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OZET

CRISPR/Cas9 YOLUYLA Lsi-1 GENj (PUTATIVE) SUSTURULMUS
DOMATES (Solanum lycopersicum L.) BITKILERINDE SILIKON ALIMININ
BELIRLENMESI

Durmus CETIN
Yuksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Danisman: Do¢. Dr. M. Aydin AKBUDAK
Agustos 2020; 65 sayfa

Domates (Solanum lycopersicum L.), patatesten sonra Dlinya’da en ¢ok tuketilen
ve gida sanayii i¢in cok énemli bir sebzedir. Tuzluluk ve kuraklik gibi abiyotik stresler,
domatesin yasam dongisini olumsuz yonde etkilemek suretiyle verim diisiisiine sebep
olmaktadirlar. Abiyotik streslerin yol a¢tigi olumsuzluklarin giderilmesinde silisyumun
faydalar1 ve silisyum alim mekanizmalari geltik, arpa, misir ve bazi diger bitkilerde
yapilan calismalar ile aydinlatilmistir. Ancak, literatiirde domateste silisyum alim
mekanizmasi ile sinirli sayida ¢alisma mevcuttur.

Bu ¢alismada, domateste silisyum alimindan sorumlu genlerden biri oldugu in
silico olarak gosterilmis olan SILsil geni CRISPR/Cas9 sistemi ile kesilmistir. T1 bitkileri
tizerinde yapilan sekans analizleri, CRISPR/Cas9 ile yapilan genetik modifikasyonun
kalitimsal oldugunu gostermistir. SILsil geninin domateste silisyum alimindan sorumlu
gen oldugunun fizyolojik ve transkriptomik analizlerle kanitlanmasi1 planlanmig, ancak
yiiksek kimerizm oranina sahip, yetersiz sayida T1 bitkisi elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: CRISPR/Cas9, Domates, Gen susturma, Lsil, Silisyum
alimi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SILICON UPTAKE IN LSI-1 (PUTATIVE) SILENCED
TOMATO (Solanum lycopersicum L.) PLANTS USING CRISPR/Cas9

Durmus CETIN
MSc Thesis in The Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Aydin AKBUDAK
August 2019; 65 pages

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the second most consumed vegetable
worldwide after potato and very important input for the food industry. Abiotic stresses
such as salinity and drought affect the life cycles of tomato, which results in yield losses.
The beneficial effects of silicon to overcome these stresses and the silicon transport
mechanisms in rice, barley, maize and some other crops have been illuminated. However,
there is a limited number of reports in the literature about the silicon uptake mechanism
in tomato.

In the present research, SILsil, which was demonstrated in silico as one of the
genes functioning in silicon uptake in tomato, was silenced using CRISPR/Cas9 system.
The analyses on the T1 plants revealed that the CRISPR/Cas9-mediated genetic
modifications were inherited to the progeny. The physiologic and transcriptomic analyses
proved that SILsi1 was responsible in silicon uptake in tomato, but insufficient number of
T1 plants with high chimerism rate were obtained.

KEYWORDS: CRISPR/Cas9, Gene knock-out, Lsil, Silicon uptake, Tomato
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ONSOZz

Lisans 6grenimimden bu yana bana rehberlik eden, yliksek lisans ¢alismalarim
stiresince beni destekleyen, egitimim boyunca ilminden faydalandigim, degerli bilgilerini
benimle paylagmaktan ¢ekinmeyen, danigman hocam Dog. Dr. Aydin AKBUDAK’a
tesekkiir ederim.

Calismam boyunca ayni laboratuvari paylastigim, bilgi ve tecriibelerini benden
esirgemeyen tiim arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Sadece egitim hayatimda degil, tim hayatim boyunca bana olan giivenlerini ve
desteklerini bir an olsun esirgememis, her zaman yanimda olduklarini bildigim, babam
Ahmet CETIN’e, annem Handan CETIN’e, kardeslerim Emine CETIN, Esra CETIN ve
Elif CETIN e tesekkiirii bir borg bilirim.

Son olarak iyi ki tanimisim dedigim, her kotii animda yanimda olan, desteklerini

benden bir an olsun eksik etmeyen, miistakbel esim Beyza BOZTOPRAK a tesekkiir
ederim.
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GIRIS D. CETIN

1. GIRIS

Domates, besin igerigi bakimindan olduk¢a zengin olup, patatesten sonra
Dinya’da en ¢ok tiketilen ikinci sebzedir. Domatesin sahip oldugu birgok 6zellik, onun
ekonomik onemini artirmaktadir. Diinyada ¢ok biiyiik miktarlarda yetistiriciligi yapilan
domates Uzerinde, daha verimli domates cesitleri elde edebilmek igin birgok ¢alisma
yapilmaktadir.

Abiyotik stresler, diger tarimsal Urtnler gibi domatesin verimini de olumsuz
yonde etkileyerek verim kaybina neden olmaktadir. Bu abiyotik streslerle basa ¢ikmak
icin bitkilere ¢esitli bitki besin elementleri verilmekte olup, silisyum da bunlardan biridir.

Silisyum, diinyada oksijenden sonra bilesik halinde en ¢ok bulunan element olup
topragin %60’ m1 olusturmaktadir. Dogada bol miktarda bulunan silisyum, bitkilerde
farkli oranlarda bulunmaktadir. Bitki koklerinin Si alma yeteneklerine bagl olarak bu
oran %10’lara kadar ¢ikmaktadir. Silisyumun bitkiye sagladig: faydalar, pek ¢cok bilimsel
calismayla gosterilmistir. Bu faydalardan en énemlisi, silisyumun bitkilere kazandirdigi
stres toleransidir. Abiyotik streslerin bitki Uzerindeki olumsuz etkilerini azaltmasi
nedeniyle, silisyum son zamanlardaki stres ¢alismalarinin odak noktasi haline gelmistir.

Bitkiler, silisyum elementini topraktan alabilmek igin gesitli tasiyici sistemler
gelistirmiglerdir. Bu sistemlerden en iyi bilineni 2006 yilinda celtik bitkisinde
tanimlanmis olan Lsil geninin kodladig: tasiyici kanal sistemidir (Jian Feng Ma vd.
2006). Silisyum biriktiren bitkiler sinifina dahil olan ¢eltik bitkisi, Lsil geninin kodladig
aquaporin familyasina ait tasiyici kanal vasitasiyla, topraktaki silisyumu kok hiicrelerine
almaktadir. Arpa, misir, balkabagi, bugday, atkuyrugu, soya, patates ve salatalik gibi bazi
bitkilerde Lsil geninin ortologlar: tanimlanmistir. Domateste Lsil geninin ortologununun
bulunmasina yoénelik g¢alismalarin, literatirde sinirli oldugu gorilmektedir. Yakin
zamanda bu konuda iki ¢alisma (Deshmukh vd. 2015; Sun vd. 2020) yayinlanmis olup,
bu arastirmalarin sonuglari birbiri ile uyumsuzdur.

Genom dlzenlemesine yonelik c¢alismalarda son yillarda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmis olup, pek ¢ok yeni sistem genomlarin duzenlenmesi icin kullanima
sunulmustur. Genom diizenleme tekniklerinden en yaygm bilineni ve kullanilani
CRISPR/Cas9 sistemidir. Uygulanabilirliginin kolay ve maliyetinin diisiik olmasi,
CRISPR/Cas9’ 1 diger genom diizenleme tekniklerinin 6niine gecirmistir.

Gen fonksiyonlarinin tespit edilmesine yonelik calismalarda, CRISPR/Cas9
sisteminden siklikla faydalanilmaktadir. Bu sistem boélgeye 6zgii mutasyon olusturarak,
hedef genin fonksiyonunu engellemekte ve organizmada meydana gelen degisiklikler
sayesinde hedef genin fonksiyonu belirlenebilmektedir.

Yapilan bu c¢alismayla, in silico olarak Lsil ortologu oldugu biyoinformatik
aracglar vasitasiyla tahmin edilen domates Lsil geni (SILsil), CRISPR/Cas9 sistemi
kullanilarak susturulmustur. Elde edilen SILsi1 mutant domates bitkileri, gesitli fizyolojik
ve ifade analizleriyle incelenmistir. SILSi1 geni susturulmus bitkiler {izerinde yapilan bu
calismayla, in silico olarak tahmin edilen SILsi1 geninin konfirmasyonu, ve domatesteki
silisyum alimindaki fonksiyonuna 1sik tutulmasi amaglanmstur.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Domates

Patatesten sonra diinyada ham veya islenmis olarak en ¢ok tiiketilen sebze olan
domates, 1.1 milyar ton olan toplam diinya yas sebze tretimi icerisinde 182 milyon tonluk
paya sahiptir (FAOSTAT 2018).

