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OZET

AHP GENLERININ CRISPR-CAS9 SISTEMI KULLANILARAK DOMATES
BITKISINDE SUSTURULMASI

Abdullah AYDIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Dog. Dr. Musa KAVAS

Domates (Solanum lycopersicum) insan sagligi i¢in onemli bir besleyicidir.
Diinya genelinde yaygin olarak iiretimi olan Domates i¢in 6nemli biyotik ve abiyotik
stres faktorleri bulunmaktadir. Bu stres faktorleri verimi etkilemekte, hatta bazi
durumlarda bitkinin O6liimiine yol agmaktadir. Artan kiiresel 1sinma ve iklim
degisikligiyle beraber, bu stres faktorlerinden biri olan kuraklik sartlar1 da tarimsal
liretim agisindan 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu calismada, iklim degisikligi
sonucu artmasi beklenen kuraklik kosullarina dayanikli domates bitkisi gelistirilmesi
amaglanmistir. Abiyotik stres kosullarina karsi yanit mekanizmasinin 6nemli bir
diizenleyici olan ABA, bitkilerin bu kosullara adaptasyonunda pozitif diizenleyicidir.
Bu amagla, daha 6nce Arabidopsis thaliana’da susturulmasi sonucu kurakliga tolerans
sagladig1 bilinen AHP genlerinin domatesteki homologu olan Solc01g080540 (AHP1)
ve Solyc069084410 (AHP2) genleri se¢ilmis olup, bu genler domates bitkisinde,
CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknigi kullanilarak susturulmustur. AHP genleri
sitokinin sinyalizasyonunun pozitif diizenleyicileri olarak rol almaktadir. Bu genlerin
susturulmasi, stres kosullarina yanitta onemli rol alan ABA 1ile sitokinin arasindaki ters
iligki sonucu ABA sinyalizasyonunu artiracagindan kurakliga direng beklenmektedir.
Genom diizenleme isleminin ardindan elde edilen tohumlar kullanilarak, kuraklik ve
¢imlendirme uygulamasi yapilmis ve sonuglar genom diizenlenmemis bitkiler ile
kiyaslanmistir. Bunun sonucunda ise, ahp bitkilerin genom diizenlenmemis bitkilere
kiyasla kuraklik kosullarinda gelisimini daha iyi siirdiirebildigi, hatta genomu
diizenlenmemis bitkileri yasamini devam ettiremedigi kosullarda yasadig:
goriilmiistiir. Ancak, kuraklik bulunmayan kosullarda ise genomu diizenlenmemis
bitkilere kiyasla gelisimsel olarak geride kalmislardir. Kuraklik olusturulmamis
kosullar altinda genomu diizenlenmemis tohumlardan ge¢ ¢imlenen ahp tohumlari,
kuraklik kosullarinda, genomu diizenlenmemis tohumlar c¢imlenemezken, ahp
tohumlar1 ¢imlenebilmistir. Sonug¢ olarak, bu c¢alisma ile AHP genlerinin domates
bitkisindeki fonksiyonlar1 goriilmiis olup, kurakliga direncli ¢esit ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar Sozciikler: AHP, CRISPR/Cas9, Abiyotik Stres, Kuraklik, Genom
Diizenleme



ABSTRACT

SILENCING AHP GENES IN TOMATO (Solanum lycopersicum) USING CRISPR-
CAS9

Abdullah AYDIN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology
Master, January/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa KAVAS

Tomato is an important nutrient for human health. There are many abiotic and
biotic stress factors for tomato which has massive production all over the world. These
stress factros effect yield, even in some cases cause death of plant. Drought stress
which is one of these stress factors is becoming more important problem for
agricultural production with rising global warming and climate change. The aim of
this study to develop tolerant tomato against climate change which end up with drought
conditions. The ABA which is an important member of abiotic stress response
mechanisms, is an positive regulator for plant to adaptation these conditions. With this
purpose, the genes, Solcy019g080540 (AHP1) and Solyc069084410 (AHP2), are chosen
whichs positive effects of repression of homologs are already proven in Arabidopsis
thaliana. These genes knocked-out by using CRISPR/Cas9 genome editing technology
in tomato. AHP genes act as positive regulator of sitokinin signaling. Because of the
antagonistic relationship between cytokinin and ABA which is the important member
of response to stress conditions, silencing these genes end up with increased ABA
signaling and drought tolerance. Germination and drought stress assays have done after
seed harvesting from genome edited plants. The results are compared with Crocker
variety. The results demonstrated that ahp plants showed enhanced drought tolerance
compared to Crocker. Moreover, it has seen that while Crocker plants are dying, ahp
plants kept living. However, development of ahp plants decreased under no stress
conditions. The ahp seeds which showed late germinatioon under normal conditions,
are germinated under stress conditions while Crocker seeds could not germinated. As
a result, the funtions of AHP genes in tomato have described, and drought tolerant
variety is developed.

Keywords: AHP, CRISPR/Cas9, Abiotic Stress, Drought, Genome Editing
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1. GIRIS
1.1. Domates

Domates (Solanum lycopersicum) angiosprem sprem cinslerinin en
biiyliklerinden olan Solanaceae familyasi igerisinde yer alan ve 500’den daha fazla y1l
once And Daglarindan Avrupa’ya yayilmis olan bir mahsiildiir (Bergougnoux, 2014).
Domates iyi verim verebilmesi ve hizli biiyiiyebilmesi i¢in yiiksek sicaklik ve 1s1k
ihtiyaci olan bir bitkidir (Kinet & Peet, 1997), C vitamini, folik asit ve likopen gibi
karetoneoidler a¢isindan 6nemli bir kaynaktir (Perveen et al., 2015; Rao, 2002). FAO
verilerine gore, iilkemiz 2021 yili itibariyle Diinya’da domates iiretimi agisindan
%5,01°lik bir paya sahiptir. Bu gibi faydalarinin yani sira, iyi bilinen genomu ile

biyoteknoloji ¢alismalari i¢in 6nemli bir model organizmadir (Wang et al., 2019).

Domatesin yliksek oranda barindirdig1 karotenoidler, bitki, bakteri, fungus ve
bazi algeler tarafindan sentezlenen dogal pigmentlerdir (Baiano & Del Nobile, 2016).
Karotenoidler, insanlar tarafindan sentezlenemedigi icin, beslenme yoluyla alinmasi

gerekmektedir. Domates ve domates iirlinleri, bilinen en iyi karotenoid kaynaklaridir

(Przybylska, 2020).

Likopen (C40H56), ilk olarak domateste kesfedilmis olan, kirmizi lipofilik
karotenoid hidrokarbon pigmentidir (Monselise & Halevy, 1961). Likopen genellikle
karaciger ve yag dokularinda, buna ek olarak, testisler, adrenal bezler ve prostatta
depolanmaktadir (Bohn et al., 2017; Zaripheh et al., 2003). Likopenin, plazma
igerisindeki miktar1 0.22-1.06 nmol/ml ve yar1 6mrii 2-3 giin kadardir (Stahl & Sies,
1996). Likopenin biitiin trans-izomerik formlar1 meyve ve sebzelerde mevcuttur.
Ancak, cis-izomerik formlar doku ve serum 6rneklerinde yogunluktadir. Likopenin
cis-izomerik formlarindan en stabil ve yiiksek antioksidan olani, 5-cis likopendir
(Chasse et al., 2001). Likopen, in vitro olarak en etkili serbest radikal temizleyicisidir.
Glutatyon seviyelerini ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini  artirdig:
gozlemlenmistir. Antioksidan 0zelligi sayesinde DNA, lipidler ve diger

makromolekiilleri koruyabilmektedir (Anlar & Bacanli, 2020).

B-karoten, domates’te ikinci olarak en ¢ok bulunan karotenoid’tir ve meyveye
sar1 ve yesil renkleri vermektedir. Domates ¢esitlerinde, 100 gram meyve’de 0.23-2.83
mg araliginda B-karoten bulunmaktadir (Baranska et al., 2006). B-karoten, A

vitamininin ana Onciisii olan, iki adet retinil grubu icermektedir. B-karoten, bagirsak



epitelyumunda 15,15’-oksijenaz enzimi tarafindan retinole doniistiirilir (Gong et al.,
2017). Bu faydasinin yani sira, bazi c¢alismalar B-karoten’in antioksidan ozellik,
immiinolojik fonksiyonun artmasi, ¢esitli kanser ve kalp rahatsizliklarinin 6nlenmesi
gibi faydalarim1 kanitlamislardir (Szabo et al., 2018). Bu olumlu etkilerin yaninda,
yuksek dozlarda [-karoten takviyesi, akciger kanserine yakalanma oranini

artirabilmektedir (Szabo et al., 2018).

Fenolik bilesikler, meyve ve sebzelerde bulunan, ana fitokimyasallardir. Fenolik
bilesikler, ¢ig domates, domates {iriinleri ve islenmis domates yan iirlinleri arasinda
flavonoidler (rutin, naringenin, naringenin kalkonu, kempferol ve kuersetin) fenolik
asitler (hidroksisinamik, klorojenik, p-kumarik, ferulik ve kafeik asit) seklinde bulunur
(Cetkovié¢ et al., 2012). Bu fenolik bilesiklerin profilleri, domates cesitlerinden
etkilenmektedir (Cetkovi¢ et al., 2012). Bir arastirmada, kuru geri domatesteki fenolik
bilesik miktarlarinin 64.6-440 mg/100g araliginda degiskenlik gosterdigini ortaya
koymustur (Choi et al., 2014). Ancak, baz1 ticari ve vahsi ¢esitlerde polifenol
miktarlar1 26.34-66.08 mg/100g taze agirlik seklinde degisiklik gostermektedir (Kaur
etal., 2013).

Domates, ¢ok onemli bir vitamin C kaynagidir ve yine 6nemli diizeylerde
vitamin A, B ve E icermektedir. Akdeniz diyetinin 6nemli bir pargasi olan vitamin C
(Askorbik asit)’nin 6nemli kaynaklarindan birisidir. Askorbik asit, 1sidan ve 1siktan
kolayca etkilenerek bozulabilmektedir (Jayathunge et al., 2019). Past6rizasyon sonucu
domates piiresindeki C vitamini miktarinin 6nemli diizeyde azaldig1 gozlemlenmistir
(Georgé et al., 2011; Pérez-Conesa et al., 2009). Domatesin 100g taze meyvesindeki
vitamin C miktari, ¢esit, cevresel kosullar ve meyve gelisimine bagli olarak, 8 mg ile
16.3 mg araliginda degiskenlik gostermektedir (Marti et al., 2018). Su ile ¢oziilebilir
oldugundan, viicut tarafindan kolayca emilir ve bir¢cok fonksiyon i¢in gereklidir.
Ancak, viicut tarafindan depo edilememektedir (Pehlivan, 2017). Elektron verici
olmasindan dolay1, antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu sayede, hiicre membrani ile
proteinleri oksidatif stres kaynakli hasarlardan korumaktadir (Pehlivan, 2017).
Kollajen sentezinden sorumlu iki enzimin kofaktorii olmasindan dolayi, deri i¢in de
faydalidir. Noro dejeneratif hastaliklarin iyilesmesinde de rolii oldugu belirlenmistir

(Kocot et al., 2017).

Domates’te 6nemli miktarlarda bulunan vitamin E, yagda c¢o6ziinebilen ve

antioksidan aktiviteye sahip bir vitamindir. Vitamin E’nin 8 farkli yapis
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bulunmaktadir. Bunlardan 4°1i; tokoferoller (alfa, beta, gama, sigma) diger dordii ise,
tokotrienollerdir (alfa, beta, gama, sigma) (Azzi & Stocker, 2000). En iyi bilinen
faydasi, yag molekiilleri oksidasyona ugradigi sirada, antioksidan etkisiyle serbest
radikalleri inhibe etmesidir (Raiola et al.,, 2014). E vitamini iskelet kas
homeostasisinde ve plazma membraninin tamirinin diizenlenmesinde anahtar role
sahiptir (Howard et al., 2011). Diger c¢alismalar, tip-2 diabet ve prostat kanseri
risklerini azalttigin1 ve kardiovaskiiler fonksiyonlar1 artirdigini gostermistir (Kirsh et

al., 2006; Raiola et al., 2014).

Glikoalkaloidler, Solanaceae familyasinda bulunan ikincil metabolitlerdir.
Fitopatojenlere karsi korumada 6nemli role sahiptirler. Insanlar ve hayvanlarda ise
biyolojik fonksiyonlar sergileyebilmektedirler. Domateste, tomatin ve eskiilozit A
formlarinda bulunmaktadirlar (Fujiwara et al., 2012; Pinela et al.,, 2016). Baz
calismalar, glikoalkaloidlerin saglik iizerine faydali etkileri oldugunu gdstermistir. Bu
etkilerden bazilari, anti-kanser aktivite ve bakteri ve protozoalara karsit immiin sistem
korumasimin uyarilmasidir (Fujiwara et al., 2012). Anti-kanser aktivitesine Ornek
olarak, a-tomatin’in prostat kanserine kars1 yiiksek biyoaktiviteye sahip olmasi veya
insan kolon (HT29) ve karaciger (HepG2) kanserlerine karsi potansiyel biiyiime

inhibitori olmast verilebilir (Fujiwara et al., 2003).
1.2. Abiyotik Stres

Kuraklik, onemli bir biiyime Onleyicisidir. Fotosentetik siireci sekteye
ugratarak, bitkinin gelisimini ve verimini geriletmektedir (Chaudhry & Sidhu, 2022).
Ayrica, ROS ve ABA arasindaki etkilesimlere dahil olmaktadir (Jones, 2016).
Kuraklik, ABA birikimine neden olmaktadir ve ekstraselliller ABA birikimi H2O>
olusumuna sebebiyet vermektedir. Bitkinin toprak {istii aksanlarindaki su
kullanilabilirliginin diizenlenebilmesi i¢in, koklerden siirgiin uglarina bir dizi sinyal
iletilmesi gerekmektedir (Jones, 2016). Kokler, stres kosullarinda, bu durumu ilk
algilayan bitki organidir ve su kaybimi azaltmak i¢in, stomal kapanmay1 uyarmak ve
turgoru diistirmek amaciyla toprak dstii aksanlara, kok-siirglin ksilem kanallari

araciligryla sinyal iletmektedir (Carmody et al., 2016).

Bitkiler giines enerjisini kullanarak karbondioksiti emerler ve agiga kuru madde
ile oksijen ¢ikarirlar. Abiyotik faktorler, bitki gelisimi ve iiriin verimi agisindan ¢ok
onemlidirler. Bitkiler, dogada bulunan kuraklik, tuzluluk, toksik maddeler, agir
metaller gibi stres faktorlerine maruz kalmaktadirlar. Bu durum, stres faktorlerini
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tolere edemeyen bitkilerde verim kaybiyla hatta bitkinin 6liimiiyle sonuglanabilir

(Bailey-Serres et al., 2019).
1.2.1. Stres Durumunun Algilanmasi

Hiicresel stres yanitini tetikleyen cevresel stres faktorleri, hiicrede bulunan
biyomolekiillerin fiziksel ve kimyasal yapilarinda degisiklige yol acarak hasarlara yol
acabilir (Zhang et al., 2022). Stres durumunun, biyomolekiiller tarafindan, dogrudan
algilandigin1 sdylemek zordur. Bu nedenle, su an stres sensorii olarak sayilan
molekiiller, dolayl1 yollar ile bulunmustur. Ornegin, baz1 molekiillerin fonksiyonlari
bozularak, Ca?" reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit ve fosfolipid miktarlarinda artisa
yol agmasi tespit edilerek bu molekiiller stres sensorii olarak adlandirilir (Zhang et al.,
2022).

Bitki hiicrelerinde kuraklik ve tuzluluk durumlari hiperozmotik stres olarak
adlandirilir. Arabidopsis thaliana bitkisindeki OSCAL hiperozmotik stres sensorii
olarak tanimlanmistir. OSCA1, plazma membraninda bulunur ve bu proteinin
fonksiyonunun bozulmasi, hiperozmotik stres altindaki bitkilerde, koruyucu ve kok
hiicrelerindeki Ca?* akisini azaltir, etkisiz yaprak transpirasyonuna ve yetersiz kok
gelisimine sebebiyet verir (Yuan et al., 2014). Oryza sativa ve Arabidopsis thaliana
bitkilerinde bulunan OSCA1 gen ailesi proteinlerinin yapisal analizi, hiperozmotik
stres altinda olusan diisiik turgor basinci ile lipid ¢ift tabakadaki basincin azalmasi ve

2+

OSCA iyon kanallarinin agilmasi ile Ca=*’un hiicre igerisine girmesine izin verdigini
gostermistir (Jojoa-Cruz et al., 2018; Liu et al., 2018; Maity et al., 2019). Arabidopsis
thaliana’da yapilan bir caligmada, membran gerilimi yoluyla iyon kanali olarak gorevi
bulunan MSLS8 geninde olusturulan mutasyon sonucu, bitkilere verile hiperozmotik
stres ardindan tekrar sulama yapildiginda, polen tanelerinin hayatta kalma yiizdesinin

azaldigi gozlemlenmigstir (Hamilton et al., 2015). Kisacasi ozmolaritedeki

degisiklikler, hiicre igerisine iyon girisi ile algilanarak yanit baslatilir.

