTGT TTCTGCTGTTARCT TGAGAG TICCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGR 41
ES TATGGCAGETTTTACTGTTAT T TTTCAGTAARATGCCTCARAT TGGACT TG T T TCTGC TG T TARCT TGAGAGTICCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA. 49 Albino

TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARAT TGGACTTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAG TICCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA 41

TATGECAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARAT TGGACTTGTTTCTCCTGTTAACTTGAGAS - ~CCAAGETAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA  —
TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARAATGCCTCAAATTGGACTTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAG = ~CCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA -1 Albino
TATGECACGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARAT TGEACT TETTTCTECTCTTAACTTGAGAS - ~COAACETACTTCAGCTTATCTTTGEGAGCTCGA  —

TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARAATGCCTCAAATTGGACTTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAG - ~CCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA 1

E6

TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARATTGEACTTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAGT . CCAAGETAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA
TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTARAATGCCTCARATTGGACTTGTTTCTGCTGTTARCT TGAGAGT . CCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCECGA g1
TATGECAGETTTTACTCTTATTTTTCACTARAATCCCTCARATTCEACTTCTTTCTCCTGTTARCTTGAGAGT . CCAAGETAGTTCAGCTTATCTTTCGACCECCA §1 Kimerik
TATGGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTARAATGCCTCARATTGEACTTGTTTCTGCTGTTARCTTGAGAGT . COARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCECGA 51

F12

TA-GGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTARAAT GCCTCARATTGGACTTGT TTCTGCTGTTARCTTGAGAGT . CCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA  ~1

TA-GGECAGETTTTACTGTTATTTTTCAGTAARATGCCTCARAT TGGACT TETTTCTGCTGTTARCTTGAGAGT . CCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA —1 Albino
H3 1aA-GGCAGETTITACTETTATITTTCAGTAAAATCCCTCARATTCEACTTETTTCTCCTGTTARCTTGAGAGT . CCAAGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA —7

TA-GGCAGGTTTTACTGTTATTTTTCAGTARRAT GCCTCARAT TGGACTTGTTTCTGCTGTTAACTTGAGAGT . CCARGGTAGTTCAGCTTATCTTTGGAGCTCGA —1

Sekil 8.22. PDS geninde meydana gelen mutasyon analizleri.

SIACO4 geni hedeflenerek olusturulan mutasyonlar WT bitkilerinin sekanslarina
gore analiz edilmistir. ACO1.3. mutat hattinda PAM sekansindan 4 bp tist (upstream)
bolgesinde 2 baz A niikleotidinde homozigot delesyon meydana gelirken, yine ayni
mutant hattin sekansinda PAM sekansinin 115 bp upstream bé Igesinde 2 T niikleotinde
insersiyon ve delesyonlar olusmustur. ACO1.1 mutat hattinda PAM sekansindan 4 bp
upstream bolgesinde 13 baz homozigot delesyon meydana gelmistir. WT ve SIACO4

genlerinde meydana gelen mutasyonlar sekil 8.23’de agikca gosterilmistir.

gRNA1
PAM
Wt COCAMAGAAAG, . TTTTTTTTTTTIGGGTTTTACAAATCC,,, ACGGAMATTGTTGAGAACAGGGGTAACGGCGGCAGTTCTGATCTGAGATGT  Mutasyon type

ACOL3  CCCAAAGAAAG..i-TTTTTTTTTTTGGGTTTTACAAATEC, ., ACGGARATTG TTGAGAACAGGGET-CGGCEGCAGTICTGATCTGAGATGT -2 bp (A, -2 bp [T)
ACOL3  COCAMAGAAAGTTTTTTTITTTTTTGGGTTTTACAAATCC,,, ACGGAAATTGTTGAGAACAGGGGT--CGGCGGCAGTTCTGATCTGAGATGT -2 bp (A), +2 bp (1)

ACOL3 CCCAMAGAAAG. TTTTTTTTTTTTTGGGTTTTACAAATCL,,,, ALGGAAATTGTTGAGAACAGGGGT-~CGGCEECAGTTCTGATCTGAGATGT -2 bp (A), +1bp(T)
ACOL1 CCCAAAGAAAG,. TTTTTTTTTTTTTGGGTTTTACAAATCL,,, ACGGAAATTGTTG e CGGLGGLAGTTCTGATCTGAGATGT  -13bp
ACOLL CCCAMAGAAAG..TTTTTTITTITTITGGGTTTTACARATCE,,,, ACGOARATTGTTG e CGECGGCAGTTCTGATCTGAGATGT  -13bp
ACOL1 COCAAAGAAAG..TTTTTTTTTTTTTGGGTTTTACAAATCL,,, ACGGAAATTG TG s CGGLRGCAGT TCTGATCTGAGATGT <13 bp

Sekil 8.23. SIACO geninde meydana gelen mutasyon analizleri.
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8.3.10. SIACO4 Mutant Hatlarda Polen Canhihigim Kontrolii ve Tohum

Olusumunun Belirlenmesi

Denemede yer alan SIACO4 mutant domates bitkileri ve wt gesitlerin ¢igek tozu
canliliklarim1 saptamak amaciyla TTC canlilik testleri uygulanmistir. TTC canlilik
testinde kirmizi renkte olan ¢igek tozlar1 ‘canli’, pembe boyananlar ‘yari canli’ ve hig¢
boyanmayanlar ise ‘cansiz’ olarak degerlendirmeye alinmistir (Tablo 8.10).
Denemede yer alan ¢esitlerde yapilan TTC uygulamasinda gesitler arasindaki farklilik
belirlenmistir (Sekil 8.24b).

Tablo 8.10. Wt ve mutant bitkilerde polen canliliklarinin kontrolii

Genotipler Canhlik diizeyleri

Canl1 % Yari canli % Cansiz %
WT 85,10 10,63 4,25
ACO1.1 mutant1 4 12 84
ACQO1.3 mutant1 2 11 87

Sekil 8.24. Wt ve SIACO4 mutant bitkilerin: a) iklim odasinda biiyiitiilmesi. b) TTC testi ile polen
canliligm 151k mikroskop goriintiisii. ¢) Wt ve SIACO4 mutant bitkilerin ¢igek yapilarmin
gorintiisi.

Polen canliliklar1 belirlenen mutant hatlarda polen olusumu engellendiginden
dolayr bu hatlarm meyvelerinde tohum olusumu gozlenmemesi gerekir. Meyve
olgunlagmasi tamamlanan domates bitkilerinde hasat yapilarak tohum olusumlar1

kontrol edilmistir. Bunlarin yani sira bitkilerde meyve sekilleri meyve odacik sayisi ve
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bitkilerde olusan salkim sayis1 mutant ve wt bitkiler ile karsilastirilmistir. WT ve
SIACO4 mutant hatlarda salkim sayis1 7 olarak belirlenirken bitkilerin meyve odacik
sayilar1 ise 2 olarak gbzlemlenmis, mutant ve kontrol bitkilerinde farklilik
gozlemlenmemistir. Sekil 8.24c’de gosterildigi gibi Wt ve mutant hatlarin, ¢icek
yapisi, ¢icek rengi gibi diger morfolojik Ozellikler bakimindan da farklilik
gozlemlenmemistir. Sekil 8.25’de goriildiigii gibi  Wt, ACO1.1 ve ACO1.3 mutant
hatlarinda 10 adet meyvenin toplam tohum sayis1 hesaplanarak ortalamasi alinmis ve
meyve basina tohum sayilar1 belirlenmistir. Wt bitkilerin meyve basina tohum sayisi
67 olarak gozlemlenirken ACO1.3 mutant hattinda 10.2 olarak gozlemlenmistir. WT
bitkiler gore mutant hatlarda %85 tohum olusumu engellenmistir (Sekil 8.26).