Taksonomide “Solanum lycopersicum L.” olarak adlandirilan domates,
Solanaceae familyasina ait bir tiirdiir (Peralta ve Spooner 2005). Anavatani Gliney
Amerika’da And Daglar1 olan domatesin, ilk kez Peru’da yasayan yerli kabileler
tarafindan kiiltiire alindig1 ve tariminin yapildigi tahmin edilmektedir (Gould 1974).
Avrupa’ya ancak 16. yiizyilda getirilen domates giin gectikge daha ¢ok iiretilmeye ve
tilketilmeye baglanmistir. Zehirli oldugu diisiincesiyle onceleri sadece sus bitkisi olarak
kullanilmasi nedeniyle, yayginlasmasi uzun zaman almistir (Jones Jr 2007).

Dinya’da oldugu kadar Tiirkiye’de de biyik bir ekonomik dneme sahip olan
domatesin, llkemizde iiretiminin 19. ylizy1l baslarinda Adana’da basladigi tahmin
edilmektedir (Seniz 1992). Uretimine olduk¢a gec¢ basladigi halde, Tirkiye su anda
domates yetistiriciligi konusunda lider Glkelerden biri olup ve Gretim hacmi bakimindan
Cin, Hindistan ve ABD’den sonra Diinya’da 4. sirada yer almaktadir (FAOSTAT 2018).
Domates Uretimi tlkemizde yildan yila yiikselen bir grafik ¢izmektedir (TUIK 2019)
(Sekil 2.1). Domatesin bu kadar yaygin olmasinda onun yas sebze olarak tiiketiminin yan1
sira gida sanayinde ketgap, sos, salca, tursu ve dondurulmus iiriin gibi cesitli gidalar
olarak kullanilmasinin da etkisi biiyiiktiir.

14 000 000
13 000 000
12 000 000
11 000 000
10 000 000
9 000 000
8 000 000
7 000 000
6 000 000
5000 000
4 000 000
3000 000
2 000 000
1 000 000
R N I N N

Sekil 2.1. 2001-2019 yillar1 arasinda Tiirkiye’de iiretilen domates miktar1 (ton)
(TUIK 2019)

Tarimsal ve ekonomik 6nemine binaen domates, pek ¢ok bilimsel ¢alismaya konu
olmustur. Genomunun sekanslanmasini mditeakip, domatesi konu alan bilimsel
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caligmalarin sayis1 da gun gectikge artmaktadir (Tomato Genome Consortium 2012).

2.2. Kuraklik ve Tuz Stresi

Bitkiler yasadiklar1 alanlarda yasamlarini zorlayan, gelisimlerini kisitlayan
birtakim olumsuz kosullara maruz kalabilirler. Bitkilerin normal gelisimini etkileyen ve
dolayli da olsa onlarin verimliliklerini diisiiren faktorlere stres denir (Girel ve Avcioglu
2001). Stres faktorleri biyotik ve abiyotik stres faktorleri olmak iizere ikiye ayrilir
(Larcher 1995).

Biyotik, yani canli temelli stres faktorleri; bitkiler, mikroorganizmalar, hayvanlar
ve antropojenik etkilerdir. Abiyotik, yani canli temelli olmayan stres faktorleri ise
sicaklik, mineraller, radyasyon, su, gazlar vb. olarak siralanabilir (Larcher 1995). %26’lik
orantyla kuraklik, Dilinya’da tarimsal iiretimi en fazla etkileyen strestir. Kuraklig1 %20°’lik
oraniyla mineral stresi ve %15’lik oraniyla soguk stresi takip etmektedir. Tiim tarim
alanlarmin sadece %10’luk bir kesimi stresten etkilenmemektedir. (Blum ve Jordan
1985).

Kiiresel 1sinma sebebiyle yerkirenin sicakligiin her gecen giin arttig1 bilinen bir
gercektir. Bunun siiphesiz en biiyiik sonuglarindan biri de tuzlu olmayan su miktarinin
azalmasidir. Bu azalma kuraklik ile sonu¢lanmakta ve tiim canlilari etkiledigi gibi
bitkileri de olumsuz bir sekilde etkilemektedir. (Reddy vd. 2004).

Verimliligi diisiiren abiyotik streslerden bir digeri de mineral streslerinden
kaynaklanan toprak tuzlulugudur. Diinya’da ylksek miktarda tuzlu olarak nitelendirilen
toprak alaninin 9 milyon ha’dan fazla oldugu diisiiniilmektedir (Tuteja 2007). Toprakta
NaCl ve diger ¢oziilebilir tuzlarin miktarlarinin artmasiyla birlikte bitkide meydana gelen
tuz stresi, bitkide biliyiime ve gelisim {izerinde birtakim olumsuz etkilere sebep
olmaktadir. Toprakta tuz konsantrasyonunun yiikselmesi ve dolayisiyla su potansiyelinin
azalmasi, bitki hiicrelerinin ozmotik basincini diisiirmekte ve bitkilerde bir dizi tepkinin
olusmasina neden olmaktadir (Basra 1997).

Kuraklik ve tuzluluk stresinin mekanizmalar1 ¢ok benzerdir. Topraktaki tuz
miktarinin artmasi da topragin susuz kalmasi gibi su potansiyelini diisiiriip, bitkinin su
alimm etkiler. Bitkilerde olusan su eksikligi singlet oksijen (*Oz), hidrojen peroksit
(H20y), stiperoksit (072), hidroksil radikalleri (OH") gibi cesitli reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna sebebiyet vermektedir (Parida ve Das 2005; Yilmaz vd. 2011). Reaktif
oksijen tiirleri, eslesmemis elektron igeren molekiillerdir ve stres kosullarinda mitokondri
ve kloroplastlarda gergeklesen metabolik reaksiyonlar sonucu olusmaktadirlar. Reaktif
oksijen tdrleri, normalde hiicrenin dogal bir yan iriinii olsalar da asir1 birikimleri
hiicrenin 6lumine neden olur (Apse ve Blumwald 2002). Olusan bu reaktif oksijen tiirleri
ayrica hiicrelerde bir¢cok yapiya zarar vermektedir. Niikleik asitler, membran lipitleri,
proteinler, klorofiller bu durumdan en ¢ok etkilenen yapilardir (Koca vd. 2007; Yilmaz
vd. 2011). Lipit peroksidasyonunun en biiyiik etkisi hiicre membraninin tahribatidir. Lipit
peroksidasyonunun baslamasi, ¢esitli yolaklar1 etkileyerek bir dizi tepkime sonucunda
malondialdehit (MDA) olusumuna sebep olmaktadir.

Bitkiler, stresler ile meydana gelen ve olduk¢a zararli olan bu reaktif oksijen
tiirleriyle basa ¢ikabilmek icin ¢esitli koruyucu antioksidan sistemleri gelistirmislerdir.
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Bu koruyucu sistemin bilesenlerinden bazilar1 karotenoidler, askorbat, a-tokoferol,
glutatyon, gibi antioksidanlar ve glutatyon redilktaz (GR), katalaz (CAT), slperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POX) gibi antioksidan enzimlerdir (Chinnusamy vd. 2005).

2.3. Silisyumun Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Silisyum, periyodik tablonun 4A grubunda yer alan, atom sayisi 14 olan bir
ametaldir. Bu element Silikon (Si) ismiyle de bilinmekte olup yeryiiziinde en ¢cok bulunan
elementlerin basinda gelmektedir. Silisyum, oksijenden sonra bilesik halinde en gok
bulunan elementtir. Yerkabugu ortalama olarak %25-28 silisyum igerir. Si bilesikleri
(silikon dioksit veya silikatlar) topragin %60'indan fazlasini olusturur. Toprak
cozeltisinde Si konsantrasyonu silisik asit formunda olup 3.5 ila 40 mg Si L™ arasindadir
(Marschner 1995).

Yer kabugunda oldugu gibi silisyum bitkilerde de yiiksek miktarlarda bulunur.
Cesitli bitki tiirleri farkli miktarlarda silisyum igerigine sahiptir. Bitki ¢esidine gore Si
icerigi, bitkilerin kuru agirliklarinda %0.1 ila %10 arasinda degismektedir (J. F. Ma vd.
2002). Bitki cesitleri arasindaki bu biiylik fark, bitki koklerinin farkli Si alma
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir (Takahashi vd. 1990).