Dogal sistemler, insan sagligi ve tarimsal iiretim, ¢evresel degisikliklerden
yiiksek oranda etkilenmektedir (Arunanondchai et al., 2018). Diinya niifusunun hizla
artmasi ve bununla ayni dogrultuda artan gida gereksinimi tarimsal iiretime zarar veren
hava kirliligi, toprak verimsizligi ve su kitlig1 gibi etmenlerin daha biiyiik bir sorun
olmasina neden olmaktadir (Noya et al., 2018). iklim kosullarindaki ani degisimler
biyotik ve abiyotik strese neden olarak tarimsal {iretime darbe vurmaktadir (Raza et
al., 2019). Bu gibi sorunlarin iistesinden gelebilmek i¢in 6zellikle tarimsal neme sahip
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organizmalarin mekanizmalarini anlamak ve elde edilen bu bilgiler 1518inda, degisen
cevre kosullarina adaptasyon yetenegi ve verim 6zelligi iyi bitkiler yetistirmek, endise
uyandiran bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in Onemlidir. Bitki biiyiime
diizenleyicilerinin, ¢evre kosullarina karsi bitkisel yanitlar iizerine olan etkisinden
dolay1 bu mekanizmalarin anlasilmasi ¢ok 6nem arz etmektedir (Peleg & Blumwald,
2011). ABA, abiyotik ve biyotik streslere yanitta, diger bitki biiyiime diizenleyicileri
ile de etkilesime girerek ¢cok dnemli bir role sahiptir (Ku et al., 2018). Bitki biiylime
diizenleyicilerinin stres kosullarina yanitlar da 6nemini vurgulamak adina ¢okg¢a 6rnek
mevcuttur. Ornegin, domateste bulunan SICaM1, SICaM2, SICaM3, SICaM4, SICaM5,
ve SICaM6 gibi kalsiyum reseptorlerinin kodlandigi genlerinin yaralanma veya
bitkinin Botrytis cinerea tarafindan enfekte olmasiyla uyarildigi ve bu genlerden
SICaM2’nin asir1 diizeyde ifadesinin artirilmasinin Botrytis cinerea’ya karsi direnci
arttig1 gortlmistiir (Peng et al., 2014). Ancak, bu genlerin ifadesi bitki biiyiime
diizenleyicileri olan salisilik asit ve jasmonik asit tarafindan da indiiklenebilmektedir
(Peng et al., 2014). Ya da, Kalmodulin benzeri proteinler (CML)’in kodlandigi
genlerin soguk, sicak, tuz ve kuraklik stresiyle indiiklenebilirken, ayn1 zamanda bu
genlerin ABA ile de indiiklenebildigi ve cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine
yanitta rol aldiklar1 Arabidopsis thaliana bitkisinde gosterilmistir (Magnan et al.,
2008; Munir et al., 2016). Bu gibi Orneklere bakarak bitki hormonlarmin, stres

kosullarina yanitta dnemi daha iyi anlagilmaktadir.
1.3. ABA Rolii ve Kurakhk Stresi Uzerine Etkileri

Absisik asit (ABA), plastitlerde bulunan metiletiltritol yolagi sayesinde,
karotenoid tiirevi olan izopentil difosfat (IPP)’tan sentezlenen bir izoprenoid
molekiiliidiir (Dejonghe et al.,, 2018). ABA sentezi bir dizi basamak sonucu
olugmaktadir ve her basamak 0Ozel bir enzim tarafindan gergeklestirilir. ABA
biyosentezi ilk olarak, zeaksantin’in, trans-violaksantin’e doniismesi ile baslar. Bu
reaksiyon, zeaksantin epoksidaz (ZEP) enzimi tarafindan epoksikarotenid’in ksantin’e
dontistiiriilmesidir. Ardindan, bilinmeyen bir enzim tarafindan trans-violaksantin’in
cis-izomerizasyon yoluyla violaksantin ya da cisneoksantin’e donistiiriiliir. 9-Cis-
epoksicarotenoid deoksijenaz (NCED), ksantoksin adi verilen iiriiniin iiretilecegi
reaksiyonu gergeklestirir ve ksantoksin, sitozole gider. Ksantoksin, kisa zincir alkol
dehidrogenaz (SDR) tarafindan absisik aldehit’e doniistiiriiliir. Son olarak, absisik
aldehit’in aldehit oksidaz (AAQO) tarafindan oksidasyonu sonrasi ABA olusur



(Vishwakarma et al., 2017). Olusan ABA’nin hiicrede algilanarak yanitin baglatilmasi
icin bir dizi genlerin {rlinlerinin sinyalizasyonu gereklidir. Bu sinyalizasyondan

sorumlu genler sekil 1.1°de verilmistir.

DNA

FIRAT— (B2 |— (e R >0~ ——P i b

Karotenoid Biyosentezi -

Absisik Asit

Sekil 1.1 Domates bitkisinde ABA sinyalizasyonu

ABA bitki biiylimesinde, gelismesinde ve ¢esitli cevresel streslere yanitta cok
onemli rol oynamaktadir (Zhu, 2002). Kuraklik kosullar1 altinda, ABA dolayisiyla,
stoma iletkenliginin diizenlenmesi terleme yolunun neden oldugu su kaybini azaltir
(Kim et al., 2010). Kuraklik stresi altindaki bitkilerde, ABA biyosentez genlerinin
indiiklenmesi ile ABA miktarlar1 6nemli diizeyde artmaktadir (Kim et al., 2010).
ZEP/ABA1, AAQO3, 9-cis-epocsycarotenoid dioxygenase (NCED3) ve co-factor
sulfurase (MCSU/LOS5/ABA3) gibi ABA biyosentezinden sorumlu genlerin
aktivasyonu bir takim transkripsiyon faktorleri (ABF, MYC, MYB, NAC, ERF, bZIP
ve DREB/CBF) tarafindan ABA bagimli veya ABA bagimsiz seklinde gerceklesir
(Dar etal., 2017; Verma et al., 2016).

ABA aracili stres yanit diizenlemesine 6rnek olarak verilecek bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Arabidopsis thaliana’da, pirabaktin direng (PYR) ya da ABA reseptor
diizenleyici bilesen (RCAR) gibi ABA reseptorlerinin artisi, kuraklik toleransini
artirmaktadir (Saavedra et al., 2010). Ya da, ABA-responsivness element binding
proteini (ABP9), bZIP ailesi iiyesidir ve kuraklik altinda, fotosentetik aktiviteyi
artirmaktadir (X. Zhang et al., 2008). Histon asetilasyonu, ABA aracili gen
diizenlemesiyle kurakliga adaptasyonda kritiktir (Sridha & Wu, 2006). Mithogen-
activated protein kinase (MAPK) sinyal yolaginin, ABA aracili kuraklik
diizenlemesinde kritik role sahip oldugu Arabidopsis thaliana, misir ve geltik gibi bitki
tiirlerinde gosterilmistir (Hamel et al., 2012; Muchhal & Raghothama, 1999).

Kuraklik kosullarinda ABA rolii, stomalarin kapanmasini saglayarak su
kaybin1 yavaslatma, kok hiicrelerinin uzamasini hizlandirma, su kitligina maruz kalmig
bitkinin iyilesmesi seklindedir (Daszkowska-Golec, 2016). ABA’nin kuraklik stresi
altinda, Calsium-dependent protein kinase (CPK6) genini indiikleyerek, kalsiyum

bagimli protein kinazlarin sinyalizasyonunda da rol aldig1 rapor edilmistir. CPK’lar,
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baz1 6nemli ABA iliskili transkripsiyon faktorleriyle ve ABF/AREB’ler ile etkilesim
girerek, fosforilasyon yoluyla sinyal iletmektedirler (Zhang et al., 2020).

Omeklerde  anlasilacagi  gibi, ABA, bitkilerde  kuraklik ile
iliskilendirilmektedir. ABA, gen ifadelerini, proteinleri ve enzimatik aktiviteleri
diizenleyerek, bitki hiicrelerinde dehidrasyona karsi toleransa katki saglamaktadir
(Chen et al., 2020). Kuraklik altindaki ABA miktarlarinin 6nemli diizeyde arttig
Arabidopsis, bugday, celtik, domates, soya fasulyesi, misir ve susam bitkilerinde
gosterilmistir (Dossa et al., 2020; Zhang et al., 2006). Bitkilerin kuraklik kosullarina
tamamen adapte olabilmesi icin ABA’nin kesinlikle gerekli oldugu kanitlanmistir

(Baek et al., 2016).
1.3.1. Fiziko-Kimyasal Degisiklikler Yoluyla ABA Aracih Kurakhk Yamti

Bitkiler, kuraklik stresinin olumsuz etkilerini en aza indirmek i¢in karakteristik
mekanizmalara sahiptiler (Seleiman et al., 2021). Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
bitkilerin streslere yanitlarinda sinyal rolii listlenen molekiillerdir. Kuraklik stresi
altindaki bitkiler, hayatta kalma oranlarini arttiracak bir dizi ikincil metabolit iiretir
(Sreenivasulu et al., 2012). Ornegin, antioksidan enzimler (SOD, POD, CAT, APX ve
GR) ABA yoluyla aktive edilerek, stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirevleri zararsiz
molekiillere doniistiiriiliir (Zhou et al., 2019). Bir ¢alismada, ABA’nin hidrojen
peroksit sentezini, stoma koruma hiicrelerinde, membran baglanma NADP oksidaz’1
araciliiyla aktive ettigini gostermistir. Bunun sonucunda ise, plazma membranindaki

kalsiyum kanallart aktive olarak, stoma kapanmasi gergeklesir (Gilroy et al., 1990).

Bitkiler, tibbi ve besinsel olarak esansiyel bazi birincil metabolitler
tiretmektedirler (Aharoni & Galili, 2011). Cesitli ¢evresel faktorlerle sarili olan
bitkiler, degisen ¢evre kosullarina yanit vermek i¢in bazi metabolitler tiretirler (Cramer
et al., 2011). Bitkilerdeki bu metabolitlerin fonksiyonlarinin tahmin edilebilmesi igin,
bu metabolitlerin profilleri ¢ikarilmistir (Fiers et al., 2005; Sweetlove et al., 2008).
Bitkiler iki adet karakteristik adaptasyon stratejisine sahiptirler. Bunlardan biri,
ozmolaritenin ayarlanmasi, digeri ise Ozel ikincil metabolitlerin biriktirilmesidir
(Dixon & Paiva, 1995; Krasensky & Jonak, 2012). Kuraklik stresi altindaki bitkilerde,
prolin, glisin-betain, fenolik bilesikler, emilebilir seker gibi metabolitlerin biriktirildigi
gosterilmistir. Bu metabolitler, kuraklik stresi altindaki bitkinin gerekli olan

stireclerini ilerletebilmesi icin su potansiyelinin ve hiicre turgorunun diizenlenmesi,



ozmolaritenin ayarlanmasi ve dayanikliligin artirilmasi gibi siireclerde gorev alirlar

(Krasensky & Jonak, 2012).
1.3.2. Kok Mimarisi

Kokler, bitkilerin topraga tutunmasini saglamasyila birlikte toprakta bulunan
mineral ve suyu alarak bitki gelisimini ve farklilasmay1 saglar (Hong et al., 2013).
ABA’nin kok iizerine etkileri dogrudan g¢evresel olumsuzluklar ile iligkilidir ve bu
etkiler, kok mimarisinin diizenlenmesi, kok biiylime modeli, kok biiylimesinin
siirlandirilmasi ve lateral kok gelisiminin diizenlenmesi seklindedir (Benderradji et
al., 2021; De Smet et al., 2003; Hong et al., 2013; Liang et al., 2007). ABA sentezi
acisindan mutant (aba2-1 ve aba3-1) bitkilerde yapilan bir ¢alismada, bu bitkilerin
lateral kok sayisinda artig oldugu gozlenmistir (Deak & Malamy, 2005). Daha sonra,
yer fistiginda yapilan bir calismada, ABA biyonsentezi ig¢in, lateral kok
inhibisyonunun gerekli oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Guo et al., 2012). Ancak, buna ters
gelecek sekilde, ABA duyarli (abi4) bitkilerinde lateral kok sayisinin arttigi
gozlemlenmistir (Quiroz-Figueroa et al., 2010). Buradan anlasilacag: iizere, ABA

biyosentezinden ziyade, ABA sinyalizasyonunun lateral kok gelisimini diizenledigidir.
1.3.3. Kok Salgilan

Kok salgilari, olumsuz g¢evre kosullarina yanitta 6nemli rol oynamaktadirlar
(Williams & de Vries, 2020). Bu salgilar, besleyiciler ya da %11-40 oraninda
fotosentezden tiiretilmis kimyasal ¢ekiciler olarak rol almaktadirlar (Lynch & Whipps,
1990). Kok salgilari, organik asit, seker, yag asitleri, amino asitler ve ikincil
metabolitler agisindan zenginlestirilmistirler (Baetz & Martinoia, 2014). Ancak bu
salgilarin igerikleri ve icerdikleri maddelerin miktarlar tiirler arasinda degisiklik
gosterebilmektedir (Dennis et al., 2010; lannucci et al., 2013; Rudrappa et al., 2008;
Zhalnina et al., 2018). Bitkilerde sizan bilesikler, cesitli bitki-mikrop iliskilerinin
kurulmasina aracilik eder (Naylor & Coleman-Derr, 2018). Boylece, bitkilerin ¢esitli
cevresel stres kosullar ile miicadele etmesine yardimci olurlar (Bulgarelli et al., 2013).
ABA, prolin, organik asit ve koruyucu proteinler gibi ozmolitlerin biyosentezini
saglayarak, kurakliga yanit1 diizenlemektedir (de Ollas et al.,, 2015). ABA
konsantrasyonunun, artmis fosfat sentaz aktivitesi ve karbon remobilizasyonu ile
birlikte iliskisi oldugu gosterilmistir (Yang et al., 2002). Bitki metabolitlerinin ve
ozellikle ABA’nin, kuraklik stresi altinda, koklerde arttig1 gézlemlenmistir (Gargallo-
Garriga et al., 2018).



Kok salgilart ¢esitli, kurakliga direngli bakterileri g¢ekebilmektedir. Bitki
biiylime tesvik edici Rhizobacteria, yabani tip domates bitkilerinin biiyiimesini
artirmig ve ABA acisindan mutant domates bitkisinde ise durum tam tersi olmustur
(Porcel et al., 2014). Bacillus (Karadeniz et al., 2006) ve B.megaterium (Porcel et al.,
2014) gibi bakteri tiirleri, endojen ABA sayesinde, bitki kokleri ile etkilesim kurmakta
ve bitki biiylime diizenlemesine etki etmektedir (Kai et al., 2008; Nakayama et al.,
1999). B.subtilis, kuraklik toleransini artirdigi bilinen faydali bir bakteridir. Bu
bakteriyi ¢eken, misir organik salgilarinin, kuraklik stresi altinda arttig1 bildirilmistir
(Gagné-Bourque et al., 2016). Yani ABA, koklerde farkli organizmalarla mutualist

iligkiler kurulmasi tizerinde de etkilidir.