WT

ACO1.1

ACO1.3

Sekil 8.25. WT ve SIACO4 mutant bitkilerin olgunlagsma sonrasinda hasat edilen meyvelerin ve
meyvede olusan tohumlarmn goriintiisii

Meyve basina tohum sayisi

80
o Tohum 70
Bitki saylisl 60
ACO1.1 12,7 &
2 50
ACO1.3 10,2 240
WT 67,0 _§30
F 20
10
o o

ACO1.1 ACO1.3 WT

Sekil 8.26. Wt ve SIACO4 mutant bitkilerde elde edilen meyve basgina tohum sayisi
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TO bitkilerindene elde edilen T1 tohumlar: ¢gimlenme testine tabi tutulmustur
(Sekil 8.26). WT bitkilerden elde edilen tohumlar MS besi ortaminda %98 oraninda
cimlenme gosterirken ACOI1.1 mutant hatt1 %60 ACO 1.3 mutant hatt1 ise %40
¢imlenme gostermistir. SIACO4 mutant hattina ait tohumlarm ¢imlenmesinde
meydana gelen azalmalar, bitkiler yetistirilme doneminde ¢icekleri kapatilmamistir ve

buna bagli olarak mutant hatlarm WT bitkilerden polen kagis1 olabilecegi

distiniilmektedir.

Sekil 8.27. Transgenik T1 tohumlarmin MS besi ortaminda ¢imlendirilmesi. (a): ACO1.3. T1 transgenik
mutant hatti. (b): ACO1.1. T1 transgenik mutant hatti. (c): WT bitkileri.

8.3.11. Genomu Diizenlenmis Mutant Bitkilerde ACO geninin RT-qPCR ile

Belirlenmesi

CRISP/Cas9 sistemi sonucunda elde edilen mutant hatlar ve wt bitkilerde
SIACO4 genin ifadesi RT-gPCR yontemi ile belirlenmistir. Bitkilerden ¢igeklenme
doneminde Ornek alinmig ve RNA izole edilmistir. Elde edilen RNA’lar cDNA
sentezledikten sonra RT-qPCR c¢alismalarinda kullanilmistir. SIACO4 genin WT ve
mutant hatlarda ifade sonucu sekil 8.28’de gosterilmistir. RT-gPCR sonucunda WT
bitkilerde SIACO4 genin ifadesi farkli dokularda 13-71 kat arasinda degisiklik
gostermigtir. ACO1.1 mutant hatti Sadece 1 donem yaprak orneginde 3 Kat artig
gosterirken diger dokularda ifadesi ortalama 4,5 kat azalmistir. ACO1.3 mutant
hattinda ise tiim dokularda en diisiik 1 donem yaprakta 0,6 kat en yiiksek ise 2. Donem
cigek organinda 4,9 ifade gostermistir. RT-qPCR 3.2 kat artarken mutant hatlarda ise

gen ifadesi elde edilememistir.
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Sekil 8.28. WT ve SIACO4 mutant bitkilerde farkli zamanlarda ve farkli dokular SIACO4 genin
ifadesinin RT-QPCR ile belirlenmesi
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9. TARTISMA

Doku kiiltiirii ¢alismalari, bitki rejenerasyon ortami, eksplant kaynagi ve
ozellikle bitki genotipinden 6nemli 6l¢iide etkilendigi bilinmektedir (Alatar, Faisal et
al. 2017). Bu ve Onceki doku Kkiiltiirli ¢aligmalarinda bitki rejenerasyonun bir
genotipten digerine biiylik oranda degistigini gostermistir (Alatar et al. 2017).
Domateste in vitro siirgiin olusumu genotip, bitki bilyiime diizenleyicileri, eksplant
cesidi ve kiiltlir kosullar1 gibi birgok faktorden etkilenir. Solanum lycopersicon cv.
Bobcat ve Crocker ¢esitlerinde kotiledon ve yaprak eksplantlarmin rejenerasyon
verimliligi degerlendirildi. Crocker ¢esidinde ¢esitli doku kiiltiirii kosullarinda en
yilksek bitki rejenerasyon orani elde edilmistir. Yaprak ekplantlarindan bitki
rejenerasyonu elde etmek i¢in kiiltiir ortamina eklenen bitki bitylime diizenleyicilerinin
kombinasyonu arasinda, farkli TAA ve Kinetin konsantrasyonlarinda en yiiksek
rejenerasyona ulagilmistir. BA iceren Ortamlarda ise yapraktan rejerasyon oldukca
diisik bulunmustur. Buna karsin BA igeren ortamlarda kotiledon ekplantlarindan
rejenerasyon oldukga yiiksek olarak bulunmustur. Kotiledon eksplantlarmdan siirgiin
olusumu ytizdesi %12 ile %83 arasinda degismistir ve bitki rejenerasyonu, her iki
cesitte BA iceren MS ortaminda en yiiksek gerceklesmistir. Sitokininlerin bir oksin ile
kombinasyon halinde sinerjik etkisi, Microtom (Pino, Lombardi-Crestana et al. 2010,
Cruz-Mendivil, Rivera-Lopez et al. 2011), Rio Grande (Khoudi, Nouri-Khemakhem
et al. 2009, Prihatna, Chen et al. 2019), Pusa Ruby (Sarker, Islam et al. 2009)gibi farkli
domates ¢esitlerinde gOsterilmistir. Sonuglari, domates bitkisinde kotiledon
ekplantlarindan yiiksek bitki rejenerasyonu i¢in eksplant olarak iyi bir se¢im oldugunu
gosteren onceki ¢alismalardan elde edilen Onerilerle tutarlidir. Bu nedenle, Crocker'
cesidini Agrobacterium aracili gen aktarimini optimizasyonu igin materyal olarak
kullandik.

Etkili bir gen aktarim sistemi, bitki 1slah¢ilarinin arzuladigi bir yontemdir ve
genetik manipiilasyon doniisiimiiniin kullanilmasi, gen islevinin test edilmesi ve
genom diizenleme gibi islevsel genomik ¢aligsmalari i¢in gereklidir (An, Wang et al.
2014, Wang, Chen et al. 2019). Bu caligmada ticari Crocker domates ¢esidi i¢in bitki
rejenerasyon sistemi, Agrobacterium aracili gen aktarimm ve CRISPIR/Cas9 genom
diizenlemesi icin etkin bir protokol olusturulmustur. Giiniimiizde, farkli domates
cesitleri ve genotiplerinde Agrobacterium aracili gen aktarimi igin etkin bir protokol

gelistirme ¢aligmalar1 devam etmektedir. Tiim domates ¢esitlerini kapsayan etkin gen
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aktarim protokolii bulunmamaktadir (Sun, Uchii et al. 2006, Arshad, Waheed et al.
2014). Bu calisma ile ticari domates ¢esitlerinde transgenik bitki elde etmek igin
basarili bir Agrobacterium aracili transformasyonuna ek olarak, kotiledon ve yaprak

eksplantlarini kullanarak in vitro rejenerasyon yontemini optimize ettik.