Silisyum, bitkilerde bol miktarda bulunmasina ve bitki gelisimi i¢in de yararl
olmasina ragmen mutlak elementler arasinda yer almamaktadir (Epstein 1999).
Silisyumun mutlak elementlerden biri olarak gdésterilmemesinin sebebi; Arnon ve Stout
tarafindan olusturulan, bir elementin mutlak element olmasi i¢in gerekli olan 3 kriteri
karsilayamamasindandir (Arnon ve Stout 1939). Bu kriterler:

— Elementin eksikliginde, bitkinin gelisimini tamamlayamamasi
— Elementin islevinin bagka bir mineral element tarafindan karsilanamamasi
— Elementin bitkinin metabolizmasinda dogrudan yer almasi

Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda silisyumun biyotik ve abiyotik streslere
kars1 faydali rollerinin oldugu ve eksikliginde olumsuz degisimlerin meydana geldigi pek
cok caligmayla gosterilmistir (Miyake ve Takahashi 1978, 1983; Gong vd. 2005;
Romero-Aranda vd. 2006).

Silisyum, bitkilerde coklu stres kosullariyla bas etmede faydali olan nadir
elementlerden biri olup fazla miktarda biriktiginde bitkiye zarar1 olmayan tek elementtir
(J. F. Ma vd. 2002). Bitki kokleri vasitasiyla topraktan silisik asit [Si(OH)4] veya mono
silisik asit [H4SiO4] seklinde alinan silisyum, daha sonra polimerleserek yapraklarda,
govdede ve govde ylzeyinde cift katmanli bir yapi olusturur (Yoshida vd. 1959).
Silisyumun bitkiye sagladig1 bir¢ok yararin, epidermal dokularda olusturdugu bu silika
jel katmani sayesinde oldugu diisiiniilmektedir. Olusan bu silika yapi, bitkileri fungal ve
hagere saldirilarina kars1 daha dayanikli hale getirmektedir. Ayrica silisyum, bitkinin 151k
alma yetenegini artirabilmekte ve terleme kayiplarini en aza indirebilmektedir. Kisacasi
silisyumun bitkilere sagladig1 faydalar, metabolik degil, daha c¢ok onlarin fiziksel
yapilarina sagladigi katkilar sayesinde olmaktadir (Yoshida vd. 1959; J. F. Ma vd. 2002).
Yine bazi bitkilerde silisyum, bir veya daha fazla savunma mekanizmasini uyarmak
suretiyle hastaliklara karsi konak direncini arttiran aktif bir fonksiyona sahiptir (Fauteux
vd. 2005).
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2.4. Genom Arastirma YOntemleri

Sekanslama zamaninin ve maliyetlerinin azalmasi ve genom dlzenleme
tekniklerinin kesfi sayesinde tip, molekiiler biyoloji, hayvancilik ve bitki 1slahi
caligmalar1 konusunda son yillarda biiyiik gelismeler kaydedilmistir. Yapilan bu
caligmalarla insan genomunda yer alan birgok genin islevi aydinlatilmig, hastaliklarla
olan iligkileri incelenmistir. Bu sayede bilinmeyen bir¢ok hastaligin molekiiler temeli
ortaya ¢ikarilmis ve bazilariin tedavisi de miimkiin olmustur (Schadt vd. 2005; Tastan
ve Sakartepe 2018).

Tipta ve hayvancilikta oldugu gibi, bitkiler tizerinde de genetik ¢alismalar yogun
bir sekilde devam etmektedir. Yapilan calismalarla, biyotik ve abiyotik streslere
toleransli, verimli, besin igerigi yiiksek ve kaliteli tirinler veren yeni ticari gesitlerin
gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu iiriinlerin elde edilmesinde klasik 1slah yontemlerinin
yani1 sira biyoteknolojik yontemlerden de faydalanilmaktadir. Geleneksel 1slah
yontemleri, yogun is giicii ve uzun zamanlara ihtiya¢ duymakta iken biyoteknolojik
yontemlerle ayn1 amaca, daha az maliyetle, daha kisa zamanda ve daha az is giiciiyle
ulasilabilmektedir.

Sekanslama maliyetlerinin diismesi ve hizinin artmasi, 15 yillik kisa bir sire
icerisinde musir, ¢eltik, tUtln, domates gibi 6nemli bitkilerin genomlarinin
sekanslanmasiyla sonu¢lanmistir. Bununla birlikte halen bu sekanslarin gen anotasyonu
ve fonksiyonel analizlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu genlerin islevini aydinlatmak,
ardindan yapilacak ¢aligmalarin da oniinii agmaktadir.

Bir genin islevini aydinlatmak i¢in yapilan genetik ¢alismalarin temelini, o genin
DNA dizisinden yola ¢ikilarak yapilan ¢aligmalar ve o geni barindirmayan mutant
organizmalarin fenotipleriyle yapilan ¢alismalar olusturmaktadir. Son yillarda TALEN
ve CRISPR gibi genom diizenleme araglarinin kesfiyle birlikte, RNAi ve asir1 ifadeleme
(over-expression) teknikleri yoluyla ydritilen anotasyon ¢alismalari da hiz kazanmustir.

2.5. Yeni Nesil Genom Diizenleme Araglari

Yeni nesil genom diizenleme araglari; molekiiler biyoloji, tip, bitki 1slah1 gibi
cesitli alanlarda kullanilan, genomda diizenleme yapilmasina olanak taniyan, son yillarda
biiylik ilerlemeler kaydetmis sistemlerdir. Bu sistemler, gen tedavisi (hatali genlerin
duzeltilmesi), delesyon ve insersiyon (nlkleotid ekleme-¢ikarma) yoluyla mutasyon
olusturma, yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi gibi biyoteknolojik ¢aligmalarda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir (Cai ve Yang 2014). Son yillarda yaygin olarak kullanilmaya
baslayan en 6nemli genom diizenleme araglari dizi spesifik niikleazlardir (ZFN, TALEN,
CRISPR) (Gaj vd. 2013; Akbudak ve Kontbay 2017).

2.5.1. ZFN’ler (Zinc finger nucleases)

Genomda modifiye edilmek istenen sekansa gore dizayn edilen ve genomun
istenilen noktasindan kesim yapabilen ilk genom diizenleme arac1t ZFN’ler (Zinc Finger
Nucleases)’dir. ZFN’ler, iki par¢cadan olusmaktadir. Birinci parga DNA’ya baglanan Zinc
Finger (ZF) proteinleridir. ikinci parca ise DNA’y1 kesen, Flavobacterium okeanokoites
bakterisinden izole edilen FoKI niikleazdir (Samanta vd. 2016). Iki yapimnin yapay olarak
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birlestirilmesiyle olusan bu 0&zellestirilmis niikleaz, genomu modifiye etmek igin
kullanilmaktadir.

FokI niikleazinin kesim yapabilmesi i¢in baska bir FOKI niikleaziyla dimerize
olmasi1 gerekmektedir (Kim vd. 1996). Bu sebeple, bir genomda modifikasyon
olusturmak igin, iki adet ZFN tasarlanmasi gerekmektedir. iki ZFN monomerinden olusan
ZFN sisteminde, her bir ZFN monomeri en az 3 adet ZF icermektedir. ZF motiflerinden
her biri 3 bp’lik spesifik bir DNA sekansini tanimaktadir. Bu da ona en az 18 bp
uzunlugunda bir tanima bolgesi 6zgiilligi kazandirmaktadir (Kim vd. 1996; Voytas
2013). Bu iki ZFN’den bir tanesi ¢ift iplikli DNA’nin iist zincirine baglanirken, diger
ZFN alt zincire baglanmaktadir. Ayrica ZFN’nin ¢ift iplik kirig1 olusturabilmesi igin,
ZFN monomerlerinin baglanma sekanslarinin arasinda 5-7 bp’lik aralik dizi (spacer)
olmas1 gerekmektedir. Kesim islemi bu spacer bolgeden yapildigi i¢in, kesim yapilmak
istenen hedef bolge bu aralikta olmalidir (Osakabe ve Osakabe 2015).

ZFN sisteminde, iki ZFN monomerine ve spacer bolgeye ihtiyag duyulmasi,
sistemin kullanilmasi i¢in kisitlama getirse de sisteme ekstra 6zgiilliik saglamaktadir. Bu
sayede cok biiylik genomda bile herhangi bir yanlis baglanma olmadan hedef bolgeden
kesim yapilabilmektedir (Gaj vd. 2013; Akbudak ve Kontbay 2017).