Kisacasi, ABA’nin kuraklik stresinde bitki iizerine olumlu etkileri mevcuttur.
Ancak, kisa vadede veya ABA miktarinin az bir oranda artmasi sonucunda lateral kok
miktarinda artis beklenmesine ragmen, ABA miktarinin yiiksek oranda artmasi veya

kuraklik kosullarinin uzun stirmesinde, lateral kok miktarinda azalma beklenmektedir.
1.3.4. ABA Aracih Kurakhik Yamtinin Molekiiler Diizenlenmesi

ABA, kuraklik stresi altindaki bitkilerde, fizyolojik ve molekiiler mekanizmalar1
diizenlemektedir. Ornegin, protein kinazlar, kuraklik stresi altinda, ABA
sinyalizasyonunun, metabolizmasinin ve tasinmasinin pozitif diizenleyicileridir
(Fujita et al., 2009). Ayrica, ABA responsive G receptor protein (GCR2), bitkiyi
cimlenmeye kars1 duyarsizlagtirmis ve ABA ile uyarilabilen genlerin ifadelerini
etkilemistir (Liu et al., 2007). Ustelik, ABA nin flowering time control protein (FCA)
ve magnesium chelatase’in alt {initesi ile etkilesime girdigi kanitlanmistir (Hirayama
& Shinozaki, 2007). Bitkiler, membran iizerinde bulunan sensorler sayesinde kurakligi
algilarlar. Ornegin, ABA biyosentezinden sorumlu NCED1, NCED3, ABA2, AAO3
ve tasiyict AtABCG25 ve AtABCGA40 proteinleri plazma membraninda lokalize
olmaktadirlar. Bu durum, bitkilerin, degisen cevre kosullarim1 algilamada ve bu
kosullara yanit olusturmada karmagik mekanizmalara sahip olduklarini gostermektedir
(Kuromori et al., 2018). Nitrate carrier proteininde, ABA’nin hiicre igerisine
alinmasinda diizenleyici oldugu bilinmektedir. Yani, bu proteinin de ABA’nin
tasimasinda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (Merilo et al., 2015). Kok sistemlerinde
bulunan genlerin, kuraklik stresi altinda, 3 farkli zaman (1 saat, 3 saat ve 7 saat)
araligindaki yanitlarini inceleyen bir caligmada, 12 genin ifadelerinin tiim zaman

araliklarinda arttigin1 ve bu genlerin MAPK sinyal yolaginda, metabolik siireglerde ve
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ABA gibi hormonlarin sinyal iletiminde rol aldiklar1 gériilmiistiir (A. Zhang et al.,
2021). ABA kontrolii altindaki baz1 transkripsiyon aktivatorlerinin, kurakliga tolerans
saglayan genleri aktive ettigi gdzlemlenmistir. Ornegin, ABA responsive transcription
factor (OsBZIP72)’nin, promotorlerine baglanarak aktive ettigi OSSWEET13 ve
OsSSWEET15 genlerine ait iirlinlerinin, kuraklik stresi altindaki celtik bitkisinde,

stikroz tasinmasi ve par¢alanmasini diizenledigi gézlemlenmistir (Mathan et al., 2021).

Tablo 1.1 ABA sinyal yolagini etkileyerek kurakliga toleransi artiran bazi genler veya tastyici proteinler

Tiir Gen/Tasiyicl Fonksiyon Kaynak
Agrostis grass ~ VUNCED1 Biyokiitle'nin 3-4 kat artmas gﬁg‘g’)ath et al,
Stoma kapanmasi ve su
AtABCG17-18 kullanimi etkinliginin (. Zhang et al,
2021)
artirtlmasi
AtPDR12/ABCG40 ABA alim tastyicisi géig? et al,
AITLNRTL.2 ABA ahc%sh stoma acikligi (Kanno et al,
icin dnemli 2012)
ABA ve kuraklik yanmit (Huque et al,
AtBBD1 genlerinin ifadesinin artmasi 2021)
Aral_t)ldOpSIS AtSAUR3?2 Kurak.hk ve ABA altinda (He et al., 2021)
thaliana ifadesi artt1
AtbHLH68 Kuraklik altinda lateral kok (Le Hir et al.,
uzamasi 2017)
CYP707A1 ve
AtHDAS ve ABI4 CYP707AZmin - kuraklik g o0 ot al., 2020)
altindaki ifadesinin
diizenlenmesi
Kurakliga tolerans ve ABA (Zhang et al,
AIDTX/MATE akisini kolaylagtirmak 2014)
Brachypodium . (Kuromori et al.,
distachyon BJABCG25 Hiicre iginde ABA taginmasi 2021)
. Kuraklik kosullarinda ifadesi (Wang et al,,
Brassica napus BnFTA artty 2009)
. ABA  sinyalizasyonu  ve
Glycine max GmCIPK2 wuraklik toleranst (Xu et al., 2021)
Nicotiana . (Y. Zhang et al.,
tabacum SgNCED1 ABA birikiminin artmasi 2008)
ABA igeriginin ve kuraklik (Zhang et al,
Oshox22 toleransinin artmasi 2012)
Oryza sativa OshZIP46CA1 Kuraklik direncinin artmasi (Tang etal., 2012)
OsPM1 ABA alas tasiyiest, kurakliga o0 o1 51 2018)
yanit igin 6nemli
ABA ve prolin miktarlarinda
Petunia LeNCED1 artis, kuraklik direnci icin (Covrada-Melo et
N . al., 2015)
onemli
Setaria italica g:ﬁE[E)% in - hedefi ABA bagimli sinyal yolagi (Lietal., 2014)
SIGRAS42s ABA sinyalizasyonu (Liu et al., 2021)
Solanum Tohum c¢imlenmesi ve temel (Gonzalez-
lycopersicum  PYR/PYL/RCAR um g v Guzman et al,
ABA sinyalizasyonu 2012)
Triticum HVAL Su  eksikliginde  biiyiime (Sivamani et al.,
aestivum karakteristiginin artmasi 2000)
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Vlgnc'fl VUABCG25 K.urak.hk stresi altinda ABA (YUASA et al.,
unguiculata sinyalizasyonuna katilir 2021)
Vitis vinifera WINCED1, WIiNCED2 Bitki igerisinde bulunan su (Soar et al., 2006;

durumuna bagh olarak ABA Speirs et al,

sentezi 2013)
Xanthoceras XsSWRKY20 ABA sinyalizasyon yolagi (Xiong et al,
sorbifolium tizerinden kurakliga yanit 2020)
Zea mays ZmXericol-2 Su  kullanim  etkinliginin (Brugi¢re et al.,

artmasi ve kuraklik 2017)
kosullarinda verimlilik

1.3.5. ABA Bagimh Translasyonel ve Post-Translasyonel Modifikasyonlar

Kuraklik stresi altindaki bitkinin, alternatif kesim ya da RNA aracili gen ifadesi
baskilama gibi post-transkripsiyonel ve protein aktivitesinin diizenlenmesi, hiicresel
lokalizasyon ve protein yart Omrii gibi post-translasyonel modifikasyonlar énemli
dlciide ABA’ya bagimhidir (Muhammad Aslam et al., 2022). Ornegin, ABA-
responsive basic leucine zipper (bZIP) transkripsiyon faktorii ABIS 6zellikle kuraklik
olmak lizere ¢esitli stres kosullarinda caligilmistir. ABIS, bazi ABA bagimli reseptor
ve kinazlar1 aktive ederek veya baskilayarak, bitkinin kuraklik kosullarina
adaptasyonunu stimiile etmektedir (Qian et al., 2019). Ancak, bZIP ailesinin bazi
tiyelerinin kuraklik kosullar1 altindaki bitkinin bu kosullara uyumunda gerekli
olmadig gesitli organizmalarda gosterilmistir (Casaretto & Ho, 2003; Casaretto & Ho,
2005; T. C. C. Kerr et al., 2018; Wang et al., 2021; Zou et al., 2008).

1.3.6. Hormonlar Aras: Iliski

Bitkilerdeki hormonlar ¢ogunlukla vaskiiler ve koruyucu hiicreler tarafindan
salgilanarak, belli mesafedeki hedef bolgelere gonderilirler. Bitki stres kosullarina
maruz kaldig1 zaman ABA sinyalizasyon yolag: hizli sekilde aktive olmaktadir. Buna
karsilik olarak, ABA yanitindan sorumlu transkripsiyon faktorleri ve ABA yanit
genleri aktive olur (Sirko et al., 2021). ABA, bitki’nin kuraklik gibi abiyotik stres
faktorleri altinda dayanabilmesini saglayabilmek admna, diger bitki biiylime
diizenleyicileri (oksin, sitokinin, jasmonik asit, giberellik asit, etilen, salisilik asit) ile
etkilesime girmektedir. ABA birikimi hiicresel turgorun diismesiyle olur (de Ollas &
Dodd, 2016). ABA birikimi bitki dokularinda bulunan su miktarma bagli olmasina

ragmen, bu birikimin altindaki molekiiler mekanizma hala ¢ok net degildir.

Absisik asit, ABA ile iliskili transkripsiyon faktorleri araciligiyla diger bitki
hormonlarinin iiretimini ve sinyalizasyonunu diizenleyerek, bitki’nin kuraklik ile basa

cikabilmesini saglamaktadir. Ornegin, ABA ile iliskili bazi transkripsiyon
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faktorlerinin (NCED, MYB, DREB) sitokinin homeostazisi yolagina dahil oldugu
bilinmektedir (Liao et al., 2017). Ornegin, MsSDREB6.2 nin yiiksek diizeyde ifadesinin
artirtlmasi, MdCKX4a’nin ifadesinin de artmasina neden olmus ve bdylece endojen
sitokinin miktar1 azalmistir ve sonug olarak kuraklik toleransi artmistir (Guo & Gan,
2011). Bir baska ornekte ise, SNnRK2 geninin, sitokinin sinyalizasyonunda negatif
regiilator olan type-A ARRS5 geni ile etkilesime girerek, ABA aracili kuraklik
toleransini diizenledigi Arabidopsis thaliana bitkisinde gosterilmistir (Huang et al.,
2018). ABA ile etilen arasindaki iliskiye bakacak olursak, ERF1’in (ethylene response
factor 1) yiiksek diizeyde ifadesinin artirilmasi ABA birikimini artirmis ve kuraklik
tolerans1 saglamistir (Sharma et al.,, 2011). ERF1, LEA4-5’in ifadesini artirarak
kuraklik toleransini saglamaktadir (Miiller & Munné-Bosch, 2015). Oksin ile ABA
iligkisine bakacak olursak, ABA’nin oksin biyosentezini inhibe ettigi bilinmektedir.
Ancak, kuraklik stresi altindaki ABA birikiminin, oksinin kok uclarina taginmasini
diizenledigi bilinmektedir (Lu et al., 2019). Baz1 arastirmacilar, koklerde ABA yaniti
i¢in oksin ve etilenin gerekli oldugunu savunmaktadir (Thole et al., 2014). Eksojen
jasmonik asit uygulamasinin, yapraklarda bulunan ABA miktarlarin1 artirdigi ve
jasmonik asit eksikliginin ise ABA seviyelerinde azalmaya neden oldugu
bilinmektedir (Bandurska et al., 2003; de Ollas et al., 2013). Bir ¢alismada ise, stresin
ilk asamalarinda, bitkide azalan su miktar1 ile ABA seviyelerinin arttig1 ve ayn
zamanda jasmonik asit birikiminin oldugu gozlemlenmistir (Puertolas et al., 2013).
ABA ile salisilik asit arasindaki iliskiye bakacak olursak, abiyotik stres altinda, ROS
ve inotisol fosfatin arttigi ve aymi zamanda ABA seviyelerinin de arttigi
gozlemlenmistir (Leshem et al., 2007). ABA ve salisilik asit arasindaki iliski ise, stoma
acikligini, ozmolaritenin ayarlanmasini ve yaprak yaslanmasini diizenlemektedir

(Gazzarrini & McCourt, 2003).

Yani, abiyotik stres faktorleriyle miicadele edebilmek i¢in bitki biiylime
diizenleyicilerinin birbirleri ile iliskilerinin iyi arastirilmasi ve bu iliskilerin anahtar

diizenleyicilerinin aydinlatilmas: gerekmektedir.
1.4. Sitokinin

Sitokininler, ¢esitli molekiiler yapilardaki fitohormonlardir (Kieber & Schaller,
2014). 1950°li yillarda, otoklavlanmis ringa sperm DNA’smin biiyliime diizenleyici
etkisini arastirirken kesfedilmistir (Miller et al., 1955). Sitokinin, isopentil transferaz

ve LOG enzimleri tarafindan sentezlenmektedir. Ancak, olusan irlinlerin
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birlestirilmesi sitokinin oksidaz (CKX) enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Sentezin
ardindan sitokinin sinyalizasyonu baglamaktadir. AHK2-4 (Arabidopsis Histidine
Kinase 2-4) reseptorleri tarafindan algilanir ve fosforilasyon ile sinyal iletimi baglar.
Bu reseptorler, AHP’lere sinyali iletir. AHP’lerin aldiklar1 sinyali, type B-ARR
transkripsiyon faktorlerine iletmesi ve bu transkripsiyon faktorlerinin type A-ARR
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu saglamasinin ardindan, bitkide, sitokinin
yanit1 baslar (Kang et al., 2017; Kieber & Schaller, 2014, 2018; Romanov et al., 2018;
Wybouw & De Rybel, 2019).

DNA

———Do—w CREI ILPO—*T P e s

Sitokinin

Sekil 1.2 Domates bitkisinde sitokinin sinyalizasyonundan sorumlu genler

Sekil 1.2°’de goriildiigii tizere, domates hiicresinde sitokinin biyosentezi
tamamlandigr zaman, hiicre membraninda bulunan CRE1 proteini tarafindan
algilanarak, fosforilasyon yoluyla AHP proteinlerine sinyal iletilir. AHP proteinleri
cekirdek igerisine girerek, yine fosforilasyon yoluyla sinyali type B-ARR’lere iletir.
Type B-ARR’ler ise, type A-ARR’lerin aktivasyonunu saglar. Bu ARR’ler, sitokinin
yanit genlerinin aktivasyonunu saglar ve bunun sonucunda hiicre boliinmesi ve siirgiin

olusumu uyartlir.
1.4.1. Siirgiin Olusumu

Sitokinin ve oksin birliginin bitki biiylimesi iizerine ¢ok Onemli etkileri
olmaktadir (Schaller et al., 2015; Skoog, 1957). Yiiksek seviyelerdeki oksin ve
sitokinin oralarinda biiyttiilen bitki dokulari, geriye dogru farklilasarak, organize
olmamis kallus formuna geri donmektedirler. Bu farklilagmamais kallus hiicrelerinin,
yiiksek oranda sitokinin iceren ortamlara koyulmasi, silirgiin olusumu ile
sonuglanmaktadir (Skoog, 1957). Sitokininin, apikal meristem gelisimi i¢in hayati
oneme sahip oldugu ve kallus hiicrelerinden siirgiin olusumunu baglatabildigi
bilinmektedir (Patton & Meinke, 1988; Skoog, 1957). Hatta belirli kosullarda, lateral
kokleri bile siirgiin apikal meristemlerine (SAM) farklilagtirabilmektedir (Chatfield et
al., 2013; Rosspopoff et al., 2017). Hatta, dogrudan organogenesis metodunda
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kullanilan sitokinin miktarmin azliginin, kiiciik SAM olusumuyla sonuglanmasi da bu
bilgiyi desteklemektedir (Ishida et al., 2008; Tokunaga et al., 2012; Werner et al.,
2003). Sitokininin, Wushal (WUS) geni igin de pozitif bir diizenleyici oldugu
gosterilmistir (Gordon et al., 2007). Son goézlemler, sitokinin sinyalizasyonunda
sorumlu type-B ARR’lerin, WUS geninin promotoriine baglandigini ve ifadesini
diizenledigini gostermektedir (Meng et al., 2017; Wang et al., 2017; Xie et al., 2018;
Zhang et al., 2017; Zubo et al., 2017). WUS, SAM’lerin merkezindeki organizasyonda
ifade olmaktadir ve stem hiicre nislerinin bakimi i¢in énemlidir (Wang et al., 2017).
WUS ve sitokinin sinyalizasyonu siirgiin olusumu igin gereklidir. wus ve arr1/10/12
mutant  bitkilerinde siirglin olusmadig1 gozlemlenmis olmast bu bilgiyi
desteklemektedir (Meng et al., 2017; Zhang et al., 2017). Ayrica, WUS geninin yanlis
dokularda ifadesi de, koklerde SAM olusumuna neden olmustur (Gallois et al., 2004;
Negin et al., 2017). Yani, sitokinin ve sinyalizasyonu siirgiin olusumu ag¢isindan ¢ok

Oonemlidir.
1.4.2. Cicek Gelisimi

Sitokininin ¢i¢ek olusumu asamalarinda da rol oynamaktadir. Ornegin, ARR1 ve
ARR10 genlerinin fonksiyonlarinin bozulmasi, kallus formasyonundaki hiicrelerden
karpel olusumunu azaltmigtir (Rong et al., 2018). Karpel tanimlama geni olarak bilinen
AGAMOUS (AG) geninin promotor bolgesinde, type-B ARR’lerin baglanabilecegi
bolgeler yer almaktadir (Rong et al., 2018). arrl-10-12 mutant bitkilerde az sayida
oviil olugmasi da sitokininin ¢i¢ek olusumu lizerine etkisini gostermektedir (Reyes-
Olalde et al., 2017). Sitokininin jinekyum gelisimi {izerine olan etkileri daha 6nceden
Actinidia’da gosterilmistir. Bu tiirde, SHY GIRL olarak adlandirilan ve sitokinin
sinyalizasyonunda negatif rol oynayan type-C ARR’yi geni bulunmaktadir ve bu genin
varligi, erkek organlara zarar vermeden disi organlart 6ldiirmektedir. Bunun

sonucunda ise, dikotil bitki olusur (Akagi et al., 2018).