Agrobacterium susuna bagl olarak timentin ve sefotaksim Agrobacterium’un
engellenmesinde kullanilan etkili antibiyotiklerdir. Kullanilan bu antibiyotiklerin
domates bitkisinin rejenerasyonu tizerine toksik etkisi bulunmamaktadir. Birgok bitki
transformasyon ¢aligmalarinda timentin (160 mg/L- 320 mg/L) tek kullanildig1 zaman
yeterli bulunurken domates bitkisinde tek basma etkili olamadigi belirlenmistir.
Agrobacterium eleminasyonu i¢in domates bitkisinde sefotaksimin daha etkin oldugu
yapilan bu calismada gosterilmistir. Domates gen aktarimi iizerine yapilan
calismalarda sefotaksimin domates gen aktarimda etkin oldugunu gostermistir.
Higromisin, gen aktarim caligmalarinda birgok bitki tiiriinde siklikla kullanilan bir
seleksiyon ajanidir (Prihatna, Chen et al. 2019). Sonuc¢larimiz, domates eksplantlarinin
higromisine ¢ok duyarli oldugunu goéstermis, bu nedenle ¢ok diisiik higromisin

konsantrasyonlarinda transgenik hiicrelerin seleksiyonu yapilabilecegi belirlenmistir.

Agrobacterium farkli suslari, gen aktarimi verimliligini etkileyebilir ¢iinkii farkli
suslar, farkli virlilans seviyelerinde olabilir, bunun yani sira ¢esitli konak tipleri ile
etkilesime sahip olabilir. Hiperviriilan sus olan AGL1 ve GV3101'in diger bitkilerdeki
en giiclii transformasyon susu oldugu bildirilmistir (Hansen 2000, Khanna, Paul et al.
2007). Gen aktarim g¢alismalarinda kullanilan her iki Agrobacterium susunda da
domates bitkisinde gen aktarrmi1 yapilmakta, ancak AGL1, GV3101 ile
karsilastirildiginda daha fazla GUS pozitif bitki gelistirildigi i¢in GV3101'i
onerilmektedir (Chetty, Ceballos et al. 2013). Bu c¢alismada iki Agrobacterium
susunun etkinligi degerlendirilmistir. Fakat AGL-1 susu domates eksplantlarinda doku
kararmasina neden oldugundan dolayt GV3101 susunun bundan sonra yapilacak gen

aktariminda kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Agrobacterium susunun etkisi oldugu gibi bakteri yogunlugunun ve inokiilasyon
besi ortammin bitki rejenerasyonu iizerin etkisi oldugu belirlenmistir. Domates
transformasyon ¢alismalarinda Agrobacterium konsantrasyonu OD600= 0.1-1.0
arasinda degisen konsantrasyonlarda kullanilmistir (Qiu, Diretto et al. 2007, Gao, Shen
et al. 2009, Vinoth, Gurusaravanan et al. 2013). Gen aktarim ¢alismasinda kullanilan

bakteri hiicre yogunlugu, transformasyon verimliliginde anahtar rol oynamaktadir.
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Agrobacterium konsantrasyonu, domates bitkisinde de transformasyon verimliligini
artirmada en 6nemli faktordiir. Bazi tiirler i¢in, inokiilasyon sirasinda bakteri hiicre
yogunlugundaki artis, transformasyon etkinligini artrmistir ve c¢ok diisiik bir
Agrobacterium  konsantrasyonu kullanildigi  zaman transforme hiicre elde
edilememistir (Davis, Lineberger et al. 1991, Cheng, Fry et al. 1997). Benzer sekilde,
yiiksek Agrobacterium konsantrasyonlari gen transferinin etkinligini artirabilir, ancak
domates dokusunda nekroz olusumuna neden olabilir. Bu nedenle, enfeksiyon
potansiyeli yliksek, nispeten diisiik bir konsantrasyon se¢ilmelidir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda ticari domates ¢esidi Croker i¢cin doku nekrozun en az trasnformasyon
basarisinin en yiiksek bulundugu en iyi Agrobacterium konsantrasyonu OD600=0,6

olarak belirlenmistir.

Ko-kiiltiivasyon siiresi bitkilere Agrobacterium araci1 gen aktariminda
transformasyon etkinliginin artirilmasinda bir diger kritik faktordiir (Van, Ferro et al.
2010). Genel olarak, daha uzun bir ko-kiiltiivasyon siiresi, Agrobacterium
kontaminasyonu ve doku nekrozu ile sonuglanabilir. Agrobacterium konsantrasyonu
ile birlikte ko-kiiltiivasyon siiresi ve inokiilasyon siiresi birbiriyle iligkili adimlardir.
Bu nedenle, Agrobacterium aracili gen transferini optimize ederken, bu adimlar
kombinasyon halinde ¢alisilmalidir. Bitki eksplantlarmin  Agrobacterium ile
inokiilasyonundan once On-kiiltliriiniin bazi1 bitki tiirleri iizerinde olumlu etki
gosterirken, bazilarinda ise olumsuz etki gostermistir (Dong and McHughen 1993,
Egnin, Mora et al. 1998). Domates bitkisinde farkli 6n kiiltiirleme siireleri ¢aligilmig
ve 24 saat On kiiltiir siiresinin Agrobacterium aracili gen aktariminda transformasyon
etkinliginin artirildig: belirlenmistir. Ko-kiiltiivasyon siiresinin kisaltilmasi sonucunda
transformasyon etkinliginin azaldig1 bulunurken, transformasyon siiresinin uzatilmasi
durumunda domates eksplantlari lizerinde asir1 bakteri bliylimesine bagli olarak doku
nekrozu soncunda eksplan Olimii gerceklesmistir. Bu calismada optimum ko-

kiiltiivasyon siiresi 2 giin olarak belirlenmistir.

Bitkilerdeki akonitazlar TCA ve glioksilat dongiilerinde 6nemli roller oynar.
ACO gen ailesinin domates bitkisinde kapsamli bir analizini gerceklestirilmistir.
Domates bitkisinde 4 ACO geni tanimlanmistir. Duplikasyon analizi sonucunda
domates bitkisinde iki ACO gen ailesi iki duplikasyon olay1 sonucunda meydana
gelmistir ve  ACO gen ailesinde tandem duplikasyon go6zlenmemistir. Yapilan

biyoinformatik analizler domates bitkilerinin tiim ACO genlerinin sitozolik akonitazlar
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oldugunu ve bu genomlarda mitokondriyal izoformlar: tespit edilememistir. 12 kara
bitkisinde ACO genlerinin genom ¢apinda analizi biyoinformatik araglar kullanilarak
yapilmis ve tiim bu bitkilerde ACO genlerinin mitokondriyal formu tespit edilmemistir

(Wang, Yang et al. 2016).