ZFN teknolojisi bir¢ok calismada genom diizenleme araci olarak kullanilmastir.
Zebra balig1 (Foley vd. 2009), sigan (Mashimo vd. 2010), tutin (Townsend vd. 2009),
musir  (Shukla vd. 2009), Drosophila melanogaster (Carroll 2011) gibi cesitli
organizmalarda ZFN teknolojisi basariyla uygulanmstir.

ZFN sistemi diger sistemlere gore daha oOzgiildiir. Ancak ZFN sistemi,
uygulanmasinin diger genom diizenleme araglarina gore daha fazla zaman alici, zahmetli
ve maliyetli olmasi, her organizma i¢in tasarlanamamasi1 gibi dezavantajlara sahip
oldugundan, diger sistemlerin gerisinde kalmistir (Urnov vd. 2010).

2.5.2. TALEN’ler (Transcription Activator Like Effector Nucleases)

Ikinci nesil genom diizenleme araclarindan olan TALEN sistemi, ZFN sistemine
alternatif olarak 2011 yilinda kullanilmaya baslanmistir (Bogdanove ve Voytas 2011).
TALEN sistemi de tipki ZFN sistemi gibi bir niikleaz ve bu niikleaza hedefe baglanmasi
icin rehberlik eden baglanma domaininden olusmaktadir. TALEN sisteminde bulunan
baglanma domaini, TAL (Transcription Activator-Like) efektorleridir.

TALE proteinleri, her biri tek niikleotidi taniyan ve bu niikleotidlere baglanan 10-
30 tekrarli ardisik dizilerden meydana gelmektedir. Bu tekrarlarin her biri 33-35
(genellikle 34) amino asitten olugmaktadir. Her tekrarin 12. ve 13. pozisyonunda bulunan
ikili amino asit, RVD (repeat variable diresidue) olarak adlandirilmigtir. D6rt RVD’den
(NI, NG, NN ve HD) her biri farkli niikleotidi (A, T, G, C) tanimaktadir. Kisacast TALEN
sisteminde hedef bolgeye baglanma 6zgiilliigiinii RVD’ler saglamaktadir (Bogdanove ve
Voytas 2011).

Hedeflenen DNA dizisine gore yeniden tasarlanmis, uygun RVD’ler barindiran
TAL efektor proteinler sayesinde, genomun istenilen bdlgesinde cift iplik kirig
olusturulabilmektedir. TALEN sisteminin genomda ¢ift iplik kirig1 olusturabilmesi i¢in,
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bir ¢ift TALEN gereklidir. Bu TALEN’lerden biri iist iplik¢ige baglanirken digeri alt
iplik¢ige baglanmaktadir. Bu sayede, FOKI niikleazlarinin kesim yapabilmesi icin gerekli
olan dimerizasyon meydana gelmekte ve kesim gerceklesmektedir. Ayrica ZFN
sisteminde oldugu gibi TALEN sisteminde de iki baglanma domaini arasinda spacer
(aralik) bolgenin olmasi gerekmektedir. TALEN sisteminde spacer bolge genelde 14-18
bp uzunluktadir (Chen ve Gao 2013; Voytas 2013).

Gunumuzde TALEN’ler, ligasyon temelli metotlarla kolay bi sekilde elde
edilebilir hale gelmistir. Bu metotlardan en yaygin olani Golden Gate Assembly
metodudur. Bu metot sayesinde 5 gunde, hedef bélgeyi kesmek tizere bir TALEN sistemi
inga edilebilmektedir (Cermak vd. 2011).

TALEN sistemi yalnizca cift iplik kirigr olusturmak i¢in degil, gen ifadesinin
diizenlenmesi iginde kullanilmaktadir. Ornegin kesim domaini yerine transkripsiyonel
aktivatorler ya da baskilayicilar kullanilarak hedef genin ekpresyon diizeyi kontrol altina
alinabilmektedir (Baltes ve Voytas 2015). TALEN sistemi, Arabidopsis thaliana, tutn,
arpa, bugday, celtik, Brachypodium, misir ve patates gibi bitkilerde basariyla
uygulanmistir (Cermak vd. 2011; Li vd. 2012; Christian vd. 2013; Shan vd. 2013; Wendt
vd. 2013; Zhang vd. 2013; Char vd. 2015; Clasen vd. 2016).

2.5.3. CRISPR/Cas9 sistemi (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/ CRISPR associated)

Dizi spesifik niikleazlarin her birinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Ancak
CRISPR, ZFN ve TALEN’e gore ¢ok daha yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunun
bircok sebebi olsa da temel sebebi CRISPR’in diger araglara goére daha ucuz ve
hazirlanmasinin kolay olmasidir (X. Ma vd. 2016).

CRISPR/Cas9 sistemi (kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar),
bakteri ve arkealarin biiylik bir kisminda bulunan, bulundugu hiicrenin genomunu
yabancit DNA’ya (virlis DNA’s1 ve plazmid gibi) kars1 koruyan bir bagisiklik sistemidir.
Bu sistem sayesinde prokaryot hiicre, yabanci DNA sekansini taniyip keserek, kendi
genomunu yabanct DNA’nin zararindan korumaktadir (Bolotin vd. 2005; Mojica vd.
2005; Pourcel vd. 2005).

Prokaryot organizmalarda, siniflandirilmis ii¢ tip CRISPR sistemi bulunmaktadir.
Bunlardan mekanizmasi en 1yi bilinen ve en ¢ok calisilan sistem Tip II CRISPR
sistemidir. Bu sistemde Cas9 ad1 verilen endoniikleaza rehberlik eden, tracrRNA (trans-
aktive edici CRISPR RNA) ve crRNA (CRISPR-RNA) adinda iki RNA bulunur.
Prokaryotik hiicre, yabanci DNA saldirisina maruz kaldigi zaman, yabanci DNA’nin
dizisini, genetik hafiza gibi ¢alisan CRISPR sistemine kaydetmektedir. Bu kaydetme isi,
yabanci DNA’nin belirli bir kismini (spacer), CRISPR sisteminin 6zdes tekrar dizileri
(identical direct repeats) arasina kopyalamak suretiyle yapilmaktadir. Yabanci DNA
hiicreyi tekrar enfekte ettigi zaman, CRISPR dizilerinin transkripsiyonuyla olusan,
protein kodlamayan, tractRNA ve crRNA, Cas9 niikleaziyla birleserek riboniikleoprotein
kompleksi olusturur ve yabanct DNA’y1 taniyarak keser (Doudna ve Charpentier 2014).
CRISPR sisteminin ¢alisma mekanizmasi Sekil 2.2°de gosterilmistir (Atmos 2009).
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Sekil 2.2. CRISPR/Cas9 sisteminin ¢alisma mekanizmasi

Cong ve ark. 2013 yilinda bakterilerin dogal savunma mekanizmasi olan
CRISPR/Cas9 sisteminin bilesenlerini modifiye edip insan genomuna uygun hale
getirmislerdir (Cong vd. 2013). Genom diizenlemek i¢in yeniden programlanmis CRISPR
sisteminde crRNA ve tractrRNA birlestirilerek kimerik bir RNA olan guide RNA (gRNA-
rehber RNA) tiretilmistir. Tasarlanan CRISPR vektorleri sayesinde gRNA ve Cas9 ayni
anda sentezlenebilmektedir. Hedef bolgeye komplementer bir gRNA tasarlanmasiyla
genomun istenen yerinde cift iplik kesigi olusturulabilmektedir. gRNA’nin ortalama
olarak 20 bp uzunlukta olmas1 gerekmektedir. CRISPR sisteminin hedef bolgede ¢ift iplik
kirig1 olusturabilmesi i¢in hedef bolgenin asagr kisminda (downstream) 5'-NGG-3’
sekansinin bulunmasi gerekmektedir. Bu korunmus ii¢lii sekansa PAM (protospacer
adjacent motif) ad1 verilmistir. PAM sekans1 CRISPR sisteminin hedef bolgede ¢ift iplik
kirig1 olusturmasi igin mutlaka gereklidir (Jinek vd. 2012; Cho vd. 2013; Mali vd. 2013).
Siklikla NGG olarak bulunan PAM sckansi nadiren de olsa NAG seklinde
bulunabilir(Hsu vd. 2013).

Hedef bolgeye komplementer olan gRNA’nin, hedef bélgeyi bulup, RNA-DNA
hibrit yapisini olusturmasiyla, gRNA’nin rehberlik ettigi Cas9 niikleaz, PAM sekansinin
3-4 nikleotid gerisinden (upstream) DNA’nin alt ve iist iplik¢igini keser (Sekil 4.4).