Sitokinin ile iligkili genler (ARR ve AHP gibi) agisindan mutant bitkilerde genel
olarak disi gametofitler 6lmektedirler (Leibfried et al., 2005; Liu et al., 2017; Yuan et
al., 2016). CKIl geni, sitokinin yoklugundaki sitokinin yanitin1 diizenleyen bir histidin
kinaz’1 kodlamaktadir (Hwang & Sheen, 2001). Bu gen agisindan mutant bitkilerde
hiicre 6zellesme sorunlar1 olusmustur (Yuan et al., 2016). Arabidopsis thaliana’nin
AHP2-3 ve 5 genleri, CKI’nin iiriiniiniin sinyal ilettigi proteinleri kodlamaktadirlar ve
bu yolak hiicre 6zellesmesini kontrol etmektedir (Liu et al., 2017). CKI1 geninin
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yiiksek diizeyde ifade ettirilmesi ise, iki bilesenli sistem’de yer alan genlerin anormal
bolgelerde ifade olmasina sebebiyet vermistir. Bu durum ise, yumurta hiicrelerinin,
merkezi hiicrel seklinde Ozellesmesine sebebiyet vermistir. Bunun sonucunda,
fertilizasyon sirasinda, spermler ile yanlis farklilasmis yumurta hiicrelerinin
kaynasmasit nedeniyle embriyo olusamamustir (Yuan et al., 2016). Buradan
anlasilacagi gibi, sitokinin ile iligkili genler lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda,
disi gametofit gelisimi etkilenmistir. Yani, sitokininin bu gelisim sirasinda da etkisi

oldugu soylenebilir.
1.4.3. Kok Gelisimi

Arabidopsis thaliana’nin kokleri, vaskiiler dokularda, iki tane floem ile sarilmig
ksilem ve arada prokambiyum hiicreler ile bilateral simetri gostermektedir. Bu
diizenlenmis yapilarda, ksilem icerisinden oksin akisi olurken floem’lee icerisinden
ise sitokinin akisi olmaktadir. Damarlarda olusan bu bilateral karakterin nedeni ise,
oksin ve sitokinin etkilesimidir (Mahonen et al.). Ek olarak, prokambiyal hiicrelerdeki
sitokinin sinyalizasyonu, PIN proteininin ifadesini ve lokalizasyonunu diizenleyerek,
oksin yolagimi etkilemektedir (Bishopp et al., 2011). Matematiksel modelleme ile bu
etkilesimin bilateral simetri elde etmek igin yeterli oldugu gosterilmistir (De Rybel et
al., 2014, el-Showk et al., 2015; Mellor et al., 2017; Muraro et al., 2013). Sitokinin’in,
PIN proteinin lokalizasyonunu degistirerek ve bdylece oksin birikimini kisitlayarak,
lateral kok gelisiminin baglamasina olumsuz etkisi oldugu bilinmektedir (Laplaze et

al., 2007; Moreira et al., 2013).

Sitokinin, koklerin boyuna uzamasini da kontrol etmektedir (Wybouw & De
Rybel, 2019). Sitokinin, kok meristemlerine taginan oksin miktarini negatif yonde
etkileyerek, kok meristem ucu boyutunu diizenleyebilmektedir. Sitokinin, ARR1 ve
ARR12 iizerinden, SHY2/IAA3 genlerini indiikleyerek, oksin aktivitesini
baskilayabilmektedir. SHY2/IAA3, PIN proteinlerini negatif sekilde regiile ederek,
oksinin yeniden dagilimina neden olmaktadir (loio et al., 2008; Moubayidin et al.,
2010; Tian et al., 2002). Oksin, SHY2/IAA3’{in degredasyonuna neden olarak, oksin
sinyalizasyonunu baslatmaktadir (loio et al., 2008). Buradan, sitokininin oksin ile
etkilesiminin sonucu olarak, kok meristemi boyutlarina da etkisi oldugu

anlasilmaktadir.
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ﬁ()kinin Sinyalizasyonu OKksin Sinyalizasym
Oksin

CRE1 1
AUX1
 / 4
AHP TIR1

1 SHY2/IAA3
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ARR12

PIN Proteinleri
/
Oksin yamit1 ve kok gelisimi

Sekil 1.3 Sitokinin-oksin etkilesiminin kok gelisimi {izerine etkisi

Bitkiler ve topraktan azotu fikse eden bakterilerin mutual iligkisi sonucu,
koklerde olusan yapiya kok nodiilleri adi1 verilmektedir. Bu birlikteligin kurulmasiyla
sitokinin arasinda 6nemli bir bag bulunmaktadir (Wybouw & De Rybel, 2019).
Medicago truncatula ve Lotus japonica bitkilerinin, azotu fikse eden bakterilerle
inokiilasyonu sonucu, bakteriyle etkilesime girmis koklerde, sitokinin biyosentezi ve
sinyalizasyonunun arttig1 gériilmiistiir (Chen et al., 2014; Lohar et al., 2004; van Zeijl
et al., 2015). Lotus japonica’nin, sitokinin sinyalizasyonu ile iliskili (histidine kinase)
genlerinin susturulmasimin ardindan, bitkiler Mesorhizobium loti ile inokiile edilmis
ve inokiilasyon basarili olmus ancak nodiil olusumu goriilmemistir (Held et al., 2014).
Burdan anlasilmas1 gereken, sitokininin bakterinin bitkiyle temasini artirmada degil,
nodiil olusumu tizerinde etkisi oldugudur. Hatta, baz1 nodiilasyon faktorleri, sitokinin

yolaginin ilerisinde yer almaktadir (Ariel et al., 2012).
1.4.4. Sitokinin ve Abiyotik stres iliskisi

Abiyotik stres kosullarina yanitta bitki biiyiime diizenleyicilerinin birbirleri
arasindaki iliski 6nemlidir. Ciinkdi, bu biiyiime diizenleyicileri birbirleri ile ayn1 yonlii
veya ters yonlii iligskiler gostererek, bazi stres kosullarina karst bitki yanitini
diizenlemektedirler. Bir bitki biiylime diizenleyicisi olan sitokinin de bu noktada diger

biiylime diizenleyicileri ile etkilesim gdstererek, stres kosullarina yanitta énemli role

16



sahiptir. Ornegin protein D1, foto sistem II’nin merkezinde bulunan bir reaksiyonun
pargasidir ve 151k stresi dogrudan bu proteine hasar vermektedir (Edelman & Mattoo,
2008). Sitokinin seviyeleri azalmis bitkilerde 1s1k hasarina kars1 korumada azalma ve
azalan D1 proteini nedeniyle 1s1k kaynakli inhibisyonun arttig1 gortilmistiir (Cortleven
et al.,, 2014). Ayrica, sitokinin ag¢isindan mutant bitkilerde, 151k stresi kaynakli
inhibisyonun diizelmesinin azaldig1 goriilmustiir. Dahasi, sitokinin eksikligi bazi
bitkilerde antioksidan kapasitenin azalmasina da neden olmustur. Kisacast, 151k stresi

altinda, sitokinin varligi 6nemlidir (Cortleven et al., 2014).

6 A d D1 Proteinin Yapisinin Bozulmasi
S
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V
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Sekil 1.4 Yiiksek 1s1k stresi, sitokinin sinyalizasyonu ve fotosistem II arasindaki etkilesim

LTWEL, ujuiu)ead 1q

Yiiksek Isik Stresi

Sitokinin ile soguk stresi arasindaki iligki tam net olmamakla beraber, soguk
stresi altinda bitkilerde sitokinin sinyalizasyonu ve sitokinin miktarinin azaldigi
bilinmektedir. Bu durum ise, soguk stresi altindaki bitkilerin gelisiminin
yavaslamasin1 agiklamaktadir (Maruyama et al., 2014). Ancak, Arabidopsis
thaliana’da yapilan bir ¢aligmada, disaridan sitokinin uygulamasi donmayan karsi
tolerans1 arttirmistir (Jeon et al., 2010). Bir diger taraftan ise, Arabidopsis CK
reseptorleri (ahk2, ahk3, crel) bakimindan mutant bitkiler donmaya kars1 tolerans
gostermistir. Buradan yola ¢ikarak anlasilan, soguk stresinin bu reseptorleri,

sitokininden bagimsiz olarak aktive ettigidir (Jeon et al., 2010).
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Sicaklik stresi ile sitokinin iliskisinde ise, sicaklik stresi reaktif oksijen
tiirlerinin tiretilmesine neden olarak, hiicre igerisindeki proteinlerin yapisini bozmakta
ve negatif olarak fotosentetik kapasiteyi etkilemektedir. Sicaklik soku proteinleri,
sicaklik stresi altindaki bitkilerde, proteinlerin yapisinin korunmasini saglayan
saperonlardir (Mittler et al., 2012). Sicaklik stresi, bitkilerde sitokinin miktarinin
azalmasina neden olmaktadir (Hare et al., 1997). Sitokinin uygulanmasi ise, sicaklik
toleransini arttirmaktadir. Ornegin, sitokinin miktar1 arttirilmis bitkilerde, sicaklik
stresinin, kloroplast gelisimi ve fotosentez iizerine olan inhibe edici etkisinde azalma
goriilmistiir (Caers et al., 1985; Liu & Huang, 2002). Ayrica, sitokinin miktarinin
artirllmasi, daha yiiksek antioksidan aktivitenin olusmasiyla da sonuglanmistir

(Harding & Smigocki, 1994; Veerasamy et al., 2007; Xu et al., 2010; Xu et al., 2009).

Su kiathigr ile miicadele etmek ve bu gibi kosullara dayanikli bitki gelistirmek,
bitkiler i¢in hayati dneme sahiptir. Su kullaniminin optimize edilmesi i¢in kok
gelisiminin veya terlemeyi onlemek i¢in stoma agikliginin ve hiicre membraninin
diizenlenmesi gibi gesitli ¢esitli mekanizmalar mevcuttur (Feng et al., 2016; Zhu,
2016). Kuraklik stresine yanit gogunlukla ABA ile iliskilidir. ABA, kuraklik altinda
birikerek, PYRI, PYL ve RCAR gibi reseptorlere baglanir. ABA-PYR/PYL
kompleksi, protein fosfataz 2C’y1 (PP2C) inhibe etmektedir. PPC iki ise aktif halde
olmasi durumunda, SnRK?2’den fosfat gurubu kopararak, inaktif hale getirmektedir.
SnRK2’nin aktif olmas1 durumunda, bu protein AREB ya da ABD gibi ABA yanit
elementlerini fosforilasyon yoluyla uyarmaktadir. Bunun sonucunda da, kuraklik yanit
genleri uyarilmaktadir (Joshi et al., 2016; Miyakawa et al., 2013). Kurakliga bir diger
yanit ise, ABA’dan bagimsiz sekilde gerceklesir ve biiylime diizenleyicisi faktor 7’yi
(GRF7) barindirmaktadir (Kim et al., 2012; Liu et al., 1998). Kuraklik, genellikle,
sitokinin miktarinin azalmasina neden olmaktadir (Ghanem et al., 2008; Nishiyama et
al., 2011; Todaka et al., 2017). Sitokinin yanit genlerinin ifadelerinin artirilmasi,
kurakliga kars1 toleransin azalmasi ile sonuglanmistir (Nguyen et al., 2016; Nishiyama
etal., 2011; Nishiyamaetal., 2013; Tran et al., 2007). Sitokinin miktarlarinin azalmasi
genelde iki sonucu dogurmaktadir. Bunlardan biri, ABA’ya kars1 hassasiyetin artmasi
digeri ise, siirglin olusumunun azalmasidir (Riefler et al., 2006; Tran et al., 2007;
Werner et al., 2003).
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Sekil 1.5 ABA ve Sitokinin iliskisinin kuraklik stresi iizerine etkileri (Kirmizi renkli ok negatif
regiilasyon, yesil renkli ok pozitif regiilasyonu temsil etmektedir)

Bitkilerde tuz stresine maruz kaldiklarinda su kaybi yasamaktadirlar. Bunun
nedeni, tuzlu topraklarda ozmolaritenin yiiksek olmasi sonucu, koklerin toprakta
bulunan suyu alamamasi ve reaktif oksijen tiirlerinin ¢okga tiretilmesidir (Mahajan &
Tuteja, 2005; Munns, 2002). Bitkiler, kuraklik stresinde oldugu gibi, tuz stresine de
benzer yanit mekanizmalari ile yanit vermektedir. Bunlara 6rnek verilecek olursa, su
kaybini azaltmak amaciyla, stomalarin kapanmasi, bliylimenin yavaglatilmasi veya
iyon stresine karsi korumanin gelistirilmesi soylenebilir (Munns & Tester, 2008). Tuz
stresine yanit, 6zellikle ABA olacak sekilde bitki biiylime diizenleyicileri tarafindan
diizenlenmektedir ve ABA’nin bu strese karsi rolii pozitiftir (Zhu, 2002). Genelde
sitokinin, tuz stresine kars1 negatif etki gostermektedir. Ornegin, sitokinin acisindan
mutant bitkiler, mutant olmayan bitkilere kiyasla tuz stresini daha fazla tolere
edebilmislerdir (Nishiyama et al., 2011). Ayrica, Arabidopsis thaliana bitkisinde,
IPT8 geninin ifadesinin arttirilmasi, bu bitkilerin tuzlu kosullara adaptasyon
yetenegini azaltmis ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini artirmistir (Wang et al.,
2015). Buna karsin, domates bitkisinde, kuraklik stresi altinda, sitokinin degredasyon
inhibitorii (INCYDE) uygulanmig, bunun sonucunda fotosentetik kisim korunmus ve

cicek olusumu artmistir (Aremu et al., 2014). Sitokininin, tuz stresi altindaki olumsuz

19



etkisi, tuza kars1 hassas ¢eltik ¢esidinde de gosterilmistir. OSCKX2 geninin ifadesi
baskilanmis ve sonug¢ olarak sitokinin seviyeleri artmistir. Bunun sonucunda ise,
tohum verimi artmis ve tuz stresi altindaki verim diisiisii azalmistir (Ashikari et al.,

2005; Joshi et al., 2018).

Toprakta besin eksikligi strese yol agmakta ve bu durum, Sitokininin de dahil
oldugu cesitli yanit mekanizmalarini uyarmaktadir (Pavlu et al., 2018). Toprakta besin
bulunmas: kok sistem mimarisini etkilemekte ve sitokinin, kok sistem mimarisinin,
toprakta bulunan besinlere yanitin1 diizenlemektedir (Koevoets et al., 2016). Hem
sitokinin hem de sinyalizasyonu kok sistem mimarisini diizenlenmesine dahil
olmaktadir (Bielach et al., 2012; Chang et al., 2013, 2015). Sitokinin, gesitli tagiyici
genlerin ifadesini (Brenner et al., 2005; Werner et al., 2010) ve hiicreler aras1 gegisi
diizenler (Andersen et al., 2018). Bu sayede, besinlerin alinmasini saglar. Arabidopsis
bitkisinin fosfat eksikliginde ki yanitinin incelendigi bir ¢alismada, bu eksikligin
durumunda sitokinin sinyalizasyonunun ¢ok gerekli oldugu ortaya koyulmustur
(Franco-Zorrilla et al., 2002). Sitokininin kikiirt alimini, kiikiirt tasiyict genlerinin
ifadesini diisiirerek negatif regiile ettigi gosterilmistir (Maruyama-Nakashita et al.,
2004). Benzer sekilde, demir alimini saglayan genleri de baskilayarak, demir dengesini
de bozmaktadir (Séguéla et al., 2008). Ayrica, sodyum tasiyici gen olan HKT1’in
ifadesini diizenleyerek, sodyum birikiminde rol oynamaktadir (Mason et al., 2010).
Sitokinin, arsenik stresine adaptasyonda da 6nemli bir diizenleyicidir (Mohan et al.,
2016). Sitokinin miktar1 azaltmis Arabidopsis bitkileri, mutant olmayan bitkilere
kiyasla, arsenik stresini daha fazla tolere edebilmislerdir (Mohan et al., 2016). Buna
karsin, bir diger toprak kontaminasyon kaynagi olan selenyuma karsi ise, yiiksek

sitokinin seviyelerinin tolerans sagladigi gosterilmistir (Lehotai et al., 2012).