Calismada PDS ve SIACO4 geni hedeflemek igin tiim olast gRNA'lar online
yazilimlar kullanilarak listelenmis ve puanlanmistir. En yiiksek hedef etkililik skoruna
gore en iyi iki gRNA (gRNAI ve gRNA2) secilmistir. Benchling
(https://benchling.com/), ve CRISPR-P 2.0 (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/)
online araglar1 kullanilarak gRNA’lar se¢ilmistir. gRNA1 ve gRNA2 puanlandiktan

sonra, gRNALl ve gRNA2'nin pKI1.1R vektorine klonlanmasi gergeklestirildi.
CRISPR-P 2.0 ¢evrimigi aracmin (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) son zamanalar
CRISPR/Cas9 calismalarinda etkin gRNA sec¢ilmesi i¢in siklikla kullanilmaktadir
(Liu, Ding et al. 2017). Benchling ve CRISPR-P 2.0 programlar1 kullanilmasi ile elde
edilen gRNA’larin etkinliginde On-skorunun 6nemli oldugu ve bu degerin 0.4’den

biiyiik olmasi gerektigi belirlenmistir.

Bugiine kadar bitki 1slahinda en yaygin kullanilan F1 hibrit tohumlari, yiiksek
verimlilik, adaptasyon kabiliyetinin yiiksek olmasi ve hastalik direnci agisindan
avantajlar1 olan heterosis mekanizmasiyla iiretilmesidir. Domates, havug ve biber gibi
birgok bahge bitkiside, anterlerin disi ¢i¢eklerden elle ¢ikarilmasi (emaskiilasyon)
isleminden dolayi is¢ilik maliyeti ve buna bagh olarak tohum {iretim maliyeti artar
(Chen ve Liu, 2014). Ek olarak erkek kisirhginin uygulanmasi, hibrit tohum
maliyetlerini diisirmek ve yiiksek ¢esit safligi saglamak i¢in etkili bir yaklasimdir
(Kim ve Zang 2018). Crane (1915) tarafindan yapilan ilk agiklamadan bu yana,
domates erkek kisirligi bircok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir ve simdiye kadar
yaklagik 50 erkek kisirlik mutanti rapor edilmistir (Gorman ve ark. 1997; Quinet ve
ark. 2014; Liu ve ark. 2019). Bu spontan erkek steril mutantlar, hibrit tohum
dretiminde erkek kisirliginin kullanilmasi i¢in milkemmel bir sistemdir. Son
zamanlarda genom diizenleme teknikleri, ¢esitli tipte bolgeye Ozgii niikleazlar
kullanarak istenen genom pozisyonunda kalitsal mutasyonlar1 azaltma yetenegini
gostermistir (Gaj ve ark. 2013). Genom diizenleme araglar1 igerisinde CRISPR/Cas9
sistemi, bitkiler dahil olmak iizere birgok organizmada hizli bir sekilde giiglii bir
genom diizenleme araci olarak ortaya ¢ikmustir (Jung ve ark. 2019). Bu genom

diizenleme sisteminde, mutasyon hedef bolgede dogru ve verimli bir sekilde elde
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edilmektedir ve genomdiizenlenmis bitkiler, yaygmn olarak kullanilan bitki islahi
teknikleriyle gelistirilen bitkilerden farkli olmama avantajma sahiptir. Bu ¢alismada,
TCA dongiisiinde gorev alana akonitaz hidrataz enzimin iiretilmesinde gorev alan
geninin kodlama bdlgelerinin genom diizenleme prosediirii ile silinen domates hatlar1
elde ettik. Domatesler, TCA dongiisiinde bulunan sitratin izoSitrata doniistimiinden
sorumlu dort ACO geni icermektedir. Yag asit metabolizmasi ile yakinda ilskili oldu
bilinen TCA dongiisii bitkilerde enerji kaynagi olarakda bilinirler. CRISPR/Cas9
sistemini kullanarak SIACO4 geninin damain igeren korunmus bdlgesininde mutasyon
olusturduk. 68 TO transgenik bitkiden 14 homozigot mutant bitki elde ettik. Elde edilen
bu hatlarin ¢iceklerinde polen olusumu engellenmistir. QPCR analizi sonucunda
transgenik domatesler polen gelisiminde yer aldigi Onerilen SIACO4 geninin
mutasntlarin ¢ogunda ifade edilmedigini ya da zayif bir sekilde ifade edildigi
belirlenmistir. Bu ¢caligma sonucunda erkek kisirligi CRISPR/Cas9 sistemi araciligiyla
iretildi ve bu sistem, elit hatlarda hizli bir sekilde kullanilabilir ve geleneksel 1slah

yontemlerine kiyasla daha kolay uygulanabilir.

Bu calismada, ticari bir domates olan Crocker ¢esidinin bitki doku kiiltiirii
parametreleri optimize edilerek etkili bir bitki rejenerasyonu elde edilmistir. Ayni
zamanda Agrobacterium tumefaciens aracili transformasyon ile ilgili faktorler
optimize edilerek ilk kez recelcitrant bitki olan ticari domates (Solanum lycopersicum
cv. Crocker) ¢esidi i¢in hizli ve tekrarlanabilir bir Agrobacterium tumefaciens aracul
transformasyon prosediirii olusturulmustur. incelenen tiim faktérlerin, transformasyon
verimliligini arttrmak icin temel oldugu bulunmustur. Ozetle, Ticari domates
¢esidinde optimize edilmis bir Agrobacterium aracili CRISPR/Cas9 sistemi gelistirdik.
SIPDS geninde genom diizenlemenin basarisi, vektor yapimi igin stratejimizin uygun
oldugunu ve belirgin sekilde daha genis bir aralikta genom diizenlemesini miimkiin
kildigmi gostermektedir. Ticari domates ¢esidinde bu optimize edilmis CRISPR/Cas9
sisteminin gen islevi c¢alismalarmi kolaylastirmak igin etkili bir ara¢ olarak

kullanilabilecektir.
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EK-1 BITKi MATARYELLERININ OZELLIiKLERIi

Bobcat

URUN: Segment: OTURAK DOMATES
Uretim Tipi: Acik Tarla
Tiiketim Sekli: Taze
Erkencilik: Orta erkenci
Yetigtirme Ddnemi: llkbahar, yaz
Renk: Kirmizi

Verim, gicld bitki ve kapama

s Yiksek verimli bir cesittir

Albenisi yiksek sert meyvelerinin rengi kirmizidir

+ Meyvelen uiform yapidadir ve yesil omuz gérilmez
« [klim gecislerine adaptasyon kabiliyeti yiksektir

» Nakliyeye dayanikh meyvelerinin raf dmri yliksektir
» Bitki kapamasi ¢ok iyidir, meyvelerini ginesten korur

Bobcat ¢esidinin 6zellikleri (https://www.syngenta.com.tr/Bobcat)

CROCKER
URUN: Segment: SIRIK SALKIM DOMATES
Uretim Tipl: Sera
Tuketim Sekli: Taze
Erkencilik: Erkenci
Yetigtirme Donemi: likbahar - Yaz
Renk: Kirmizy

En gosterigli salkom!