KAYNAK TARAMASI D. CETIN

Cas9 .
3
sgRNA
C*H}U'H'G’MCW*W%'H, 4
TICIAIGICITICITITICIGICIGIT[AICIT] AIGIGIAICITITICIGICIGITIAICITIGIG
AlGITICIGIAIGIAIAIGICIGICIAITIGIAICICIAIGITIAICIGIAICITIGIAICITIGIAICIGITIA A AIG! TICICITIGIAIAIGICIGICIAITIGIAICIC

Sekil 2.3. CRISPR/Cas9 sisteminin DNA'y1 kesmesi (Akbudak ve Kontbay 2017)

CRISPR/Cas9 sistemi, domates (Brooks vd. 2014; Ito vd. 2015; Pan vd. 2016),
patates (Butler vd. 2015), celtik (Shen vd. 2017), tuttin (Gao vd. 2015) ve Arabidopsis
(Feng vd. 2013) gibi bir¢ok bitki tlriinde genom diizenleme araci olarak basariyla
kullanilmig ve kullanilmaya devam edilmektedir.

2.6. Genom Diizenleme ve DNA Onarim Mekanizmalari

DNA kiriginin meydana gelmesini takiben hiicre, genom biitlinliiglinii korumak
icin meydana gelen kirig1 hemen tamir eder. Bu tamir asagida agiklandig iizere iki sekilde
gerceklesir (Sekil 5.5).

1- HR- Homologous Recombination (Homolog Rekombinasyon)
2- NHEJ- Non-Homologous End Joining (Homolog Olmayan Uglarin Birlesmesi)

Homolog rekombinasyon mekanizmasinda; hiicre, diger iplik¢igi kalip DNA
olarak kullanarak, ¢ift zincir kirigr olan DNA boélgesini tamir etmektedir. Bu
mekanizmadan yararlanilarak, ¢ift zincir kirig1r olusturulan bolgenin her iki ucuna
homoloji gosteren bir donér DNA kullanimiyla, genomda istenilen degisiklik
yapilabilmektedir (Smith 2001).

Homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ) mekanizmasinda ise; hiicre, kalip
DNA kullanmayarak ¢ift iplik kirigini rastgele ve kusurlu olarak tamamlamaktadir.
Rastgele yapilan bu tamir islemi cogunlukla DNA diziliminde insersiyon ve delesyonlara
sebep olmaktadir. Olusan insersiyon ve delesyonlar ise ¢cergeve kaymasi veya olusan stop
kodonu nedeniyle mutasyon meydana getirmektedir. Bu tamir mekanizmalarindan NHEJ,
HR’ye gore oldukca baskindir. Genellikle bir hiicrede tamir mekanizmasi olarak %99,9
oraninda NHEJ mekanizmasi kullanilirken, sadece %0,1 oraninda HR mekanizmasi
kullanilir (Shuman ve Glickman 2007; Akbudak ve Kontbay 2017).
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Sekil 2.4. Okaryot hiicrenin endojen tamir yolaklari

Sonug olarak hedef DNA bdlgesinde ¢ift iplik kirig1 olusturduktan sonra, hiicrenin
dogal DNA onarim mekanizmalarindan yararlanilarak, genomda istenilen degisiklik
yapilabilmektedir.

2.7. Celtikte Lsil Geni ve Diger Bitkilerdeki Ortologlar

Bitkilerdeki silisyum alim metabolizmasinin anlasilmasi noktasinda son yillarda
biylk mesafeler kat edilmistir. Jian Feng Ma vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismayla
topraktan koke silisyum alimini saglayan gen olan Lsil ilk defa geltikte tanimlanmustir.
Bu genin molekiiler isaretleyiciler (marker) sayesinde haritalamasi yapilmis ve geltigin
ikinci kromozomunun uzun kolundaki bir gen bolgesinin silisyum alimindan sorumlu
oldugu gosterilmistir. Arastirmacilar bu gene Low Silicon Rice (Lsil) adin1 vermislerdir.
Bes ekzon, dort introndan olusan bu genin kodladig1 protein, aquaporin familyasinda
Nod26 benzeri major intrinsik protein (NIP) alt familyasina aittir. Bu protein hem
ekzodermis hem de endodermis hiicrelerinin distal yani merkezden uzak tarafindaki
plazma membrani iizerinde lokalize olmustur. Bu ¢alismadan bir y1l sonra yine benzer
yontemlerle Lsi2 geni tanimlanmistir. Bu genin kodladig1 protein ise yine kokiin hem
ekzodermis hem de endodermis hiicrelerinde bulunmaktadir. Ancak bu gen, Lsil gibi
distal tarafta degil hiicrenin proksimal (merkeze yakin) tarafindadir. Yapilan ¢aligmalar
Lsi2 geninin, Lsil gibi topraktan koke silisyum tasimasi yapmadigini gostermektedir.
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Lsi2, koke Lsil tarafindan alinan silisyumu kok hiicrelerinden iletim borularina tagiyan
bir tastyici olarak gorev yapmaktadir (Ma ve ark., 2007).

Lsil geni tarafindan iiretilen tasima kanalinin sadece silisyum akiginda gorev
almadig1, baska elementlerin de akigina aracilik ettigi gosterilmistir. Zhao vd. (2010)
yaptiklar1 calismayla Lsil geninin Xenopus laevis oositlerinde ifade edilmesini saglamis
ve bu oositleri arsenit (As (II1))’e maruz birakmislardir. Lsil genini ifade eden oositlerin,
yabani tip oositlere nazaran arsenit (As (I11))’i daha az barindirdigin1 gostermislerdir.
Elde ettikleri verilerle Lsil geninin, arsenitin hiicre disina akimini sagladigi sonucuna
varmislardir. Ayrica Lsil geninden yoksun celtik mutantlar1 iizerinde yaptiklari
calismayla, Lsil geninin, geltik bitkisinin kokiinde arsenit akisinda rol oynadigimi
gostermislerdir (Zhao vd. 2010).

Lsil geninin Ma ve ark.(2006) tarafindan ¢eltikte tanimlanmasindan sonra, diger
bitkilerdeki Lsil ortologlarini bulma c¢alismalari hiz kazanmistir. Chiba vd. (2009)
yaptiklar1 ¢alismayla Lsil geninin, arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisindeki ortologu olan
HvLsil genini tanimlamiglardir. HVLSI1 geninin kodladig tasiyici, geltikten farkli olarak,
arpada seminal koklerdeki epidermal ve kortikal hiicrelerde ve lateral koklerdeki
hipodermal hiicrelerde bulunmaktadir (Chiba vd. 2009). Misir (Zea mays L.) bitkisinde
silisyum alimindan sorumlu olan Lsil homologu ZmLsil, 2009 yilinda belirlenmistir.
Misir bitkisinde ise silisyum tasiyicilari, seminal ve ta¢ koklerdeki epidermal ve
hipodermal hiicreler ile lateral koklerdeki kortikal hiicrelerde bulunmaktadir. Bu iki
bitkinin kok yapilarindan dolayi, silisyum tasiyicilar1 geltikten farkli lokalizasyon
gosterse de tasiyicilarin polar lokalizasyonu ¢eltikle benzerdir. Bu bitkilerin, yiiksek
silisyum alim giigleri, polar lokalizasyonlu silisyum alim kanallarina sahip kdklerine
atfedilmistir (Mitani vd. 2008). 2015 yilinda yapilan matematiksel bir modelleme,
piringte etkili silisyum alimi i¢in, silisyum tagima kanallarinin polar lokalizasyonunun en
uygun kombinasyon oldugunu dogrulamistir (Sakurai vd. 2015).

Mitani vd. (2011)’in yaptiklariyla ¢alismayla balkabaginda (Cucurbita moschata)
Lsil homologu olan CmLsil geni tanimlanmistir. Balkabagindaki CmLsil geni, piring,
musir ve arpadaki gibi polar lokalizasyon gostermemis ve tum kok hucrelerinde ifade
edilmistir (Mitani vd. 2011).

Farkli bitkilerde silisyum alimimndan sorumlu olan, Lsil geninin homologunu
bulma ¢aligmalart devam etmis ve bugdayda TaLsil (Montpetit vd. 2012), atkuyrugunda
(Equisetum arvense) (Grégoire vd. 2012) EaNIP3;1, soyada GmNIP2, patateste
StLsil(Vulavala vd. 2016) ve salatalikta CsLsil (Sun vd. 2017) tanimlanmuistir.