Sonug olarak, sitokinin biyosentez ve sinyalizasyonu cesitli abiyotik stres

durumlari altinda, bitkinin yanit mekanizmalarini diizenlemektedir.
1.5. Genom Diizenleme

Son 30 yilda, genom diizenleme agisindan dnemli yaklagimlar gelistirilmistir
(Bortesi & Fischer, 2015; Puchta & Fauser, 2014). CRISPR/Cas9 teknolojisi
gelistirilmeden 6nce, genom diizenleme ¢alismalari, ¢inko parmak niikleazlar1 (ZEN)
ya da transkripsiyon aktivatorii benzeri etkileyici niikleazlar (TALEN) gibi, bolgeye
uygun niikleazlar araciligiyla gerceklestiriliyordu (B. Zhang et al., 2016). Cift zincir
kiriklarini olusturmak i¢in kullanilan iki tip sistem vardir. Bunlardan birincisi, 6zel bir
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bolgeyi hedefleyebilmek i¢in DNA-protein etkilesimininden yaralanilinan
meganiikleazlart (ZFN ve TALEN) kullanmaktadir (Normile, 2017; Wolfs et al.,
2016). ikincisi ise kendi i¢inde ikiye béliinen sistemdir. Bu iki alt gruptan biri, RNA
rehberligini kullanan CRISPR/Cas9 sistemi (Blasco et al., 2014; Jiang et al., 2016),
digeri ise, peptid niikleik asitleri (PNA), DNA temelli rehber sistemi (SGN) ve {i¢li
yapi olusturan oligoniikleotidleri (TFO) kullanan diger gruptur (Delacote et al., 2013;
Guha & Edgell, 2017; Qiu et al., 2004).

Onceden yapilandirilmis CRISPR/Cas9 riboniikleoprotein (RNP), konakg1
hiicrelerde yiiksek gen ifadesine ihtiyag duyulmadan veya kodon optimizasyonuna
gerek olmadan genom diizenlemeyi saglamaktadir. RNP’lerin, protoplast hiicrelerine
dogrudan transferi, yabancti DNA olmaksizin genom diizenlemeye olanak
saglamaktadir (Malnoy et al., 2016). Cas9 RNP’leri, transfeksiyonun ardindan, kisa
bir siirede DNA’da kirik olusmasina neden olur ve hiicre tarafindan degrede edilir
(Kim et al., 2014; Yu et al., 2021). Bu sayede, CRISPR/Cas9 sisteminin olumsuz
sayilan yonlerinden biri olan, hedef olmayan boélgelerde de kirik olusturma ihtimalini
azaltmis olur. Hedef olmayan bdlgelerde kirik olusmasinin nedeni, bu bélgelerin hedef
alinan bolge ile olan benzerligidir. Bazen, Cas9-gRNA kompleksi, gRNA ile tam
eslesmemesine ragmen, DNA iizerinde bulunan bu bolgelere baglanabilmektedir. Bu
olumsuz durumun gerceklesme ihtimalini azaltmak i¢in ¢evrimig¢i tahmin araglar
mevcuttur. Bunlara 6rnek verecek olursak, Burrows-Wheeler Alignment Toool
(BWA), Bowtie (Langmead et al., 2009), CCTop (Stemmer et al., 2015) ve Cas-
OFFinder (Bae et al., 2014). CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak yapilan gen
manipiilasyonlarina ornek verecek olursak, domates’in Solyc04g008420 erisim
numarali genini, CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak susturan Gékdemir ve arkadaslari

(Gokdemir et al., 2022), erkek kisir bitki elde etmislerdir.
1.5.1. CRISPR/Cas9’un Mekanizmasi

Gegtigimiz yirmi yilda, prokaryotlarin kalitsal bir bagisiklik sistemi oldugunun
bulunmasi, mikrobiyoloji agisindan ¢ok énemli bir bulus olmustur (Hille et al., 2018).
CRISPR/Cas9 sistemi, bakteri ve arkelerde, bu organizmalar fajlara kars1 koruyan,
immiin sistemi bileseni olarak tanimlanmistir (Barrangou et al., 2007). CRISPR
sistemi, viral genomik parcalarinin tandem tekrarlari, bakteri hiicrelerinde belirli
araliklarla dizildigi fark edilerek kesfedilmis ve bir fenomen haline gelmistir (Jansen
et al., 2002). Bu diziler ilk olarak E.coli bakterisinde, 29 niikleotidlik dizilerin 32
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niikleotidlik bosluklarla ayr1 oldugunun fark edilmesi tizerine kesfedilmistir (Ishino et
al., 1987). Daha sonra, benzer diziler gesitli bakteri ve arkelerde de kesfedilmistir
(Mojica & Rodriguez-Valera, 2016). Bakteri hiicresi, kendisini enfekte eden faj
DNA’sin1, kendi genomunda bulunan CRISPR bdlgesine ekleyerek, bir daha ki
enfeksiyon sirasinda faji taniyabilmektedir (Corte et al., 2019; Hille et al., 2018). Cas9
proteini, genoma eklenen crRNA ve trRNA birleserek, faj bakteriyi tekrar enfekte
ettigi zaman bu faj’in DNA’sin1 taniyabilir ve o bolgeye baglanarak, faj DNA’sinda

¢ift zincir kiriklarina neden olur (Shivram et al., 2021).
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Sekil 1.6 CRISPR sisteminin bakterilerde savunma mekanizmasi olarak isleyisi

Bakteri hiicresi, bakteriyo faj tarafindan enfekte edildigi zaman, bu bakteriyo
faj’in DNA’s1 Casl Cas2 kompleksi tarafindan taninarak, bakteri genomi igerisinde
bulunan CRISPR boélgesine eklenir. Bu bolgeye eklenen ve faj’a ait DNA buradan
transkripsiyona ugrayarak onciil crRNA’ya doniisiir ve ardindan Cas proteini ile
birleserek, bakteri hiicresinin ayni faj tarafindan tekrar enfekte edilmesi durumunda,
Cas proteinine Onciilik ederek ve Cas proteininin oraya baglanmasim1 ve faj

DNA’sinda ¢ift zincir kiriklar1 olusturmasini saglar. Bu zincir kiriklar ti¢ sekilde tamir
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edilmektedir. Bunlar; homoloji temelli DNA tamiri (HDR), homolog olmayan ug
birlestirme (NHEJ) ve mikrohomoloji temelli ug birlestirme (MEEJ) seklindedir (Shan
et al., 2013; D. Zhang et al., 2016). Bunlardan NHEJ ve MEEJ, DNA tamir sablonu
olmadig1r durumlarda DNA’y1 hizlica birlestirerek mutasyona neden olmaktadirlar.
Ancak, HDR ise sablon bir DNA bulunmasi durumunda hasarli bolgenin o sablon
DNA'’ya bakilarak tamir edilmesi seklindedir.

Sonug olarak CRISPR/Cas sistemi bakteri genomlari i¢in koruyucu 6zelliktedir.
Bu 6zelligi genom diizenleme ¢alismalar1 i¢in diizenlenerek, bu sistemlere uygun hale

getirilmistir.
1.5.2. CRISPR/Cas9 Sisteminin Bitki Genom Diizenlenmesinde Kullanimi

CRISPR/Cas9 sisteminin, bitki genomuna entegrasyonu icin cogunlukla
Agrabacterium aracili transformasyon sistemi kullanilmaktadir. Bunun nedeni, ilgili
DNA kasetinin az sayida kopyasinin gonderilmek istenmesi ve gen tabancasi gibi
metotlardan daha az maliyetli olmasidir. Ciinkii bu kasetin iginde bulunan
CRISPR/Cas9 sisteminin hedeflenen bolgede mutasyon olusturduktan sonra, gereksiz
olacag: varsayilirsa, gonderilecek gen kasetinin bitki genomuna ¢ok sayida girmesi
durumunda, kaset icerisinde bulunan genlerin ifadesi bitki hiicresine ekstra yiik
olacaktir. Yapilan bir gozlemde, CRISPR/Cas9 sistemi ile elde edilen transgenik
bitkilerde, bu sisteminin %75 (24/32) oraninda, hedeflenen genler’in her iki allelinde

de mutasyon olusturdugu tespit edilmistir (Watanabe et al., 2017).
1.6. Calismanin Amaci

Bu tezin amaci, hem domates bitkisinde Histidine-containing phosphotransfer
proteinini (AHP) kodlayan Solyc01g080540 (AHP1) ve Solyc06g084410 (AHP2)
genlerinin fonksiyonlarinin arastirilmasi, hem de sitokinin ile ABA arasindaki ters
iliskiden faydalanilarak, kuraklik kosullarina tolerans gdsterebilen bitki gelistirmektir.
AHP genlerinde olusan mutasyon sonucu, kuraklik kosullarina toleransin arttig1, farkl
organizmalarda gosterilmistir. Ornegin, Arabidopsis thaliana bitkisinin, AHP2, AHP3
ve AHPS5 proteinlerinin, kurakliga tolerans’ta negatif diizenleyici oldugu (Nishiyama
et al., 2013). Baska bir ¢calismada ise, ¢eltik bitkisinde, AHP genleri RNAI teknoloji
kullanilarak baskilanmis ve bunun sonucunda lateral kok olusumu artmis, kuraklik
tolerans1 artmis ve tuzluluk hassasiyeti olugsmustur (Sun et al., 2014). Domates

bitkisinde AHP genleri dair calismalarin yetersizligi, bu tezin 6zglin degerini
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olusturmaktadir. Bu ¢alismanin sonunda elde edilecek olan, AHP genleri acisinda
mutant bitkilerde kuraklik tolerans1 beklenirken ayni zamanda, normal kosullar altinda
gelisiminin yavaglamasi, ¢cimlenme siiresinin uzamasidir. Bu tezin ¢iktilari literatiirde

ilk olup, bilimsel gelismelere katki saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Biyoinformatik Analizler

Ilgili AHP genlerinin absisik asit yolag: ile iliskisini inceleme igin protein-
protein interaksiyonu (PPI) analizi yapilmistir. Bu analiz icin STRING PPI araci
kullanilmistir. Sitokinin ve absisik asit sinyalizasyonundan sorumlu genlerin protein
dizilerine ‘‘Phytozome’’ veri tabani kullanilarak ulagilmis ve bu diziler STRING PPI

aracina yiiklenip, giivenilirlik skoru 0,4’e ayarlanarak sonuglar analiz edilmistir.
2.2. gRNA’larm Dizayn Edilmesi

Phytozome veri tabanindan alinan AHP genlerinin (Solyc01g080540 ve
Solyc06g084410) dizi bilgileri alinip, CRISPR P2 ve chopchop gRNA dizayn etme
araglart kullanilarak, etkinlikleri yiiksek (chochop etkinligi: 50<, CRISPR P2 on-
score: 0.4<) ve hedef dig1 bolgelere baglanma riski az olan gRNA’lar arastirildi. Bu
amagcla Solyc01g080540 geni i¢in, "GCCCAATGTGGACTTTAAGC”’ (QRNA 1) ve
“GAGCTTTGTTGAATACA” (gRNA 2), Solyc06g084410 geni igin ise,
“CTACTTCACGAACAAAGTCT” (GRNA 3) ve
“AAGGGAAGAACATTGAAGGG” (gRNA 4) gRNA’lart segildi. Segilen
gRNA’lar icin CRISPR P2 on-score dereceleri 0,5’in iizerinde olanlar alinmaya
calisildi. Ayrica gRNA’larin, gRNA scaffold ile olusturacagi ikincil yapilar, bazt RNA
ikincil yap1 tahmin etme araglari kullanilarak 6nceden tahmin edilmeye ¢alisildi.
Burda amag, gRNA ve scaffold yapisinin, etkin bir genom diizenleme islemi igin
uygun yapida olup olmadiklarin1 6nceden tahmin etmektir. Secilen gRNA’larin

etkinlikleri sirasiyla, 0,6183, 0,5284, 0,4709 ve 0,2404 seklindedir.
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Sekil 2.1 AHP genlerini hedef alan gRNA'larin, gRNA scaffold ile olusturmasi muhtemel ikincil
yapilari; A) gRNA 1, B) gRNA 2, C) gRNA 3, D) gRNA 4

2.3. Golden Gate Klonlama

Segilen gRNA’lar, golden gate klonlama metoduna gore, 5° ve 3’ uglarina bu

metoda uygun olacak sekilde bir dizi niikleotid eklenerek sentezlenmeye gonderildi.

Tablo 2.1 Golden Gate Klonlamaya Uygun Sekilde Icerisinde gRNA’lar1 Bulunduran Oligolar

Primer Primer Dizisi (5°-3”)
Adi

DT1-BsF AATAATGGTCTCTATTGGCCCAATGTGGACTTTAAGCGTT

DT1-FO TGGCCCAATGTGGACTTTAAGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

DT2- AATAATGGTCTCTAGATTGGAGCTTTGTTGAATACAGTT
BsF2

DT2-FO  TGGAGCTTTGTTGAATACAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

DT3- AATAATGGTCTCTGTGATTGCTACTTCACGAACAAAGTCTGTT
BsF3

DT3-FO  TGCTACTTCACGAACAAAGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

DT4-R0 AACAAGGGAAGAACATTGAAGGGCAATCACTACTTCGACTCTAGCTGTAT
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DT4- ATTATTGGTCTCTAAACCCCTTCAATGTTCTTCCCTT
BsR

Sentezlenen primerler, molaritesi 100 uM olacak sekilde, niikleaz igermeyen
steril su kullanilarak ¢6zdiiriildii ve stok olarak alindi. Ardindan, stok primerlerden 10
ul alinip, tizerine 90 ul niikleaz icermeyen su eklenerek, 10 uM’a seyreltildi. Daha
sonra, uygun DNA pargalarin1 elde etmek igin DT1T2 (addgene: 50590), DT2T3
(addgene: 50591) ve DT3T4 (addgene: 50592) vektorleri ve uygun oligolar
kullanilarak PCR yapildi. PCR bilesenleri ve reaksiyon kosullar1 asagida verilmistir.

Tablo 2.2 DT1 PCR Bilesenleri

Bilesen Son Konsantrasyon
5x Phusion HF Buffer 1x

10mM dNTP 0.2 mM

DT1-BsF 0.5 uM
BsR2 0.5 uM
DT1-FO 0.025 puM
Phusion Polimeraz 0.5l
DT1 Plazmit 10 ng

Niikleaz igermeyen distile su

50 ul’ye tamamlandi

Tablo 2.3 DT2 PCR bilesenleri

Bilesen Son Konsantrasyon
5x Phusion HF Buffer 1x

10mM dNTP 0.2mM

DT2-Bsk 0.5 uM
BsR2 0.5uM
DT2-FO 0.025 pM
Phusion Polimeraz 0.5 ul
DT2 Plazmit 10 ng

Niikleaz icermeyen distile su

50 pl’ye tamamlandi

Tablo 2.4 DT3T4 PCR Bilesenleri

Bilesen Son Konsantrasyon

5x Phusion Buffer 1x
10mM dNTP 0.2mM

DT3-BsF 0.5 uM

DT3-F0 0.025 pM

DT4-R0 0.025 pM

DT4-BsR 0.5 uM
Phusion Polimeraz 0.5 ul

DT3T4 Plazmit 10 ng

Niikleaz icermeyen distile su

50 pl’ye tamamlandi

Tablo 2.5 D1, DT2 ve DT3T4 PCR reaksiyonlarinin kosullart

Asama

Sicaklik ve Siire

[k Denatiirasyon

98 °C’de 30 saniye



Denatiirasyon 98 °C’de 10 saniye

Baglanma 34x 68 °C’de 30 saniye
Uzama 72 °C’de 17 saniye

Son uzama 72 °C’de 8 dakika
Tutma 4 °C’de w0

Polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan elde edilen fragmentler, agaroz jel
elektroforezi (0,8%) islemiyle biiyiikliikklerine gore ayrilarak jelden kesim islemi
yapilip izole edilmislerdir. Izolasyon islemi icin, ‘’Favorgen gel extraction kit
kullanilmistir ve kit’e ait protokol izlenmistir. Protokol’e gore, oncelikle istedigimiz
fragmenti igeren jel bolgesi en ¢ok 300 mg olacak sekilde kesilerek mikrosantrifiij tiipii
igerisine alinmistir. Ardindan, iizerine 500 ul FADF tamponu eklenerek, 55 °C’de 10
dakika boyunca bekletilmistir. Bu siire boyunca her 2-3 dakikada bir, tiipler vorteks
islemi ile karistirilarak, jel iyice ¢ozdiirtilmiistiir. Daha sonra tampon ve jel karistminin
sicakligi, oda sicakligina diisene kadar bekletilmistir. Karisim soguduktan sonra, en
cok 800 pl olacak sekilde FADF kolonu iizerine eklenmis 11000 x g’de 30 saniye
santrifiij ile ¢oktiiriildiikten sonra altta kalan kisim dokiilmiistiir. FADF kolonunun
tizerine 750 pl yikama tamponu eklenerek, 11000 x g’de 30 saniye santrifiij ile
¢oktiiriilmiis ve yine kolonun altinda kalan kisim dokiilmiistiir. Kalan sivinin da
uzaklagtirllmasi1 admna, 18000 x g’de 3 dakika daha santrifiij islemi ile ¢oktiirme
yapilmis ve son asama olarak, kolon iizerine 50 pl niikleaz icermeyen su eklenerek,
saflagtirllmis DNA, 18000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriilerek kolondan

alinmustir.