GuglUve acik bitki yapisina sahip, bogum arasi kisa bir cesittir.
Tepe devamliligi cok iyidir.

Mart-Nisan-Mays dikimlerine uygun erkenci bir cesittir.

iklim gecislerine ve yiksek sicakliklara adaptasyon kabiliyeti
yuksektir.

Uretim boyunca salkim yapisini bozmaz, meyve dokilmesine
karsi toleransi cok  yuksektir.

Orta sertlikteki meyvelerinin ¢atlama karsitoleransi cok
yuksektir.

Meyvelerinde yesil omuz gorulmez.

Kaliks yapisi ve parlak kirmizi meyve rengi sayesinde albenisi cok
yuksek kaliteli meyveye sahiptir.

Meyve sekliyuvarlak olup, irilik ve sekil standart yuksektir.
Bir salkimi ortalama 750-800¢gr, tane meyvesi ise ort. 115-120
gridir

Crocker ¢esidinin 6zellikleri (https://www.syngenta.com.tr/Crocker)
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EK-2 BESI ORTAMLARININ HAZIRLANISI VE BILESENLERI

Liquid Media

Luria Broth (LB) g/L (himedia)
Luria Broth 25
121 °C’de 15 dk otoklavda sterilizason.

MS Media gr/L (Duchefa)

MS 4.4

Stikroz 30

pH 5.8’¢ 1M NaOH ile ayarlanir 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilizasyon
yapilir.

SOC Media

Yeast extract 5

Tryptone 20

NaCl 0.584

KCI 0.186

MgSO4 2.4

pH 7.5’¢ 1M NaOH ile ayarlanir ve 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilizasyon
yapilir. Otoklavdan sonra 20 ml %20’lik filtre ile steril edilen glukoz eklenir.

Hoagland Solutions

Macronutrientler Stok solusyon (g/L) Stok
soliisyondan alinan (ml/L)

1 M KNO3 101.11 3

1 M NH4H2PO4 115.03 0.5
1 M Ca(N0O3)2.4H20 236.15 2
1 M MgS04.7H20 246.48 1
0.5% (w/v) Fe-EDTA 5.00 0.5
Micronutrientler Stok solusyon (g/L)

Stok soliisyondan alinan (ml/L)

H3BO3 2.86 1
MnCI2.4H20 1.81 1
ZnS0O4.7H20 0.22 1
CuS04.5H20 0.051 1
Na2Mo04.2H20 0.09 1

pH 5.8’¢ 1M NaOH ile ayarlanir 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilizasyon
yapilir. Otoklavdan sonra filtre sterilizasyonu yapilan Fe-EDTA eklenir.
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Solid Media

LB Agar g/l (himedia)

Luria Broth 25
Agar 15
121 °C’de 15 dk otoklavda sterilizason.

MS Media gr/L (Duchefa)

MS 4.4

Stikroz 30

Phytagel 2.8

pH 5.8’¢ 1M NaOH ile ayarlanir 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilizasyon
yapilir.
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EK-3 TAMPONLAR VE SOLUSYONLAR

Agaroz Jel Elektroforez

Tris-Acetate-EDTA Buffer (TAE) (50 X)

Tris Base 242 g
Glacial Acetic Acid 57.1 ml
EDTA (0.4 M, pH 8.0) 125 ml
Distilled water added to 1000 ml

Loading Buffer (6X)

Bromophenol blue 0.25 %
Xylene cyanol FF 0.25 %
Sucrose in water 40 %

Ethidium Bromide Solution
Ethidium Bromide (10 mg/ml) 100 pl/1
TAE Buffer (1X) 11

Rekombinant Kolonilerin Secimi

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactoside)
X-Gal 20 mg
Dimethylformamide 1ml
Soliisyon -20 °C’de saklanir ve 1siktan korunur.

IPTG (Isopropyl--D-thiogalactoside)

IPTG 100 mg
dH20 1ml
Soliisyon filtre ile steril edilerek -20 °C’de saklanir.

Kompetan E. coli Hiicrelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Tamponlar

Buffer 1

Potassium acetate 30 mM
RuCl2 100 mM
CaCl2 10 mM
Glycerol (87 %) 8.6 ml
The volume was completed to 50 ml with dH20 and filter sterilized.
Buffer 2

MOPS 10 mM
RuCl2 10 mM
CaCl2 75 mM
Glycerol (87 %) 8.6 ml

Adjusted pH 6.5 with 0.2 M KOH. The volume was completed to 50 ml with
dH20 and filter sterilized.
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EK-4 KIMYASAL, ENZIMLER ve ANTIBIYOTIKLER

DNA Markorler

O’GeneRuler 100 bp DNA ladder
O’GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder

Plasmid isolation Kit (Midi)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
RNeasy mini isolation kit

RNA protect solution

RNAase Free DNAase set
iScript™ cDNA Synthesis Kit

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix
FavorPrep™ Plant Genomic DNA Extraction Mini Ki

pGEM-T easy cloning kit

Enzimler

Lysozyme

Proteinase K

RNAase A

T4 DNA Ligase

EcoRlI

Hindlll

Aarl

T4 Polynucleotid Kinase
Taq polymerase

Phusion DNA polymerase
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
T4 DNA ligase

Kimyasallar

Agar

Agaroz

Amonyum persiilfat
Amonyum siilfat
Ampisilin

Borik asit

Bovine serum albumin
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Thermo fisher

Thermo fisher

Macherey- Nagel
Macherey- Nagel
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Biorad

Biorad

Favorgen

Promega

Sigma
Sigma
Sigma
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Takara
Thermo Fisher
NEB (Biolab)
Thermo Fisher

HiMedia
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma



Bromophenol blue
-merkaptoethanol
CaCOs3
CaCl2.2H20
Ca(NO3)2.4H20
CuS04.5H20
DMSO
Dimethylformamide
Etanol

Etidyum Bromiir
Fe2(S04)3
Fenol-Kloroform
Glasiyal Asetik Asit
Gliserol

Glukoz

HCI

H2S04

IPTG
Izoamilalkol
Izopropanol
Kanamisin

KCI

Kloroform
KNO3

K2HPO4
Lizozim

Luria Broth
Mannitol
Metanol

MgClI2
MgSO4.7H20
MOPS
MnCI2.4H20
Murashige Skoog
NaCl
Na2Mo04.2H20
NaNO3

NaOH

NH4CI
NH4H2PO4
Potasyum asetat
Phytagel

RuCl2

SDS

Sodyum asetat
Sodyum sitrat
Siikroz

Tris-HCI
Tryptone

X-Gal
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Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Ambresco
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
AppliChem
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Duchefa
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma



Xylene cyanol FF

Sigma

Yeast extract Merck
ZnS0O4.7TH20 Merck
Antibiyotik ve Hormon stok soliisyonlarinin hazirlanmasi
Antibiyotik Adi Stok Son Marka
Konsantrasyonu Konsantrasyon Katolog Numaras:
Ampicillin sodium 100 mg/ ml dH20 100 pg/ml Sigma- A9518
salt,
Kanamycin Sulfate 50 mg/ml dH20 25 or 50 pg/ml Biobasic
KB0286
Spectinomycin, 100 mg/ml ethanol 100 pg/ml PhytotechLab
Dihydrochloride $742
Gentamycin Sulfate 30 mg/ml dH20 30 pg/ml Biobasic
GB0217
Carbenicillin 100 mg/ml dH20 100 pg/ml PhytotechLab
disodium salt C346
Rifampicin 10 mg/ml DMSO 100, pg/ml PhytotechLab
R501
Timentin 160 mg/ml dH20 160 pg /ml Plant Media
42010012-5
Hygromycin B 10 mg/ml H20 - PhytotechLab
H397
Cefotaxime 500 mg/ml ethanol 500 pg/ml PhytotechLab
C380
Indole-3-Acetic Acid 2 mg/ml KOH or - PhytotechLab
(1AA) Ethanole 1885
6-Benzylaminopurine 2 mg/ml H20 - Sigma
(BA) B3408-5G
Kinetin 2 mg/ml H20 - Sigma
K3378-25G
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EK-5 PRIMER LiSTESI

PCR
Primer Name Sequence 5°-3’ Uriinii
Acos Tomato Seq F CACTTTCCGATCGCTGAGGT 1059 bp
Acos Tomato Seq R AAGCAGTGGAGCAAGTCATTT
PDS Tomato Seq F ACTGTGAAATATCCTTATGGCAGG 506 bp
PDS Tomato Seq R CCGGAATATCACCTGCACCA
hptll F (higromisin) CGAAAAGTTCGACAGCGTC 450 bp
hptll R (higromisin) GGTGTCGTCCATCACAGTTTG
SLUBI-F (QPCR) CCAAGATCCAGGACAAGGAA 186 bp
SLUBI-R (QPCR) AAGCCTCTGAACCTTTCCAG
TomatAcoQPCR-F TCGCTGAGGTGGAGATACGGTGT 84 bp

TomatAcoQPCR-R

AACAGGGGTAACGGCGGCAG

M13 F seq primer (-20)

M13 R seq primer (-20)

GTAAAACGACGGCCAGT

GTTTTCCCAGTCACGAC
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EK-6 PLAZMIT BILGISI
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EK-7 gRNA OZELLIKLERI
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EK-8 SANGER SEKANS SONUCLARI

>PDS gRNA1 +pKI1.1R plasmid_sample_

GCTCGCGGCCGCTCGTTGACACGGAAACTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAGCTTTTTTTCTTCTTCTTCGTTCATACAGT
TTTTTTTTGTTTATCAGCTTACATTTTCTTGAACCGTAGCTTTCGTTTTCTTCTTTTTAACTTTCCATTCGGAGTTTTTGTATCTTGTTTCATAGTT
TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAATTTGATTGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCAAAA
GGCCCCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAAC
AATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGCTGTTAACTTGA
GAGTCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTT
TTGCGGCCGCGATCCCTCAACTTTTGATTCGCTATTTGCAGTGCACCTGTGGCGTTCATCACATCTTTTGTGACACTGTTTGCACTGGTCATTG
CTATTACAAAGGACCTTCCTGATGTTGAAGGAGATCGAAAGTAAGTAACTGCACGCATAACCATTTTCTTTCCGCTCTTTGGCTCAATCCATT
TGACAGTCAAAGACAATGTTTAACCAGCTCCGTTTGATATATTGTCTTTATGTGTTTGTTCAAGCATGTTTAGTTAATCATGCCTTTGATTGAT
CTTGAATAGGTTCCAAATATCAACCCTGGCAACAAAACTTGGAGTGAGAAACATTGCATTCCTCGGTTCTGGACTTCTGCTAGTAAATTATGT
TTCAGCCATATCACTAGCTTTCTACATGCCTCAGGTGAATTCATCTATTTCCGTCTTAACTATTTCGGTTAATTAAAGCACGAACACCATTACT
GCATGTTGAAAGCTTGATAAACTATCGCCACCAATTTATTTTTGTTGAA

>PDS gRNA2 + pKI1.1R plasmid_sample_

AGGCTCGCGGCCGCTCGTTGACACGGAAACTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAGCTTTTTTTCTTCTTCTTCGTTCATACA
GTTTTTTTTTGTTTATCAGCTTACATTTTCTTGAACCGTAGCTTTCGTTTTCTTCTTTTTAACTTTCCATTCGGAGTTTTTGTATCTTGTTTCATAG
TTTGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAATTTGATTGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCAA
AAGGCCCCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAA
ACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGTATTGTCCAG
CTCTGGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT
TTTTGCGGCCGCGATCCCTCAACTTTTGATTCGCTATTTGCAGTGCACCTGTGGCGTTCATCACATCTTTTGTGACACTGTTTGCACTGGTCAT
TGCTATTACAAAGGACCTTCCTGATGTTGAAGGAGATCGAAAGTAAGTAACTGCACGCATAACCATTTTCTTTCCGCTCTTTGGCTCAATCCA
TTTGACAGTCAAAGACAATGTTTAACCAGCTCCGTTTGATATATTGTCTTTATGTGTTTGTTCAAGCATGTTTAGTTAATCATGCCTTTGATTG
ATCTTGAATAGGTTCCAAATATCAACCCTGGCAACAAAACTTGGAGTGAGAAACATTGCATTCCTCGGTTCTGGACTTCTGCTAGTAAATTAT
GTTTCAGCCATATCACTAGCTTTCTACATGCCTCAGGTGAATTCATCTATTTCCGTCTTAACTATTTCGGTTAATTAAAGCACGAACCCCATTA
CTGCATGTAGAAGCTTGATAAACTATCGCCACCAATTTATTTTTGTTGCGAAATTGTTACTTTCCTCAGTATGCAGCTTTGAAAAGAACAAAA

> ACO gRNAL1 + pKI1.1R plasmid_sample_

GGCCCCGCGGCCGCCTCGTTGACACGGAAACTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTACCTTTTTTTCTTCTTCTTCGTTCATAC
AGTTTTTTTTTGTTTATCAGCTTACATTTTCTTGAACCGTAGCTTTCGTTTTCTTCTTTTTAACTTTCCATTCGGAGTTTTTGTATCTTGTTTCATA
GTTTGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAATTTGATTGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCA
AAAGGCCCCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAA
AACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGTTGAGAACA
GGGGTAACGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTT
TTTTTTGCGGGCCGCGATCCCTCAACTTTTGATTCGCTATTTGCACTGCACCCTAT