Domateste Lsil geninin homologunu bulmak igin ilk ¢alisma 2015 yilinda
yapilmistir (Deshmukh vd. 2015). Caligmada elde edilen SILsil, Xenopus laevis
oositlerinde silisyum i¢in tagima aktivitesi gostermemistir.

Lsil geni Vatansever ve ark., (2017) tarafindan domateste in silico olarak
tamimlanmustir. Sun vd. (2020) yakin zamanda yaptiklar1 bir ¢alismayla Lsil homologu
SILsi1 geninin, domateste silisyum alimindan sorumlu gen oldugunu gdstermislerdir (Sun
vd. 2020). Arastirmacilar, biyoinformatik yollarla, piringteki Lsil genine homoloji
gosterdigini tespit ettikleri SILSi1/SINIP2-1 genini, domatesten izole edip Xenopus laevis
oositlerine aktarmiglardir. SILsi1 geni tasiyan Xenopus laevis oositleri, silisyum tagima
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aktivitesi gdstermistir. Ikinci kontrol olarak SILsi1 genini, Lsil genini tasimayan mutant
celtik bitkilerine aktarmislardir. Normalde silisyum alamayan mutant celtik bitkilerinin
SILsi1 geni sayesinde silisyum aldigin1 gostermiglerdir. Ayrica tigiincii kontrol olarak,
domateste SILsil geninin asir1 ifadelenmesini saglamiglardir. Topraga, silisyum analogu
element olan germanyum (Ge) ilave etmisler ve SILSi1 genini asir1 ifade eden domates
koklerinde, Ge konsantrasyonunun arttigini tespit etmislerdir. Bu sonuglar, SILsil’in
domateste silisyum alimimdan sorumlu gen oldugunu gostermektedir.

Ug ¢alismada da biyoinformatik yollarla domateste silisyum alimindan sorumlu
oldugu diisiiniilen gen ayni gendir (SINIP2-1). Bununla birlikte, Deshmukh ve ark. ile
Sun ve ark.’1n sonuglari birbiri ile drtiismemektedir. Deshmukh ve ark., SINIP2-1 geninin
Xenopus laevis oositlerinde silisyum i¢in tagima aktivitesi gdstermemis olmasindan
dolay1, SILsil geni olmadigimi sdylemislerdir. Ancak Sun ve ark. ii¢ ayri kontrol
yontemiyle yaptiklar1 caligmayla SINIP2-1 geninin SILsil geni oldugunu ifade
etmislerdir. Ayrica Xenopus laevis ¢alismasini bagimsiz iki farkli laboratuvarda ayri
ekipler tarafindan yaptiklarini belirterek dogrulugunu savunmuslardir (Deshmukh vd.
2015; Sun vd. 2020).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. gRNA Tasarimi ve Vektor Dizaym

SILsil geni bes eckzona sahiptir ve domatesin Uglincli kromozomunda
bulunmaktadir. CRISPR-P programi kullanilarak bu genin ikinci ekzonunda bulunan
GCTTGGAGCGTCCGTAGCTGG (alt1 ¢izgili olan tiglii baz PAM sekansidir) bolgesi
gRNA baglanma bolgesi olarak se¢ilmistir.

Calismada, CRISPR/Cas9 vektoriiniin dizayn edilebilmesi i¢in Jacobs ve Martin
(2016)’nin Onerdigi protokolden yararlanilmistir. Protokole goére hazirlanan gRNA
p201N Cas9 plazmidine (AddGene Plasmid #59175) klonlanmistir (Sekil 3.1).
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(13,741) Aatll __
(13,739) Zral —
(13,734) SgrDl ———
(13,730) Mlul ————
(13,711) Sacll —

(12.828) Aarl —— #
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Acll (1330)
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10516 Blpl —— EED pGEX 3' {3844 . 3866)
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(9815) Shfl
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\\ AsiSl (5346)
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" ™
“  M13/pUC Reverse (6349 .. 6371)
M13 Reverse (6368 .. 6384)

(7627 .. T646) Neo-R 4 Meo-F (7017 .. 7036)
(7135) Ncol Rsrill (7052)

Sekil 3.1. p201N Cas9 Vektoriiniin Haritas1

gRNA’y1, p201N:Cas9 vektorl icerisine klonlamak igin vektor, Spel ve Swal
(New England Biolabs) kesim enzimleri ile kesilip lineer hale getirilmistir.
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3.1.1. Spel kesimi

Cizelge 3.1°de verilen Spel kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat inklbasyona
brrakilmistir.

Cizelge 3.1 Spel kesim reaksiyonu

p201N:Cas9 8 puL
Spel 1uL
Buffer (CutSmart) 2 uL
Nukleaz icermeyen H2O 9uL

3.1.2. Purifikasyon

Kesim drdndnan parifikasyonu, QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) ile
asagida aciklandigi sekilde yapilmistir;

° Piirifikasyonu yapilacak her 1 hacim 6rnek basina 5 hacim PB Buffer
eklendi ve karistirildi.

° Pirifikasyon kolonlar1 2 mI’lik santrifiij tlptne konuldu.

° DNA’y1 baglamak i¢in drnekler kolona yiiklendi. 60 sn. santrifiij yapildi.
Tiipte toplanan s1vi kisim dokiildii ve kolon ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

° Yikama icin kolona 750 pl PE Buffer eklendi. 60 sn. santrifiij yapildi.
Tlipte toplanan s1v1 tekrar dokiildii. Kolon ayni tiipe yerlestirildi.

° Kalan yikama tamponunu uzaklastirmak i¢in kolon ayni tlpin i¢indeyken
1 dk. daha santrifiij yapildi.

) Kolon, temiz bir 1.5 mI’lik mikrosantrifuj ttpiine konuldu.

° DNA’y1 kolondan uzaklastirip tiipe aktarmak i¢in 50 ul EB Buffer eklendi.
1 dk. santrifij yapildi. (Verimi artirmak i¢in EB Buffer miktar1 30 ul’ye diisiirtilebilir.
Ayrica santrifiijden once 1 dk. beklemek de verimi artirabilir.)

3.1.3. Swal kesimi

Spel ile kesilen ve piirifikasyon islemi uygulanan vektorii, Swal restriksiyon enzimi ile
kesmek icin agagidaki reaksiyon hazirlanarak 25°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmaistir.
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Cizelge 3.2 Swal kesim reaksiyonu

p201N:Cas9 (Spel ile lineer hale getirilmis halde) 17 pL

Swal 1uL

Buffer (3.1) 2 uL

3.1.4. Ligasyon

Lineer hale getirilmis p201N:Cas9 vektorii, MtU6 promotoru, scaffold ve gRNA,
ligasyon yoluyla birlestirilerek SILsil-CRISPR vektoriu (Sekil 3.2) olusturulmustur.
Ligasyon reaksiyonu asagidaki cizelgede gosterildigi gibi hazirlanarak, 50°C’de 1 saat
inkibasyona birakilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Ligasyon reaksiyonu

p201N:Cas9 (100 ng) 4 uL
MtU6 promotor (50 ng) 1L
Scaffold (12 ng) 1L
SILsil gRNA 1uL

NEBuilder (HiFi DNA assembly mix) | 5puL

Nukleaz icermeyen H.O 8 uL
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20-bp
overlaps N’\\Uﬁ

Sekil 3.2. SILsi1-CRISPR vektori

3.1.5. Vektoriin ¢ogaltilmasi

Ligasyon sonrasi gRNA’nin entegre oldugu vektérin cogaltilabilmesi ve
secilebilmesi icin ligasyon reaksiyonu E. Coli bakterilerine transformasyon yoluyla
aktarilmistir. Transformasyon igslemi su basamaklardan olusmaktadir;

° -80°C’de muhafaza edilen, gliserol stok halde bulunan kompetent E.coli
(DH5a) bakterileri buz tizerine yerlestirildi.

° Vorteks yapilmadan, buz kristal goriiniimiiniin kaybolmasi beklendi.
° Buz lzerinde temiz bir mikrosantrifij tlpine 60 uL E.coli hiicresi alindu.
° Kompetent hiicreler hassas yapilar oldugu i¢in pipetle alinirken pipetaj

yapmamaya, tek seferde alinip birakilmaya 6zen gosterildi.

° E.coli (DH5a) hiicrelerine 10 uL (100 pg-1 ng) cogaltmak istenilen vektor
eklendi.

° Pipetaj yapilmadi, karismasi i¢in 4-5 kez tlipe parmakla nazik¢e vuruldu.
° Karigim 30 dk. buz tzerinde inkibe edildi.