Ardindan izole edilen DNA fragmentleri, ‘‘Golden Gate Cloning Method”’
reaksiyonu ile pHSE401 (addgene ID: 62201) bitki ifade vektoriine klonlanmistir.

Klonlama islemi i¢in kurulan reaksiyon asagidaki tabloda verilmistir.
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Sekil 2.2 DT Polimeraz zincir reaksiyonlart sonucu olusun DNA fragmentleri

DT polimeraz zincir reaksiyonlar ile olusan fragmentlerin uglarina Bsal kesim

enziminin taniyabilecegi ve birbirlerine baglanabilecek uclar eklenmistir.

Tablo 2.6 Golden Gate Klonlama Bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon

DT1T2 Fragment 60 ng
DT2T3 Fragment 60 ng
DT3T4 Fragment 60 ng
pHSE401 Plazmit 100 ng

10x Bsal Buffer 1.5 ul

10x T4 DNA Ligaz Buffer 1.5 ul

Bsal 1 ul
T4 DNA Ligaz 2.5 ul
Niikleaz icermeyen distile su 20’ye tamamlandi

Tablo 2.7 Golden Gate Klonlama Reaksiyonu Kosullari

Sicaklik Stire
37°C 5 dakika

16 ° 30 5 dakika
60 °C dongii 5 dakika
80 °C 20 dakika
4°C )
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Klonlama isleminde, Bsal enziminin taniyip kestigi bolgeler sonucu birbirleri ile
uyumlu uglar olugsmustur. Bu uglar T4 DNA ligaz araciligiyla birlesmistir. Daha sonra
elde edilen plazmit, kompetan E. coli dh5a’ya 1s1 soku yontemiyle klonlanmustir.

A) Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal

(694) (1919) (13) (585) (13) (567) (13) (728)

PHSE401 (Bos) _I_ DTIT2 + DT2T3 .I_ DT3T4
15428 bg

572 be 514 be 715 be
«] = & ]
«26TG GTTTTAG. .. ATTGGCC. . . AAG AGATTGG. . .GTA GTGATTG. ..GGT
...CACTAAC ATC... C6G...TTCTCTA ACC. . .CATCACT AAC...CCACAAA

B)

gRNA iceren pHSE401
17,269 bp

.+ GTGATTGGCC. . . AAGAGATTGG. . .GTAGTGATTG...GGTGTTTTAG. ..
.+ CACTAACCGG. . .TTCTCTAACC. . .CATCACTAAC. ..CCACAAAATC. ..

Sekil 2.3 A) Bsal kesimi sonucu olusan uglar, B) Kesim sonucunda birbiri ile uyumlu uglarin
baglanmast

2.4. Kompetan E. coli dh5¢’mm Hazirlanmasi ve Plazmitin

Transformasyonu

E. coli dh5a bakterisi stoktan alinarak, kati LB ortamina ¢izgi ekim teknigiyle
ekilmistir. Bir gece sonra, biiyiiyen bakterilerden tek koloni secilerek, 10 ml LB i¢eren
s1v1 besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Daha sonra, siv1 kiiltiirden 1 ml alinip erlen igerisine
eklenmis ve OD600 degeri 0,6 olana kadar inkiibe edilmistir. Bu sirada, hiicreleri
kompetan hale getirmek i¢in gerekli olan 50 ml tampon 1 (potasyum asetat 30mM,
rubidyum klortir 100mM, kalsiyum kloriir 10mM, gliserol 8.6 ml) ve 50 ml tampon 2
(MOPS 10 mM, rubidyum kloriir 10 mM, kalsiyum kloriir 75 mM, 8.6 ml) ¢6zeltiler
hazirlanmis ve filtre sterilizasyon yoluyla filtre edilmistir. Istenilen yogunluga ulasan
bakteri kiiltiirii inkiibasyondan alarak, 15 dakika buz tiizerinde bekletilmistir.
Ardindan, bakteriler 50 ml’lik falkon tiiplere bdliinerek, 4°C’de 3500 rpm’de
coktiirtilmiistiir ve siipernatant kismi dokiilmiistiir. Daha sonra, her bir falkon icerisine
5 ml olacak sekilde, bakteriler hafif pipetleme yapilarak ¢ozdiiriildii. Ardindan,

cozdiiriilen bakteriler 4°C’de ve 5 dakika boyunca c¢oktiiriiliir ve siipernatant kismi
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dokilmustir. Cokelek kisminda bulunan bakteri, her bir falkon igerisine 2 ml olacak
sekilde yeniden ¢oOzdiiriilmiistir. Cozdiriilen bakteriler, onceden buz {izerinde
bekletilen, 1.5 ml’lik tiiplere, her bir tiipe 100 pl olacak sekilde boliinmiistiir. Son

olarak, bakteriler siv1 nitrojen yardimiyla dondurulup -80 °C’de saklanmaistir.

-80 °C’den cikartilan bakteriler, 5 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Daha
sonra, Sul klonlama tirlinii, bakterilerin {izerine yavasca eklenmis ve 20 dakika buz
icerisinde bekletilmistir. 20 dakikanin ardindan, 6nceden 42 °C’ye ayarlanmis olan su
banyosu igerisinde 45 saniye kadar bekletilen bakteriler, hizlica tekrar buz igerisine
alinarak, 5 dakika burada bekletilmistir. 5 dakikanin ardinda, bakteri tizerine SOC
yenilenme besiyeri (2% tripton, 5% yeast ekstrakti, sodyum kloriir 10mM, potasyum
kloriir 25 mM, magnezyum kloriir 10mM, glukoz 20mM, pH: 7) eklenerek 2 saat ve
37 °C’de 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Ardindan, bakteriler, 50mg/L kanamisin igeren
kati LB besiyerine yayilmistir ve 37 °C’de 12 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra,
olusan kolonilerden 5 tanesi segilerek, 10 ul niikkleaz igermeyen distile su igerisinde

cozdiiriilmiistiir ve koloni polimeraz zincir reaksiyonu yapilmistir.

Tablo 2.8 E.coli bakterilerinden koloni PCR

Bilesen Miktar
U6-1T-R 1.25 pl
U6-29P-F 1.25 ul
Koloni 2 ul
Tag2x Master Mix 12.5 ul
Niikleaz icermeyen distile su 8 ul

Tablo 2.9 E.coli bakterilerine yapilan koloni PCR kosullar

Asama Siire ve sicaklik
[k Denatiirasyon 1 dakika ve 95 °C
Denatiirasyon 30 saniye ve 95 °C
Baglanma 30 dongii 45 saniye ve 54 °C
Uzama 65 saniye ve 68 °C
Son Uzama 5 dakika ve 68 °C
Tutma 4 °C ve ©

Tablo 2.10 Koloni PCR i¢in kullanilan primer isimleri ve dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-37)
U6-1T-R AACGGACCAATCACTTTGTCTTAGC
U6-29P-F TTAATCCAAACTACTGCAGCCTGAC
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Koloni PCR isleminin ardindan, elde edilen 6rnekler %0,8 agaroz jel’de
yiriitiilmiistiir. Koloni PCR pozitif ¢ikan koloniler, 50 mg/L kanamisin i¢eren sivi LB
besiyerinde, 12 saat boyunca 200 rpm ve 37 °C’de inkiibe edilmistir. 12 saatin
ardindan, biiyiiyen bakterilerden Favorgen miniprep plazmit izolasyon Kkiti
kullanilarak plazmit izolasyonu yapilmistir. izolasyon islemi igin kit’in protokolii
takip edilmistir. Protokol’e gore, bir gece inkiibe edilmis bakteri kiiltiiriinden 1-3 ml
alinarak mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. Ttpler igerisindeki bakteri kiiltiirii 11000 x
g’de 1 dakika boyunca santrifiij ile c¢oktiiriildiikten sonra siipernatant kisim
uzaklastirilmis ve kalinti iizerine 200 pl FAPD1 tamponu eklenerek, bakteri
¢Ozdiiriilmiistiir. Ardindan iizerine 200 ul FAPD2 tamponu eklenerek, nazikce, 5-10
kere karigtirilmis ve 2-5 dakika kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda,
tizerine 300 ul FAPD3 tamponu eklenen karisim, hizli sekilde 5-10 defa karistirilmis
ve 18000 x g’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi ile ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiijiin
ardindan, stipernatant kissm FAPD kolonuna aktarilmig ve 11000 x g’de 30 saniye
boyunca santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Kolonun altinda kalan kisim dokiildiikten sonra,
kolon iizerine 400 ul WP tamponu eklenmis ve 11000 x g’de 30 saniye boyunca
coktiiriilmiistiir. Kolon altinda kalan kisim yine uzaklastirildiktan sonra, kolon {lizerine
700 pl yikama tamponu eklenmis ve 11000 x g’de 30 saniye boyunca ¢oktiiriilmiistiir.
Kolon altindaki kisim yine dokiilerek, kolondaki kalan son siviyr da uzaklastirmak
i¢in, ek olarak 18000 x g’de 3 dakika santrifijj ile ¢oktiirme yapilmis ve kolon yeni tiip
tizerine alinmigtir. Kolon tizerine 50 pl niikkleaz icermeyen su eklenerek, 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra, 18000 x g’de 1 dakika boyunca ¢oktiirme yapilarak,
plazmit tiip icerisine alinmis ve -20 °C’de saklanmustir. izole edilen plazmitler, HindIII
kesim enzimi kullanilarak kesilmis ve kesim sonucu dogru ¢ikan plazmitler, sanger
dizileme ile U6-29p-F, U6-29P-R, U6-1T-F ve U6-1T-R primerleri ile yeniden

dogrulanmustir.

Tablo 2.11 pHSE401 plazmitini dogrulamak i¢in kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-3’)
U6-29P-F TTAATCCAAACTACTGCAGCCTGAC
U6-29P-R AGCCCTCTTCTTTCGATCCATCAAC

U6-1T-F GCTAAGACAAAGTGATTGGTCCGTT
U6-1T-R AACGGACCAATCACTTTGTCTTAGC
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Sekil 2.4 AHP genlerini hedef alan gRNA'larin klonlandig1 pHSE401 bitki ifade vektorii

Bitki ifade vektorii, Agrobacterium aracili transformasyon igin gerekli olan sag
siir ve sol sinir dizileri, transforme olmus bitki hiicrelerini segmek i¢in gerekli olan
Hptll genini, DNA’da ¢ift zincir kiriklarin1 olusturmak igin gerekli olan Cas9 geni ve
Cas9 proteinini hedeflenen bolgeye gonderecek olan gRNA’larin sentezlenecegi

bolgeleri igermektedir.
2.5. Vektoriin Agrobacterium tumafaciens GV3101°’e Transformasyonu

Transformasyon ve domates doku kiiltiirti islemleri i¢in (Gokdemir et al., 2022;
Secgin et al., 2022) verilen kaynaklardaki protokoller takip edilmistir. Agrobacterium
tumafaciens GV3101’e transformasyon islemi igin, bakteri elektro kompetan hale
getirilmigtir. 30 mg/L gentamisin ve 10 mg/L rifamisin iceren kati LB besiyerine
ekilen Agrobacterium tumafaciens GV3101, 36 saat boyunca 28 °C’de inkiibe
edilmistir. Olusan bakteri kolonilerinden, tek koloni segilerek, 30 mg/L Gentamisin ve
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10 mg/L rifamisin igeren 20 ml sivi LB igerisinde bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, bakteri kiiltiirinden, 500 pl alinarak, 200 ml sivi LB
icerisinde, 28 °C’de 200 rpm’de, OD600 0.6 olana kadar tekrar inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan bakteri 15 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra 200
ml bakteri, 4 adet, 50 mI’lik falkon tiiplere boliinerek, 3500 g’de, 4 °C’de ve 5 dakika
boyunca santrifiij araciligiyla ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant kisim dokiilmiis ve kalan
bakteri ¢cokelegi, 10 ml soguk steril su igerisinde tekrar ¢ozdiiriilerek, yeniden ayni
kosullarda ¢oktiiriilmiis ve bu islem bir kere daha tekrarlanmistir. Ardindan, bakteri
cokelegine, her bir falkona 2 ml olacak sekilde, soguk 10%’luk gliserol eklenmis ve
yine ayni kosullarda santrifiij ile ¢oktiiriilmiistir. Bu islem, 4 kere daha tekrar
edilmistir. Son bakteri ¢okelegi iizerine, 2 ml 10%’luk gliserol eklenmis ve her birine
100°er pl olacak sekilde, 1.5 ml’lik tiiplere boliiniip, sivi nitrojen yardimiyla

dondurulan bakteriler -80 °C’de saklanmustir.

-80 °C’den ¢ikartilan bakteriler, 10 dakika boyunca buz iizerinde bekletilmistir.
10 dakikanin ardindan, kompetan bakterilerin iizerine, 600 ng olacak sekilde plazmit
eklenmistir. Daha sonra, bakteri ve plazmit, 10 dakika daha buz i¢erisinde bekletilmis
ve bu arada, Bio-Rad firmasinin {iriinii olan MicroPulser elektroporatér cihazi
ayarlanmig ve oncesinde -20 °C’de bekletilen 0,1 cm bosluklu kiivetler ¢ikarilmistir.
Bakteri ve plazmit bu kiivet igerisine aktarilarak, elektroporasyon i¢in cihaza koyulup,
Agrobacterium bakterisine uygun akim verilmistir. Akimin verilmesinin hemen
ardindan, tizerine 900 pl soguk LB besiyeri eklenmis ve 2 saat boyunca, 200 rpm’de,
28 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, bakterinin secilimini saglayan, 30
mg/L Gentamisin, 10 mg/L rifamisin ve plazmitin se¢ilimini saglayan 50 mg/L
kanamisin i¢eren kat1 LB besiyeri ortamina yayilmistir. Sonrasinda, petriler, 28 °C’de
36 saat inkiibe edilmistir. 36 saat sonra, uygun kolonilerden 5 tanesi segilerek, 10 ul
steril su igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve koloni PCR yapilmistir. Koloni PZR igin, Tablo 9
ve Tablo 10’daki asamalar aynen uygulanmis ve pozitif koloniler, 30mg/L
Gentamisin, 10 mg/L rifamisin ve 50 mg/L kanamisin igeren sivi LB ortaminda 200
rpm’de, 28 °C’de, 36 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonrasinda, bakteri kiiltiirii
3500g’de 5 dakika boyunca santrifiij araciligiyla ¢oktiiriilmiis ve sivi kisim
dokilmistir. Cokelek kismi, 1 ml LB ile tekrar ¢ozdiiriilmiis ve igerisinde 400 pl

alinip, lizerine 800 pl 100%’liik gliserol eklenerek, -80 °C’de stoklanmustir.
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2.6. Agrobacterium Aracihi Bitki Transformasyonu ve Doku Kiiltiirii