> ACO gRNA2 + pKI1.1R plasmid_sample_

CTCCGCGGCGCTCGTTGACAACGGAAACTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAGCTTTTTTTCTTCTTCTTCGTTCATACAGT
TTTTTTTTGTTTATCAGCTTACATTTTCTTGAACCGTAGCTTTCGTTTTCTTCTTTTTAACTTTCCATTCGGAGTTTTTGTATCTTGTTTCATAGTT
TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAATTTGATTGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCAAAA
GGCCCCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAAC
AATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGGGGGATCATTCAG
AGCAGGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTT
TTGCGGCCGCGATCCCTCAACTTTTGATTCGCTATTTGCAGTGCACCTGTGGCGTTCATCACATCTTTTGTGACACTGTTTGCACTGGTCATTG
CTATTACAAAGGACCTTCCTGATGTTGAAGGAGATCGAAAGTAAGTAACTGCACGCATAACCATTTTCTTTCCGCTCTTTGGCTCAATCCATT
TGACAGTCAAAGACAATGTTTAACCAGCTCCGTTTGATATATTGTCTTTATGTGTTTGTTCAAGCATGTTTAGTTAATCATGCCTTTGATTGAT
CTTGAATAGGTTCCAAATATCAACCCTGGCAACAAAACTTGGAGTGAGAAACATTGCATTCCTCGGTTCTGGACTTCTGCTAGTAAATTATGT
TTCAGCCATATCACTAGCTTTCTACATGCCTCAGGTGAATTCATCTATTTCCGTCTTAACTATTTCGGTTAATTAAAGCACGACACCATTACTG
CATGTAAAAGCTTGATAAACTATCCCCACCATTTATTTTTGGTGCAAAATGGGTAATTTCCTAAGTATGCAGCTTTGAAAT
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EK-9 DOMATES ACO PROTEIN OZELLIKLERI
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EK-10 DOMATES ACO PROTEIN SEKANSLARI

>Solyc039005730.2

MAASSAIASSSTTFINKKDVGLSAFSSQASFSVQTARKRISKRIVSVMTPQQTERKPATTGSVKTGMTMT
EKILAKASDKPDVSPGDNVWVNVDVLMTHDVCGPGSIGIFKKEFGQNAKVWDREKLVIIPDHY IFTTDE
RANRNVDILRDFCNEQNIKYFYDIKDLGNFRANPDYKGVCHVALAQEGHCRPGEVLLGTDSHTCTAGA
FGQFATGIGNTDAGFVLGTGKILLKVPPTLRFVMDGEMPDYLLAKDLILQIGEISVAGATYKAMEFVGT
TVESLTMEERMTLCNMVVEAGGKNGVIPADKTTYDYLEGRTSVPYEPVYSDEGARY LKEYRFDVSKLE
PLVAKPHSPDNRALARECKDVKIDRVY IGSCTGGKTEDFMAAAKVFLASGKKVKVPTFLVPATQKVWM
DVYSLPVPGSGGKTCSQIFEEAGCDTPASPSCGACLGGPKDTYARMNEAQVCVSTTNRNFPGRMGHKE
GQIYLASPYTAAASALTGYVTDPREFLQ

>Solyc07g052350.2

MYSNTARKYSSSAASSLLRASSSVTRPLASTSTAAHAPCRAGAASGNQQRYSSTLRSLRCSVPRWSHGV
DWKSPISLTAQIRTAAPALNGFHRKLATMAAENPFKGILTGLPKPGGGEFGKFYSPALNDPRIDKLPYSIR
ILLESAIRNCDNFQVKKEDVEKIIDWENSAPKLVEIPFKPARVLLQDFTGVPAVVDLACMRDAMNNLGS
DSDKINPLVPVDLVIDHSVQVDVTRSENAVQANMELEFQRNKERFAFLKWGSNAFQNMLVVPPGSGIV
HQVNLEYLGRVVFNREGLLYPDSVVGTDSHTTMIDGLGVAGWGVGGIEAEAAMLGQPMSMVLPGVVG
FKLSGNLRNGVTATDLVLTVTQMLRKHGVVGKFVEFYGEGMSGLSLADRATIANMAPEYGATMGFFP
VDHVTLQYLKLTGRSDETVGMVESYLRANNMFVDYKEPQQEKVYSSYLNLDLADVEPCLSGPKRPHD
RVPLKEMKSDWHACLDNKVGFKGFAVPKEVQDKVAKFSFHGQPAELKHGSVVIAAITSCTNTSNPSVM
LGAALVAKKASELGLHVKPWVKTSLAPGSGVVTKYLLKSGLQKYLNQQGFNIVGYGCTTCIGNSGDLD
ESVASAISENDIVAAAVLSGNRNFEGRVHALTRANYLASPPLVVAYALAGTVDIDFEKDPIGVGKDGKD
VYFRDIWPSTEEIAEVVQSSVLPDMFKSTYEAITKGNTMWNELSVPTTKLY QWDPKSTY IHEPPYFKGM
TMDPPGPHGVKDAYCLLNFGDSITTDHISPAGSIHKDSPAARYLMERGVDRRDFNSYGSRRGNDEIMAR
GTFANIRLVNKLLNGEVGPKTVHIPSGEKLSVFDAAMKYKSAGQSTIILAGAEYGSGSSRDWAAKGPML
LGVKAVIAKSFERIHRSNLVGMGIVPLCFKAGEDADTLGLTGQERYTIDLPENISEIRPGQDVTVQTDTGK
SFTCVVRFDTEVELAYFNHGGILQYVIRQLTKQ

>Solyc099090900.2

MASFSTSSTYCLSKNVVFLSDFSPLNQFPTQSPRRRFSKKIVSMITQPSSRMPATTGSVKSWMTMTEKLL

ARTSEKLHVVPGENLWVNVDVLMTNDITGPGAIGVFKREFGENAKVWDREKVVVIPDHYIFTADERAN
RNVDTLRDFCNEQNIKYYYDIKDLGNFQANPDYKGVCHIALAQEGHCRPGEVLVGTDSHTCTAGAFGQ
FASGIGNTDAGFVLGTGKILLKVPPTIRFVLDGEIPNYILAKDLILQVIGEISVAGATYKTMEFVGTAVESL
TMEERMTLCNMVIEAGGKNGVIPADKTTYDYLKDKTTVHYEPVYSDEQARFLAKYHFDISKLEPLVAK
PHSPGNRALARECEDVKIDRVYIGSCTGGKTEDFMAAAKVFLASGKKVKVPTFLVPATQKVWMDLYTI
PVPESGGKTCSQIFEDAGCDTPASPSCGACMGGPRDTHARLNEPQVCVSTTNRNFPGRMGHKEGQIYLA
SPYTAAASALTGHVTDPRDFLQ

>Solyc129005860.1

MYVSSSVHIKPNFFTSFPVSKSLSKSTGAYCSSGYSSLSFSSTFRSLRWRYGVDWKSPISLTSQIRTAAVTP
VLNNFRRKLTTMASGNPFKGILTSLPKPGGGEFGKYYSLPALNDPRIDKLPYSIRILLESAIRNCDNFQVK

KEDVEKIIDWENTSPKLAEIPFKPARVLLQDFTGVPAVVDLACMRDAMNKLGSNADKINPLVPVDLVID

HSVQVDVARSENAVQANMELEFQRNKERFAFLKWGSNAFRNMLVVPPGSGIVHQVNLEY LGRVVFNR
EGLLYPDSVVGTDSHTTMIDGLGVAGWGVGGIEAEATMLGQPMSMVLPGVVGFKLSGKLRSGVTATD