° Onceden ayarlanmis ve 42°C’ye ulasmis su banyosu ile 30 sn. 1s1 sokuna
maruz birakildi.

° Tekrar buz tizerine alinarak 5 dk. daha inkibe edildi.

) Tupun Gzerine 950 pl antibiyotik icermeyen Luria-Bertani (LB) ortami1
eklendi.
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° 1 saat boyunca 37°C sicaklikta 250 rpm hizla ¢alkalanmaya birakildu.

° Onceden hazirlanmis, 50 mg/L kanamycin (p201N:Cas9 icin segici
antibiyotik) iceren LB agar tizerine ekim yapildi.

° Petriler ters cevrilerek 37°C sicaklikta gece boyunca beklemeye birakildi.
3.1.6. Koloni PCR ile dogrulama

Antibiyotige dayanikli kolonilerde ligasyon islemini dogrulamak i¢in koloni PCR
yontemi kullanilmistir. PCR 0Oncesinde, kolonilerden steril pipet ucu veya kirdan
yardimiyla bir miktar hiicre alinip 1 ml siv1 besi yerinde 3-4 saat 37° C’de inkubasyona
birakilmistir.

Cizelge 3.4. Koloni PCR reaksiyonu

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 12 ul
Forward primer (StUbi3P218R) 1l
Reverse primer (IscelR) 1pl
Koloni kiltdrd 3 ul
Nukleaz icermeyen H2O 8 ul
Toplam 25 pl

Cizelge 3. 5. Koloni PCR kosullar1 tablosu

Sicaklik Sire Tekrar Sayisi
95°C 3 dk. 1
95°C 30 sn.

58 °C 30 sn. 31
72°C 30 sn.
72 °C 5 dk. 1
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Koloni PCR sonucunda olusan tiriinler %1’lik agaroz jelde yurattlup, ligasyonun
basarili oldugu plazmitleri i¢eren koloniler tespit edilmistir.

3.1.7. Plazmid izolasyonu

Ligasyonun basarili oldugu ii¢ koloni segilerek plazmit izolasyonu amaciyla
cogaltilmistir. Bu iglem i¢in 50 mI’lik falcon tlipe 20 ml LB Broth, 20 ul kanamycin (50
mg/l) ve 20 pl kiltir eklenmistir. Karisim 37°C sicaklikta gece boyunca 200 rpm hizda
calkalanmistir. Ardindan GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) kitiyle
ureticinin talimatlarina gore plazmid izolasyonu yapilmustir.

3.1.8. Sanger sekanslama ile dogrulama

Izole edilen plazmitlerde, MtU6 promotor, SILsi1 gRNA, ve scaffoldun hatasiz bir
sekilde entegre oldugunu tespit etmek icin plazmitler Sanger metoduyla sekanslanmastir.
Sekanslamada StUbi3P218R primeri (5" ACATGCACCTAATTTCACTAGATGT 3')
kullanilmistir.

3.2. Elde Edilen Transformasyon Vektorinin (SILsil-CRISPR) Agrobacterium
tumefaciens’e Aktarilmasi

SILsi1-CRISPR vektorinin domatese transformasyonu icin Agrobacterium
tumefaciens (LBA4404) kullanilmistir.

Vektor Agrobacterium’a asagida detaylar1 verilen elektroporasyon yontemiyle
aktarilmastir.

. Kompetent halde bulunan A. Tumefaciens LBA4404 hicreleri -80°C’lik
dolaptan ¢ikarilip buz iizerine alindu.

. 0,2 cm bosluga sahip elektroporasyon kiiveti (Gene Pulser/MicroPulser,
BIO-RAD) buz iizerinde sogutuldu.
o Buz iizerinde sogutulmus, steril bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 50 ul

A. Tumefaciens LBA4404 hiicresi koyuldu. Uzerine 1 pl vektor ilave edildi.

o Tup 1-2 dk. buz tzerinde tutuldu.

o Karisim buz lizerinde sogutulmus kiivet icerisine aktarildi. Kiivete bir iki
kez parmakla vurularak karisimin tabana indiginden emin olundu ve kiivetin kapagi
kapatildu.

o Vakit kaybetmeden kiivetin dig ¢eperi kurulanarak elektroporasyon
cihazina (Eppendorf Eporator) yerlestirildi.

J 5 milisaniye, 2.5 kv giiclinde ayarlanan cihaz ile kiivete akim verildi.

o Cihaz igerisinden ¢ikarilan kiivet tekrar buza yerlestirildi ve icerisine 1 ml
LB Broth eklendi.

o Buzdan ¢ikarilarak 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

) 1 saat sonunda diltisyonlar halinde Kanamycin (50 mg/l) iceren LB agar
petrilerine ekildi. 28°C’de inkiibasyona birakildu.

. 2-3 gun inklbasyon suresi sonunda olusan kolonilerden gliserol stok

hazirlanarak -80°C dolaba kaldirildi.
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3.3. Agrobacterium Aracihigiyla Transformasyon

Domates eksplantlarina Agrobacterium araciligiyla transformasyon, Cortina ve
Culiafiez-Macia (2004) tarafindan olusturulan protokole gore yapilmustir.

3.3.1. Bitki yetistirilmesi

Bu calismada ticari domates (Micro-Tom c¢esidi) tohumlar1 kullanilmistir.
Tohumlar 3 dk. %70°lik etanol ardindan 7 dk. %30’Iuk ticari gamasir suyu (%4,5 sodyum
hipoklorit) icerisinde tutulup yiizey sterilizasyonu gerceklestirilmistir. U¢ kez distile su
ile durulama yapilarak, etanol ve ¢amasir suyu kalintis1 kalmamasi saglanmistir.

Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar, igerisinde 60-70 ml ¢imlendirme ortami
bulunan kiiltiir kaplarina (OS 140BOX/Green Filter, 140x90 mm, Duchefa) ekilmistir.
Cimlendirme ortamu igerigi su sekildedir;

Cizelge 3.6 Cimlendirme ortami1

CIMLENDIRME ORTAMI
Murashige & Skoog medium including vitamins (Duchefa) 4405,19 mg/l
Siikroz (CAISSON) 30 g/l
Agar, Bacteriological (HIMEDIA) 8 gr/l

pH: 5.8’e ayarlandi. Ardindan 121°C’de 15 dk. otoklavlandi.

Kiiltiir kaplarina ekimi yapilan bitkiler, 25°C sicakliga sahip, %60 bagil nem bulunan
bitki biiylitme kabininde, uzun giin sartlarinda (16 saat giindiiz, 8 saat gece) blyumeye
birakilmistir.
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Sekil 3.3. Domates ekimi ve buyutilmesi A) Kiiltiir kaplarina ekilmis
domates tohumlari. B) Kiiltiir kabinda biiylimiis domates bitkileri

3.3.2. Agrobacteriumun hazirlanmasi

SILsi1-CRISPR vektorind barindiran Agrobacterium hiicreleri, gliserol stoktan
6ze yardimiyla alinip, Kanamycin (50 mg/l), Rifampicin (50 mg/l) ve Streptomycin (100
mg/1) antibiyotiklerini i¢ceren LB agar petrilerine ekilmistir. Rifampicin 1s1ga duyarl bir
kimyasal oldugu i¢in petriler aliminyum folyo ile kaplanarak 151k almas1 engellenmistir.
Daha sonra petriler 28°C’de inkibe edilmistir.

Ug giin sonunda olusan kolonilerden dze yardimiyla tek koloni segilerek, 50 mg/1
Kanamycin iceren 30 ml LB Broth igerisine aktarilmistir. Ardindan kiltiir, 28°C
sicaklikta 230 rpm hizda ¢alkalanmaya birakilmistir. Diizenli olarak absorbansi dlciilen
bakteriler, ODgoo = 0.5-0.6 degerine ulasilincaya kadar biiyiitiilmiistiir. istenen OD’ye
ulasilmadan yaklasik 4 saat once kiiltiir ortamina 200 pM acetosyringone (Sigma-
Aldrich) eklenmistir. Kiiltiirler istenen OD’ye ulastiktan sonra, oda sicakliginda 5000
rpm’de santrifiij edilmistir. Bakterilerin bulundugu pellet kismi1 korunarak, sivi besi
ortami ve antibiyotiklerin bulundugu siipernatant kismi ortamdan uzaklagtirilmistir.
Ardindan pellet, 1x MS ve 30 g/l siikrozdan olusan besi ortaminda tekrar ¢oziilmiistiir.
Bu sekilde bakteriler, eksplantlara bulastirmaya hazir hale getirilmistir.