Transformasyon ve doku kiiltiirii islemleri i¢in uygun protokoller takip edilmistir
(Gokdemir et al., 2022; Secgin et al., 2022). Oncelikle, Crocker tohumlar: steril
edilmistir. Sterilizasyon islemi, 30 saniye %70’lik etanol ardindan 20 dakika boyunca
%5’lik camasir suyunda ¢alkalama ile gerceklestirilmistir. Son olarak, 6 defa steril su
ile durulama yapilmistir. Tohumlar kuruduktan sonra, 2.2 g/ MS, 2% siikroz ve 2.8
g/L fitajel (Cimlendirme ortami) igeren ortama ekilmistir. Ekimden sonra 8. giinde
bitki kotiledonlar1 kesilerek 3 mg/L benzil adenin, 0,5 mg/L indol asetik asit, 100 mg/L
askorbik asit, 3% siikroz, 4.4 g/L MS ve 2.8 g/L fitajel iceren 6n kiiltiir ortamina
almmistir. Ayni1 giin pHSE401 plazmitini igeren Agrobacterium, 10 mg/L rifamisin,
30 mg/L Gentamisin ve 50 mg/L kanamisin igeren sivi LB ortamina eklenerek, 28
°C’de ve 200 rpm’de, OD600 1 olana kadar inkiibe edilmistir. OD600 degeri 1 olan
bakteri kiiltiiriinden 10 ml alinip, {izerine 10 mg/L rifamisin, 30 mg/L Gentamisin, 50
mg/L kanamisin ve 100 mM asetosiringon igeren 90 ml LB eklendikten sonra, 28
°C’de ve 200 rpm’de, OD600 degeri 0.7 olana kadar inkiibe edilmistir. Bakteri
kiiltiirinlin yogunlugu istenilen degere geldigi zaman, bakteriler 4 ayr1 falkon tiipe
boliinerek, santrifiij araciligiyla 3500g’de 5 dakika boyunca ¢oktiiriilmiistiir. Sivi
kisim dokiilerek, ¢okelek kismi 1’er ml LB igerisinde ¢oziilmiistiir. Ardindan, 100
ml’lik beher igerisine alinmistir ve {izerine 100 ml sivi MS eklenmistir. Daha sonra,
on kiiltlir ortaminda olan kotiledon yapraklar da ayni beherin igerisine alinarak, 10
dakika boyunca 130 rpm’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan, kotiledon
yapraklar alinarak, 3 mg/L benziladenin, 0,5 mg/L indol asetik asit, 100 mg/L askorbik
asit ve 100 mM aseto siringon iceren, pH degeri 5.8 olan kati MS ortamina alinmaistir.
Ayni besiyerinde bulunan kotiledon yapraklar ve Agrobacterium, 48 saat boyunca, 27
°C’de ve karanlikta inkiibe edilmistir. 48 saatin ardindan, kotiledon yapraklar 320
mg/L timentin igeren 100 ml s1vi MS besiyeri i¢erisinde 10 dakika, daha sonra ise, 500
mg/L sefotaksin iceren 100 ml sivi MS besiyeri ortaminda 10 dakika, 120 rpm’de
calkalanmistir. Ardindan, kotiledon yapraklar, steril kurutma kagid1 iizerinde 5 dakika
kadar bekletilir. Segici kati MS (3 mg/L benziladenin, 0,5 mg/L indol asetik asit, 100
mg/L askorbik asit, 15 mg/L higromisin, 80 mg/L timentin, 250 mg/L sefotaksim, pH
5.8) ortamina alinmistir. Her 10 giinde bir alt kiiltiirleme islemi yapilarak, bitki
eksplantlar1 yeni ortama almmustir. {lk iki alt kiiltiirlemenin ardinda, MS igerigindeki

benziladenin oran1 2 mg/L’ye disiiriilirken, sefotaksim ortamdan c¢ikartilmis ve
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timentin oram1 160 mg/L’ye ¢ikartilmistir. Kallus olusumu yeterli boyuta geldikten
sonra, alt kiiltiirleme i¢in kullanilan kat1 MS igerigi (2 mg/L benziladenin, 0,1 mg/L
indol asetik asit, 100 mg/L askorbik asit, 15 mg/L higromisin ve 160 mg/L timentin)
degistirilmistir. Burda amac¢ silirglin olusumunu indiiklemektir. Siirglin olusumu
gozlendikten sonra, bitkiler kalluslardan kurtarilarak, 0,5 mg/L indol asetik asit, 20
mg/L higromisin, 160 mg/L timentin i¢eren katt MS ortamina alinmisgtir. Burda amag,
kok olusumunu uyarmaktir. Kok olusturma islemi, ortalama olarak 30 ile 45 giin
arasinda degismektedir. Bu siirecin ardindan, bitkiler MS ortamindan ¢ikarilarak, torf
igerisine alinmis ve nem oraninin yiiksek tutulmasi adina etrafi poset ile kapatilmistir.
Bir hafta boyunca giinde 15 dakika dis ortamda tutularak dis ortama alistirilan bitkiler,
bir haftanin ardindan seraya alinmistir. Sera da ii¢ ay gibi bir siire kalan bitkilere, bu
siire¢ boyunca haftada iki defa hoagland ¢dzeltisi ile besin takviyesi yapilmistir. Bu
sliregte bitkilerde alinan yaprak oOrneklerinden, ‘‘Favorprep plant genomic DNA
extraction kit”* kullanilarak, genomik DNA izolasyonu yapilmustir. izolasyon islemi
igin kit’e ait protokol takip edilmistir. Protokole goére, 50-100 mg kadar, taze bitki
dokusu alinmis ve sivi nitrojen araciligiyla ezilip, mikrosantrifiij tiiplerine
aktarilmistir. Tiip igerisine 400 pl FAPG1 tamponu ve 8 ul RNase A stok ¢ozeltisinden
eklenmesinin ardindan, 2 dakika oda sicakliginda (25 °C) ve 10 dakika 65 °C’de
inkiibasyon islemleri yapilmistir. Ikinci inkiibasyon sirasinda, her 2-3 dakikada bir
tiipler vortex ile iyice karistirllmistir. Sonrasinda, tizerine 130 pul FAPG2 tamponu
eklenip iyice karistirilan tiipler, 5 dakika boyunca buz igerisinde inkiibe edilmistir. Buz
tizerinde bekletilme islemi bittikten sonra, tiiplerdeki karisim toplama tiipii lizerine
koyulmus filtre kolonuna aktarilmis ve 18000 x g’de 3 dakika boyunca santrifiij ile
coktiiriilmiistiir. Coktiirmenin ardindan, filtre {izerinde kalan siipernatant kisim yeni
mikrosantrifiij tiipe miktarlar1 Olgiilerek alinmistir. Alinan sivimin 1,5 kati kadar
FAPG3 tamponu tizerine eklenmis ve pipetleme islemi ile iyice karistirilmistir. Olusan
karisimdan maksimum 750 pl alinarak, yeni bir toplama tiipii iizerine yerlestirilen
FAPG kolonunun iizerine aktarilmis ve 18000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij
aracilifiyla ¢oktiiriilmiis ve toplama tiipii icerisinde kalan kisim dokiilmiistiir. Son
islem tekrarlanmistir. Sonrasinda, FAPG kolonu iizerine 400 pl W1 tamponu eklenmis
ve 18000 x g’de 30 saniye boyunca santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve toplama tiipiinde kalan
kisim dokiilmiistiir. FAPG kolonuna 650 pl yikama tamponu eklenerek 18000 x g’de
30 saniye ¢oktiiriilmiis ve toplama tiipiinde kalan kisim yine dokiilmistiir. FAPG

kolonunu tamamiyla kurutmak i¢in, 18000 x g’de 3 dakika boyunca bir santrifiij islemi
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daha yapilmis ve FAPG kolonu yeni mikrosantrifiij tiipii lizerine alinmistir. FAPG
kolonu iizerine 100 pl niikleaz icermeyen su eklenip, 18000 x g’de 1 dakika santrifiij
yapildiktan sonra elde edilen genomik DNA -20 °C’de saklanmistir. Bitkilerin
transgenik olup olmadigi higromisin spesifik primerler ile PCR yapilarak kontrol

edilmistir.

Tablo 2.12 Higromisin PCR igin kullanilan primerler ve dizileri

Primer Adi Primer Dizisi (5°-3°)
Higromisin Forward CTATTCCTTTGCCCTCGGAC
Higromisin Reverse CCTGACCTATTGCATCTCCC

Tablo 2.13 Higromisin PCR Bilegenleri

Bilesen Miktar
Higromisin Forward 1.25 ul
Higromisin Reverse 1.25 ul

Kalip DNA 2 ul
Tag2x Master Mix 12.5 ul
Niikleaz icermeyen distile su 8 ul

Tablo 2.14 Higromisin PCR Kosullar

Asama Siire ve sicaklik
[k Denatiirasyon 1 dakika ve 95 °C
Denatiirasyon 30 saniye ve 95 °C
Baglanma 30 dongii 45 saniye ve 52 °C
Uzama 46 saniye ve 68 °C
Son Uzama 5 dakika ve 68 °C
Tutma 4 °C ve w0

2.7. Mutasyon Kontrolii

Transgenik oldugu dogrulanan bitkilere, CRISPR/Cas9 sistemi ile hedef
aldigimiz gen bolgelerine uygun primerler ile PCR yapildi. PCR iiriinleri sanger
dizileme ile dizilettirildi. Sonuglar, ICE-synthego ve DSDecode M programlarina
yiiklenerek kontrol ettirildi.

Tablo 2.15 AHP genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

Primer Adi Hedef Alinan Gen Primer Dizisi (5°-3°)
AHP1 Forward CAGCACTCTGTTTGTGGGGT
Solyc01g080540
AHP1 Reverse GTTCTTCGCAGCAGTTACGG
AHP2 Forward TGAGTCTTCTCCCCCACATC
Solyc06¢g084410
AHP2 Reverse AGGGTGGGAAGAGAACACCT
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2.8. Cimlendirme Testi

Crocker ve ahp bitkilerinin ¢imlenme siirelerini kiyaslamak i¢in, her iki ¢esidin
tohumlari, 2,2 g/LL MS, %20 siikroz, 2,8 g/L fitajel ve 0 mM veya 150 mM mannitol
iceren ortamlara sterilizasyon isleminin ardindan ekildi. Tohum sterilizasyonu,
%70’lik alkolde 30 saniye, %5’lik camasir suyunda 20 dakika ve steril saf su ile 6 kere
durulanacak sekilde yapildi.

2.9. Stres Uygulamasi

Elde edilen bitkilere iki farkli sekilde stres uygulamasi yapilmistir. Bu amagla,
ilk olarak, bitkiler 0 mM, 100 mM, 150 mM ve 200 mM mannitol ve %20 siikroz,
2.209/L MS, 2,8 g/L fitajel ve pH 5,8 olan ortamlara ekildi ve mutant bitkiler ile mutant
olmayan bitkiler kiyaslandi. Bir diger stres uygulamasinda ise, tohumlar %20 siikroz,
2,2 g/L MS, 2,8 g/L fitajel ve pH 5,8 olan ortamlara ekilerek c¢imlendirildi.
Cimlenmenin ardindan, 1 cm’lik siirgiin olusturan bitkiler, 0 mM, 100 mM ve 200 mM
mannitol i¢eren kat1 MS (%20 siikroz, 2,2 g/LL MS, 2,8 g/L fitajel ve pH 5,8) ortamina
aktarild1 ve bir hafta boyunca stres kosullar1 altindaki gelisimleri gézlemlendi. Stres
uygulamasinin ardindan, 6rnekler MS ortamindan alinarak yas agirliklar 6l¢iildii. Yas
agirlhigr 6lciilen 6rnekler, 48 saat boyunca 55 °C’de etiiv igerisinde kurutulduktan

sonra, kuru agirliklar o6l¢iildii.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Biyoinformatik Analiz Sonuglari

AHP2

AHP1

ARRS/e

olyc09g009490

S
ARF 8
PYL2-Like

PYR1 8
@ E AREB1

Sekil 3.1 Domateste, sitokinin ve ABA sinyalizasyon yolaklarinda bulunan proteinlerin PPI analizi;
Mavi (Sitokinin sinyalizasyonu), Kirmizi (ABA sinyalizasyonu)

Sitokinin sinyalizasyon yolaginin negatif diizenleyicisi olan Type-A ARRS5,
ABA sinyalizasyonu tarafinda fosforilasyona ugramakta ve bu fosforilasyon ARRS
proteininin stabilitesini artirmaktadir (Huang et al., 2018). PPI analizi sonucuna gore,
ilgilenilen AHP genlerinin, Type-A ARR5 (Solyc059006420) {izerinden, ABA
sinyalizasyonundan sorumlu Solyc09g009490, ARF (Solyc119044560), PYL2-Like
(Solyc12g095970), AREB1 (Solyc04g78840) ve PYR1 (Solyc08g076960) genleri ile

iliskisi bulunmustur.
3.2. Transgenik Bitkilerin Elde Edilmesi

Transgenik hatlarin  doku kiiltiir siireci gozlemlenmis ve asamalar
kaydedilmistir. Bu asamalar sirasiyla; kallus asamasi, siirgiin asamasi, koklendirme
asamasl, bitkinin topraga alinmasi ve dis ortama aktarilmasi, sera ortaminda bitkinin

yetistirilerek tohumlarin toplanmasi seklindedir.

Transformasyonun ardindan, bitki kotiledonlari, uygun bitki biiylime
diizenleyicilerini igeren katt MS besiyerine aktarilmis ve kallus olusumu

indiiklenmigtir. Olusan kalluslar, uygun boyutlara gelene kadar, ayni oranlarda
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besiyerinde, 10 giinde bir alt kiiltiire alinarak, kiltiirlenmistir. Kallus olusumunu
indiiklemek i¢in ortam igerisine 2 mg/L benziladenin ve 0,5 mg/L oraninda bitki

biiylime diizenleyicileri eklenmistir.

Kallus boyutlar1 istenilen asamaya geldigi zaman, kati MS ortamimin bitki
bliylime diizenleyicisi oranlar1 degistirilerek, slirgiin olusumu uyarilmistir. Bu islem
icin, bitki biiyiime diizenleyicilerinin orant 2 mg/L benziladenin ve 0,1 mg/L indol

asetik asit seklindedir.

Sekil 3.2 Transgenik bitkilerin elde edilme agamalar1 sirasiyla; Kallus olusum asamasi (A), siirgiin
olusum asamasi (B), kok olusum agamasi (C), dis ortama aligtirilan transgenik bitki (D)

Siirgiin olusumunu tamamlayan bitkiler, kok olusturmasi i¢in, koklendirme
ortamina aktarilarak, ortalama 30 ile 45 giin aras1 bu ortamlarda bekletilmistir. Kok
olusumunu indiikleyebilmek i¢in kati MS ortamina 0,5 mg/L indol asetik asit

eklenmistir.
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D1s ortama alistirilan Transgenik bitkilerden genomik DNA izolasyonu yapildi.
Ardindan, bitkilerin Transgenik oldugunun dogrulanmasi igin higromisin genine

uygun primerlerle ile PCR yapilarak, agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

>
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Higromisin Testi

Sekil 3.3 Transgenik bitki elde etme asamalarinda yapilan PCR islemlerinin agaroz jel goriintiileri

DT1T2, DT2T3 ve DT3T4 (Sekil 8 A), E.coli’ye aktarilmis pHSE401 i¢in
koloni (Sekil 8 B), Agrobacterium tumafaciens’e aktarilmis pHSE401 igin koloni
(Sekil 8 C) ve elde edilen bitkilerin kontrolii i¢in bitki genomik DNA’s1 ve higromisin

geni primerleri kullanilarak yapilan PCR (Sekil 8 D) sonuglarinin agaroz goriintiisii
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verilmektedir. Biitiin agaroz jeller 0,6% oraninda agaroz i¢germektedir ve 1KB thermo

DNA ladder kullanilarak kontrol edilmistir.

Sekil 3.4 Sera kosullarinda yetistirilen ahp To bitkileri

Dis ortama alistirilan transgenik bitkiler, sera ortamina (25 °C ve 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik) tasindi ve li¢ ay boyunca burada yetistirilerek meyveleri

toplanip tohumlar1 alindi.
3.3. Mutasyon Kontrolii

Transgenik oldugu higromisin testi ile dogrulanana ahp hatlarindan elde edilen
genomik DNA’lar ve AHP genlerini amplifiye etmeye uygun primerler kullanilarak
PCR yapildi. PCR sonucu pozitif ¢ikan hatlarin 6rnekleri sanger dizileme metodu ile
dizilendi.
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Tablo 3.1 DSDecode M araci kullanilarak yapilan mutasyon analizi

HAT  Gen DNA Dizisi (5*-3") M“;?S?’on
GCAGAGAGCTTTGTTGAATTACATGGCCTCTTTGT insersiyon
AHP 1
GCAGAGGAGCTTTGTTGAATTACATGGCCTCTTTGT  insersiyon
ahp-1
AACCCAGACTTTGTTCGTGAAG Mﬂﬁzon
AHP2
AACCCAGTCTTTGTTCGTGAAT fzgzﬁf
GCAGAGGAGCTTTGTTGAATTACATGGCCTCTTTGT insersiyon
AHP 1
GCAGAGGAGCTTTGTTGAATTACATGGCCTCTTTGT insersiyon
ahp-4
AACCCAGACTTTGTTCGTGAAG Mfﬁzon
AHP2
AACCCAGATTTTGTTCGGGATTT fzggﬂf
GCAGAGGAGCTTTGTTGAATTACATGGCCTCTTTGT  insersiyon
AHP 1
GCAGAGGAGCTTTGTTGAATTACATGGCCTCTTTGT  insersiyon
ahp-9
AACCCAGACTTTGTTCGTGAAG Mfﬁzon
AHP2
AACCCAGATCTTGATCCG Subtitiisyon
GAAAA ve delesyon
AHP1 GCAGAGGAGCTTTGTTGAATACATGGCCTCTTTGT
Crocker
AHP2 AACCCAGACTTTGTTCGTGAAG
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Sekil 3.5 Solyc06g084410 geninin ICE-Synthego araci kullanilarak yapilan mutasyon kontrolii sonuglar
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ICE-Synthego mutasyon analizi sonucunda AHP1 (Solyc01g080540) genini
hedef alan gRNA25’in 12 bitkiden 11°inde, gRNA 3’iin 7 bitkiden 6’sinda ve
gRNA29’un ise 11 bitkiden 5’inde calistig1 tespit edilmistir.