LVLTVTQMLRKHGVVGKFVEFYGDGMGELSLADRATIANMSPEYGATMGFFPVDHVTLQYLKLTGRS

DETVSMIEAYLRANNMFVDYNEPQHEKVYSSCLY LDLAEVEPCVSGPKRPHDRVPLKEMKSDWHSCLD
NKVGFKGFAVPKDAQEKVVKFSFHGQHAELKHGSVVIAAITSCTNTSNPSVMLGAALVAKKACDLGLN
VKPWVKTSLAPGSGVVTKYLLQSGLQKYLNEQGFNIVGYGCTTCIGNSGDLDESVSSAISENDIVAAAV

LSGNRNFEGRVHPLTRANYLASPPLVVAYALAGTVDIDFDKEPIGVGKDGNSVYFRDIWPSTEEIAEVVQ
SSVLPDMFKSTYEAITKGNNMWNQLSVPATSLYSWDTSSTY IHEPPYFKDMTMDPPGPHGVKDAYCLL

NFGDSITTDHISPAGSIHKDSPAAKY LNERGVDRRDFNSYGSRRGNDEIMARGTFANIRIVNKLLNGEVG

PKTIHIPSGEKLSVFDAAMKYKSAGQDTIILAGAEYGSGSSRDWAAKGPMLLGVKAVIAKSFERIHRSNL
VGMGIVPLCFKAGEDADSLGLTGHERY TIDLPDNISEIRPGQDVTVQTDTGKSFTCVVRFDTEVELAYFN
HGGILPYVIRQLSQQ
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EK-11 BAKTERI KOLONILERIN MAVI-BEYAZ TARANMASI
X-Gal ve IPTG Petrilerini Kullanim

Bakteri kolonilerinin mavi-beyaz se¢ilimi, klonlama deneylerinde rekombinant
bakterileri tespit etmek i¢in siklikla kullanilan popiiler ve etkili bir molekiiler biyoloji
aracidir. Bu teknigin esasinda, glikoz ve galaktoz olusturmak i¢in laktozu metabolize
eden E. coli'deki lacZ o geni tarafindan kodlanan tetramerik bir enzim olan -
galaktosidazin enzimatik aktivitesi yer alir. Alternatif olarak, -galaktosidaz farkl bir
substrat olan X-Gal'i hidrolize ederek mavi bir pigment olusturmak {izere dimerize
olan 5-bromo-4-kloro-indoksil ile sonuglanir.

a-tamamlama olayi, P-galaktosidazi giiglii bir molekiiler klonlama araci haline
getirmistir. a-tamamlamada, bakterilerde lacZ ® geninin spesifik bir fragmanmin
silinmesi, aktif olmayan bir § -galaktosidaz ile sonuglanan silinen fragmani igeren bir
plazmidin varligiyla anlasilir. Klonlamada, rutin olarak kullanilan plazmitler, lacZ o
geninin bir boliimiinii i¢erirken, E. coli konak¢1 susu, bir lacZ @ delesyon mutasyonu
icerir. Bu nedenle, transformasyon sirasinda, delesyon igeren bakteriler, silinmis lacZ
a segmentini i¢eren plazmidi aldiginda, fonksiyonel B -galaktosidaz tiretilir. Bununla
birlikte, bakteri tarafindan alinan plazmit, lacZ a gen segmentini bozan bir DNA
pargast (klonlama islemi sirasinda restriksiyon bélgeleri kullanilarak plazmide
baglanan ilgili DNA) tasiyorsa, rekombinant bakteriler olusur. Daha sonra, alfa
tamamlama gerceklesemez ve islevsel bir B-galaktosidaz olusmaz.
Transformasyondan sonra mavi-beyaz koloni seleksiyonu gergeklestirmek igin, lacZ
o gen ekspresyonunun bir indiikleyicisi olan Izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid
(IPTG) ile birlikte X-Gal eklenir. Mavi koloniler, fonksiyonel B-galaktosidaz i¢eren
bakterilerdir ve bu da transformasyon sirasinda alinan plazmidin ilgili DNA'y1
icermedigini gosterir. Aksine, beyaz koloniler, eklenen rekombinanat DNA'y1 tasiyan
plazmidi alip lacZ a genini bozduktan sonra fonksiyonel [-galaktosidaz
iretmediklerinden, mavi rengi iiretmek igin X-Gal'i metabolize edemezler. Bu beyaz
koloniler rekombinant bakterileri icerirmektedir. (Sekil 1).

+IPTG
"4
‘ ) S ‘ } + X-Gal —» Blue Colonies
lacZ a lacZ w Functional
i peptide peptide B-Gal
Restriction Enzymes
+ DNA insert
Ligase
l NO LacZ a lacZ w B-Gal
peptide peptide Not functional
+ IPTG —> x — + X-Gal —» White
‘ } ‘ } Colonies with

DNA Insert
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Gerekli Kimyasallar ve Malzemeler

» X-Gal (GoldBio Katalog # X4281C)

* Dimethylformamide (DMF)

« dH20

* Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG (GoldBio Katalog # 12481CE)
» Seleksiyon i¢in uygun antibiyotik

* Agar besiyeri (istege bagli)

* Petri kaplar1

20 mg/ml X-Gal Stok Cozeltisinin hazirlanis

1. 15 ml polipropilen santrifiij tiipiine 200 mg X-Gal [CAS 7240-90-6, mw. = 408.63
g / mol]) tartilir.

2. 10 mL Dimetilformamid (DMF) eklenir ve X-Gal'i ¢6zmek i¢in vortekslenir.

3. -20 ° C'de saklanir. Isiktan korumak i¢in santrifiij tiipiini aliiminyum folyo ile
sartlmalidr. .

Not: X-Gal soliisyonu, uygun sekilde kullanilmadigz siirece 6-12 ay stabildir. X-Gal
soliisyonunun sik sik kiigiik 6l¢ekli kullanimi olacaksa, bozunmay1 en aza indirmek
icin soliisyondan 1 ml pargalar seklinde yapilmalidir.

IPTG - 100mM (100X) Stok Céozeltisi

1. 0,238 g IPTG'yi tartilir [CAS 367-93-1, mw. = 238,3 g / mol]).
2. 10 ml steril H20O eklenerek Tamamen ¢oziiliir.

3. IPTG Stogunu 0,22 um filtreden gegirerek sterilir edilir.

5. 1 ml'lik kisimlar halinde -20 ° C'de 1 yila kadar saklanabilir.

1. Yontem

1. Segici antibiyotik igeren otoklavlanmis biiyiime ortamini petri kaplarina dokiiliir ve
steril kabin i¢inde donmaya birakilir.

2. Her petrinin yiizeyine 40 pl 100 mM IPTG ve 120 ul X-Gal (20 mg/ml) eklenir ve
tiim ylizeye yayilir.

Not: Petri kenarlarinin esit sekilde yayilmasi zordur ve yanlis pozitifler verebilir. En
1yi sonuglar i¢in miimkiinse plakanin ortasindaki koloniler se¢ilmelidir.

3. X-Gal / IPTG kapli ortam1, kullanmadan 6nce yaklasik 30 dakika steril kabin i¢inde
kurutulur.

4. Transforme olmus kompetan hiicreler bu platlere yayilir ve mavi koloniler olusana
kadar (genellikle ~ 24 saat) 37 ° C'de ters inkiibe edilir.
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