Cimlendirme testinde kullanilan hatlarin Solyc06g084410 geni agisindan
mutasyon durumlar1 sekans sonuglarinin ICE-synthego araci kullanilarak analizi sekil

3.5°te gosterilmistir.

DSDecode M analizinde ise, biitin gRNA’larin hedef aldigi bdlgelerde
mutasyon oldugu ancak, yalnizca AHP1’i hedef alan gRNA acisindan 3 hatta (8,9, 11)
homozigot mutasyon olustugu gozlenmistir. AHP2’yi hedef alan higbir hatta
Homozigot mutasyon olusmazken, 3 tane hatta (6, 10, 11) ise her iki allelde de

mutasyon olugmus, ancak bu mutasyonlar birbirinden farklidir.
3.4. Cimlendirme Testi

Absisik asit, ana bitkideki tohum gelisimi sirasinda tohumda dormansiyi
diizenleyen ana hormondur (Sano & Marion-Poll, 2021). Tohum gelisimi sirasinda
ABA, rezerv birikimini pozitif regiile ederken, embriyo olusumunu inhibe etmektedir
ve bununla birlikte, sadece ge¢ olgunlagsma evrelerinde zigotik dokular tarafindan
tiretilen ABA, dormansi halinin indiiksiyonunda baskin bir role sahiptir (Seo et al.,
2016). Absisik asit ve sitokinin, aralarinda bulunan zit yonlii iliski ile birgok gelisim
ve yanit asamasini diizenlemektedir (Huang et al., 2018). Ayrica, giberellin ve ABA
arasinda da zit yonlii bir iligski de bulunmaktadir (Razem et al., 2006).

Sitokininin ¢imlenme iizerindeki roliinii anlamak i¢in, ¢imlendirme ortamlarina
ekilen ahp ve Crocker tohumlari, ¢imlenme siiresi bakimindan farklilik gdstermistir.
Bu farkliligin nedeni ahp bitkilerinde sitokinin sinyalizasyonunun kesilmesinden
dolay1 artan ABA sinyalizasyonu tohumda dormansi durumunun indiiklenmesine
sebep olmustur. Bu dormansinin nedeni azalan giberellin sinyalizasyona bagl
olmaktadir (Razem et al., 2006). Crocker ¢esidi ekimden 4 giin sonra ¢imlenmeye
baslarken, ahp bitkilerinde bu siire 6 giin kadar siirmiistiir. Crocker ¢esidine kiyasla

ahp-4/9 tohumlariin ¢imlenmelerinde gecikme oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Cimlendirme testi sonuglari; A) Ekim isleminden 5 giin sonrasi, B) Ekim isleminden 7 giin
sonrast

Olgun kuru tohumlarin bir 6zelligi, tohum olgunlagmast sirasinda 10.000'den
fazla mRNA biriktirmelerine ve bunlari ¢imlenme sirasinda proteinleri sentezlemek
icin sablon olarak kullanmalarina izin vermesidir. Bu depolanmis mRNA'lardan
bazilari, tohumlar uzun siireli stresli kosullara maruz kaldiktan sonra bile proteine
dontisebilir halde kaldiklarindan, uzun 6miirlit mRNA'lar olarak da adlandirilir. Olgun
tohumlar, transkripsiyonel inhibitdrlerin mevcudiyetinde bile ¢imlenebilir ve bu
yetenek orta tohum gelisiminde kazanilir. Tohumlarda biriken mRNA'nin tiirii, bitki
hormonu olan absisik asit ve ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (Galland & Rajjou,
2015; Sajeev et al., 2019). Mannitol igermeyen ¢imlendirme ortamlarinda yapilan
¢imlenme testi sonuglarina gore, ahp tohumlari geg ¢imlenip Crocker tohumlari erken
¢imlenirken, 150mM mannitol igeren ¢imlendirme ortamlarinda ¢imlenme siiresi

farklilik gostermistir.
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ahp-4 Crocker 7 5

Sekil 3.7 150mM mannitol i¢eren 1/2 MS ortaminda ¢imlenme testi

150mM mannitol iceren ortamlarda 15 giiniin ardindan ahp tohumlar
¢imlenme gosterirken, Crocker tohumlarinda ¢imlenme goriilmemistir. Bu sonuglara
gore mannitol igerigi her iki bitki tohumlarinin da ¢imlenmelerini geciktirmesine

ragmen, bu geciktirici etki ahp tohumlarinda daha azdir (Sekil 3.7).
3.5. Kuraklik Stresi Testi

Kuraklik stresi uygulamasi i¢in mannitol kullanilmistir. Farkli oranlarda
mannitol uygulanarak (O0mM, 100mM, 200mM) bitkilerin bu duruma yanitlari
incelenmistir. Mannitol icermeyen ortamda c¢imlendirilen bitkiler, ilk siirgiini
olusturana kadar bu ortamda bekletildi. Ilk siirgiinii olusturan bitkiler mannitol
ortamina alindi ve bir hafta sonra goriintii alindi. Crocker ve ahp-4 bitkilerinin 1

haftalik kuraklik kosullarina yanitlari sekil 3.8’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.8 Mannitol ortamindaki Crocker ve ahp-4 bitkileri. OmM mannitol igeren ortamlar (A ve B),
100mM igeren ortamlar (C ve D), 200mM mannitol i¢eren ortamlar (E ve F), Crocker
cesidi (A, C, E) ve ahp-4 (B, D, F) seklinde verilmistir.

Arabidopsis thaliana bitkisinde AHP genlerinin susturulmasi, ABA aracili
stoma kapanmasina yol acmis, bundan dolay1 da kuraklik kosullarinda su kaybim
azaltmigtir (Nishiyama et al., 2013). Misir bitkisinde de ABP9 geninin, ABA
sinyalizasyonunu artirmasindan dolay1 stomanin kapanmasina neden oldugu ortaya
koyulmustur (Zhang et al., 2011). Kurakligin, ahp bitkilerine iizerine etkisini gérmek
igin siirgiin ucu 1 cm’ye ulasinca Crocker ve ahp bitkileri kuraklik stresine tabi
tutulmustur. Stres olmayan kosullarda Crocker bitkileri ahp bitkilerinden daha iyi
gelisim gostermesine ragmen, 100mM mannitol aracili kuraklik stresi uygulandiginda,
ahp-4 bitkisi govde gelisiminde Crocker ¢esidi ile esitlik gostermis, 200mM’da ise
Crocker turgor basincini kaybetmisken, ahp-4 yasamaya devam etmistir. Ayrica, stres
kosullarinda ahp-4 bitkisinin kok gelisimi artarken, Crocker ¢esidi, kuraklik kosuluna
kok gelisimi agisindan tepki gosterememistir (Sekil 3.8).

ABA’nin bitkilerde su tutma tizerine iki sekilde etkisi oldugu bilinmektedir.

Birincisi ve en ¢ok bilineni koruyucu hiicreler iizerine olan etkisinden dolay1

stomalarin kapanmasini saglayan biyokimyasal etkisi, digeri ise yaprak damar
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dokularindaki su gegirgenligini azaltarak gostermis oldugu hidrolik etkidir (Pantin et
al., 2013). ahp bitkilerinin su tutma kapasitesi hakkinda yorum yapabilmek adina
govde ve kok agirliklari, yas ve kuru olacak sekilde, ahp ve Crocker bitkilerinden
alinan veriler sonucunda, bitkilerin govde ve koklerindeki su tutma kapasiteleri
hesaplanmistir. Sonuclar arasindaki fark T testi ile istatistiksel olarak yorumlanarak,

onem diizeylerine gore gosterilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 ahp ve Crocker bitkilerinin, farkli oranlarda mannitol igeren ortamlarda, kok ve govdelerdeki
su tutma yiizdeleri

T testi sonuglarina gére, 0OmM mannitol igeren ortamda, govde de su tutma
yiizdesi bakimindan Crocker ¢esidi, ahp bitkilerine kiyasla daha yiiksek oranda su
tutmus olup, T testi degeri 0,002376 olarak bulunmustur. 100mM mannitol i¢eren
ortamlarda, gévde acisindan 6nemli bir fark goriilmezken, 200mM mannitol igeren
ortamlarda ahp bitkilerinin su tutma yiizdesi Crocker ¢esidine kiyasla, 6nemli

derecede yiiksek bulunmus olup, yapilan T testi degeri 0,009183 olarak bulunmustur.
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Kok acisindan ise, 0 mM mannitol igeren ortamda Onemli bir fark
bulunmazken, 100 mM mannitol i¢eren ortamda ahp bitkilerinin su tutma kapasitesi
onemli, 200mM mannitol iceren ortamda ise c¢ok Onemli derecede yiiksek
bulunmustur. T testi sonuglart sirastyla 0,2964 (0 mM mannitol), 0,02804 (100 mM
mannitol) ve 0,0005 (200 mM mannitol) olarak bulunmustur. Buradan anlasilmasi
gereken, ahp mutant bitkilerdeki azalan sitokinin sinyalizasyonu sonucu ABA
sinyalizasyonu Crocker ¢esidine kiyasla artmis oldugundan, ABA’nin su tutma
kapasitesi iizerine olan olumlu etkisi ahp bitkilerinin kuraklik kosullarina

adaptasyonunu kolaylastirmistir.

ABA miktarlarinin, belli bir seviyeye kadar artmasinin lateral kok gelisimini
artirdig1 bilinmektedir (Kai et al., 2008; Nakayama et al., 1999). Normal kosullar ve
kuraklik altinda, Crocker bitkisine kiyasla ahp kok gelisimi de farklilik gostermistir.
AHP genlerinin geltik bitkisinde bastirilmasi kuraklik kosullarinda lateral kok
gelisimini indiiklemistir (Sun et al., 2014). Biz de kok gelisimlerini kiyaslamak i¢in
veriler alarak bu durumu destekledik. ahp bitkilerinin lateral ve ana kok agirliklar:
genel anlamda Crocker ¢esidine kiyasla daha fazla gelismistir. Buradan anlagilabilecek
olan, kuraklik stresine maruz birakilan ahp ve Crocker bitkilerinin arasinda fark
olugsmasinin bir sebebi de ahp bitkilerinin kok sistemlerinin daha iyi gelismesinden
dolay1, ortamda zaten az miktarda bulunan su igerigine daha rahat ulasabiliyor

olmasidir.
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Sekil 3.10 ahp-4 ve Crocker bitkilerinin OmM, 100mM ve 200mM mannitol i¢eren ortamlarda 1 hafta
kaldiktan sonraki goriintiileri (Soldan saga dogru OmM mannitol, 100mM Mannitol ve

200mM Mannitol i¢eren ortamlardan alinan bitkiler gosterilmektedir. Crocker bitkisi (A),
ahp bitkileri (B)

Sekil 3.10°da goriildiigii gibi, Crocker ve ahp bitkileri ortamda bulunan
mannitol konsantrasyonu arttik¢a, gelisimsel olarak gerilemislerdir. Ancak, 200 mM
mannitol altinda Crocker ¢esidi olusan strese yanit veremeyip, turgor basincini
kaybetmis ve gerekli fizyolojik ve morfolojik siiregleri devam ettiremeyecek duruma
gelirken, ahp bitkileri 200 mM mannitol altinda kok gelisimini artirarak, kuraklik
kosullarina daha iyi adapte olabilmistir. Arabidopsis thaliana’dan alinan AtAREB1’in
soya fasiilyesinde yiiksek diizeyde ifade ettirilmesi su eksikligine karsi toleransi
artirmigtir (Barbosa et al., 2013). Ayrica, AtABF3 geninin Gossypium hirsutum’da
ifade ettirilmesi dehidrasyona kars1 toleransi artirmistir (T. C. Kerr et al., 2018). Sonug
olarak, sitokinin sinyalizasyonunun azalmasindan dolay1 artan ABA sinyalizasyonu,

ahp mutantlarinin artan stres kosullarina adaptasyonunu artirdigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.11 Kuraklik deneyi ardindan alinan drneklerden yapilan yas ve kuru agirlik 6l¢iim analizleri

Govde ve kok agirlik analizleri, Crocker bitkilerine kiyasla ahp bitkilerinin,
kuraklik kosullarindan daha az etkilendigini, yas ve kuru agirlik seklinde ortaya
koymaktadir.

Serada yetistirilen To ahp ve Crocker bitkilerinin meyveleri hasat edildikten

sonra kokleri alimmistir. Hasat edilen koklerin yas ve kuru agirliklarina bakilmistir.

Crocker

Sekil 3.12 Hasattan sonra goriintiilenen bitki kokleri
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Kok agirliklart agisindan, Crocker bitkilerine kiyasla, ahp bitkilerinin kok
yapisi daha ¢ok gelismistir. Celtikte AHP genlerinin baskilanmasinin, ozmotik stres
altindaki bitkilerde lateral kok gelisiminin artmasiyla sonuglandigi daha 6nce de ortaya
koyulmustur (Sun et al., 2014). Ayrica, sitokininin, oksin sinyalizasyonunun negatif
diizenleyicileri olan AUX/IAA ve SHY2/IAA3 genlerini indiikleyerek ve oksin
tasinmasinin pozitif diizenleyicisi olan AUX1 geninin ifadesini baskilayarak kok
gelisiminde olumsuz etkisi oldugu kanitlanmigtir (Moubayidin et al., 2009; Schaller et
al., 2015). Domateste bu etkinin nasil oldugunu gérmek adina, yas ve kuru kok
agirliklart kiyaslanmistir. Kiyaslanan, yas ve kuru agirliklarin ortalamasi alinarak T
testi yapilmis olup, sonuglar grafik iizerinde gosterilmistir. T testi sonuglarina gore yas
agirliklar arasindaki farkin 6nem diizeyi 0,03064 ve kuru agirliklar arasindaki farkin

onem diizeyi 0,01642 olarak bulunmustur (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Ty bitkilerinden alinan kok drneklerinin agirliklarinin kiyaslanmast

Sera kosullarinda (ortalama 25 °C ve 16 saat aydmnlik, 8 saat karanlik)
yetistirilen ahp ve Crocker ¢esitlerinin kokleri alinarak kiyaslandiktan sonra yas ve
kuru agirliklarinin karsilastirilmasi sekil 3.13°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore ahp
bitkileri Crocker bitkilerine kiyasla daha fazla kok tiretmis olup, bu durum literatiir
taramasi ile ortiigmektedir. Sonu¢ olarak, sitokinin sinyalizasyonunun kesilmesi
sonucu, sitokinin ve oksinin kok gelisimi agisindan zit yonlii iligkisi ve daha dnce de
bahsedildigi lizere ABA sinyalizasyonundaki artis kok gelisimine olumlu yansidigini

soylemek mantikli olacaktir.
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4. SONUC

Bu tez ¢aligmasinin sonucunda, daha once farkli organizmalarda fonksiyonlari
tamimlanmis olan sitokinin sinyalizasyonundan sorumlu AHP genlerinin domates
bitkisindeki fonksiyonlar1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, bu genler
kurakliga toleransta, kok gelisiminde ve su tutma kapasitesinde negatif rol
oynamaktadirlar. Bu nedenle, bu genlerin susturulmasi, ozmotik stres altindaki
bitkilerde su tutma kapasitesinin, kuraklik toleransinin ve kok olusumunun artmasiyla
sonuglanmistir. Ancak, genlerin bulundugu sinyal yolagi olan ve bitkilerde hiicre
boliinmesi ve siirglin olusumunun baglamasindan sorumlu sitokinin sinyalizasyonunun
azaltilmasi sonucu olarak, normal kosullar altinda bitki gelisimi gerilemistir. Elde
edilen bulgular ileride Domates bitkisinde bu alanda yapilacak olan molekiiler
karakterizasyon calismalarina ve sitokinin-oksin, sitokinin-ABA hormon sinyal

yolaklarinin anlasilmasi iizerine olan ¢alismalara 151k tutacaktir.
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