3.3.3. Eksplantlarin hazirlanmasi

Yeterli biiyiikliige ulasan (yaklasik 4 haftalik) domates bitkilerinin yapraklar
eksplant olarak kullanilmistir. Yapraklar, steril kabin igerisinde, steril bistiiri yardimryla
govdeden ve dallardan kesilerek ayrilmistir. Yapraklarin u¢ kisimlari ile sap kisimlari da
kesilerek uzaklastirilmistir.
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Kesim Bolgeler

J X

Sekil 3.4. Yapragin kesim bolgeleri

Kesilen yapraklar ortalama olarak 6-8 mm? boyutunda parcalara ayrilmistir. Bu
islem, yapraklar 30 g/l siikroz i¢eren 1x MS ortaminin i¢inde tutularak yapilmistir. Bu
sayede yapraklarin kurumamasi saglanmistir. Eksplant, {ist kismi (adaksiyal) besi
ortamina degecek sekilde on kiiltiir ortami petrilerine yerlestirilmis ve oda sicakligindaki

karanlik ortamda iki giin inkiibasyona birakilmstir.

Cizelge 3.7. On kiiltiir ortami

ON KULTUR ORTAMI
Murashige & Skoog medium including vitamins (Duchefa)
Suikroz (Caisson)
Agar, Bacteriological (Himedia)
1-Naphthaleneacetic acid, NAA (Duchefa)
6-Benzylaminopurine solution, BAP (Sigma-Aldrich)

4405,19 mg/|
30 g/l

8 gr/l

1 mg/l

1 mg/l

pH: 5.8. 121°C’de 15 dk. otoklavlandi. Hormonlar otoklav sonrasi karigimin sicaklig

55°C’ye diistiikten sonra eklenmistir.
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Sekil 3.5. On kiiltiir ortamindaki eksplantlar

3.3.4. Agrobacterium’larin eksplantlara inokiile edilmesi

Iki giin boyunca &n kiiltiir ortaminda beklemis olan eksplantlar bos bir petri kab1
igerisine steril pens yardimiyla aktarilmistir. Onceden hazirlanmis olan inokiilasyona
hazir bakteri silispansiyonu, eksplantlarin {izerine eksplantlarin tamamini kaplayacak
sekilde dokiilmiistiir. Otuz dakika boyunca eksplantlar siispansiyon igerisinde hareket
ettirilerek tutulmustur. Negatif kontrol eksplantlar1 ise Agrobacterium icermeyen 1x MS
+ Siikroz (30g/1) karisiminda bekletilmistir. Otuz dakika sonunda bakteri stispansiyonun
icinden ¢ikarilan eksplantlar, yapragin alt kism1 (abaksiyal) ortama degecek sekilde es
kiiltiir ortami1 (Co-Culture Medium) igeren petri lizerine alinmistir.

Cizelge 3.8. Es kiiltiir ortami

ES KULTUR ORTAMI
Murashige & Skoog medium including vitamins (Duchefa) 4405,19 mg/l
Suikroz (Caisson) 30 g/l
Agar, Bacteriological (Himedia) 8 gr/l
1-Naphthaleneacetic acid, NAA (Duchefa) 1 mg/l
6-Benzylaminopurine solution, BAP (Sigma-Aldrich) 1 mg/l
Acetosyringone (Sigma-Aldrich) 200 uM

pH: 5.8, 121°C’de 15 dk. otoklavlandi. Hormonlar otoklav sonrasi karigsimin sicakligi
55°C’ye diistiikten sonra eklenmistir.
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Sekil 3.6. inokiilasyon ve es kiiltiir ortam1 A) Agrobacterium ile inokiile edilmis
eksplantlar B) Es kiiltiir ortamindaki eksplantlar

3.3.5. Transformasyon

Eksplantlar, 2 giin oda sicakliginda karanlik bir ortamda, es kiiltiir ortaminda
tutulmustur. Agrobacterium’lart uzaklastirmak igin, steril pens yardimiyla alinan
eksplantlar, antibiyotik iceren sivi besi ortamina (1x MS + 30 g/1 siikkroz + 200 mg/I
Timentin) daldirilmigtir. Daha sonra steril kurutma kagidi ile kurulanip yenileme ortami
(regeneration medium) petrilerine alinmustir.

Yenileme ortami; eksplantlardan kallus olusumu i¢in gereken hormonlari,
transformasyon sonrasinda eksplantlar tizerinde kalan Agrobacterium’u 6ldirmek igin
kullanilan Timentin’i ve transforme olmus kalluslarin segilimi igin gerekli antibiyotik
olan Kanamycin’i barindirmaktadir. Pozitif kontrol olarak kullanilan besin ortaminda,
eksplantlardan segilimsiz kallus olusumu beklendigi i¢in, Kanamycin bulunmamaktadir.

Cizelge 3.9. Yenileme ortami1

YENILEME (Rejenerasyon) ORTAMI

Murashige & Skoog medium including vitamins (Duchefa) 4405,19 mg/l
Stkroz (CAISSON) 30 g/l

Agar, Bacteriological (HIMEDIA) 8 gr/l

Zeatin (CAISSON LAB) 0,5 mg/l
3-Indoleacetic acid- IAA (Duchefa) 0,5 mg/l
Timentin (GoldBio) 200 mg/I
Kanamycin (Sigma-Aldrich) 100 mg/I

pH: 5.8’e ayarlandi. Ardindan 121°C’de 15 dk. otoklavlandi. Hormonlar ve
antibiyotikler otoklav sonrasi karigimin sicakligi 55°C’ye distiikten sonra eklendi.
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Eksplantlarin bulundugu yenileme ortami petrileri 24°C sicakliga sahip, %60 bagil
nem igeren bitki biiylitme kabininde 16 saat 1s1k 8 saat karanlik altinda inkiibasyona
birakilmustir. Iki haftada bir eksplantlar yeni yenileme ortami petrilerine aktarilarak
besiyerleri tazelenmistir.

Sekil 3.7. Yenileme ortaminda bulunan eksplantlar

3.3.6. Transformantlarin rejenere edilmesi

Kalluslardan olusan filizler, 2-3 cm boya ulastiktan sonra steril bistiiri ile kallustan
ayrilmis ve yenileme ortamindan alinip, kiiltiir kabinda bulunan kdklendirme ortamina
konulmustur. Besin ortaminin hacminin ve yiiksekliginin artmasiyla, filizlerin daha rahat
bliylimesi ve koklenmesi amaglanmigtir.

Cizelge 3.10. Koklendirme ortami

KOKLENDIRME ORTAMI
Murashige & Skoog medium including vitamins (Duchefa) 4405,19 mg/I
Suikroz (Caisson) 30 g/l
Agar, Bacteriological (HiMedia) 8 gr/l
Timentin (GoldBio) 100 mg/I
Kanamycin (Sigma-Aldrich) 100 mg/I

pH: 5.8’e ayarlandi. Ardindan 121°C’de 15 dk. otoklavlanir. Antibiyotikler otoklav
sonrasi karisimin sicakligi 55°C’ye diistiikten sonra eklenir.
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3.4. Aklimatizasyon

Kiiltiir kabr icerisinde koklenen bitkilerin dis ortama alistirilmalar1 gerekmektedir.
Bu amagla bitkiler, koklerine zarar vermeden besin ortamindan dikkatlice ¢ikarilmis, %75
torf ve %25 perlit igeren plastik saksilara (8x8x9 cm) ekilmistir. Yapraklarmna distile su
ile spreyleme yapilarak ortamdaki nem miktart artirnlmistir. Akabinde, saksilar 151k
gegirebilen, hava almayan posetler ile kapatilmistir. Boylelikle, bitkilerin direk havayla
temas1 kesilmis ve yiiksek nemli ortamda kalmalar1 saglanmistir. Yaklasik ¢ gun
sonunda posette delikler agilmaya baslanmig olup delik sayis1 kademeli olarak artirilmig
ve 10 giin sonunda posetler tamamen ¢ikarilmistir. Bitkiler bu siire zarfinda 25°C
sicakliga, %70 bagil neme sahip bitki biiylitme kabininde, uzun giin 151k kosullarinda (16
saat giindiiz, 8 saat gece) tutulmuslardir. Bitkiler {i¢ giinde bir sulanmistir. Bitkilerin
sulanmasinda Hoagland’s No.2 Basal Salt Mixture (Caisson) besin c¢ozeltisi
kullanilmistir.

Di1s ortama alistirilmis olan To bitkileri kiigiik saksilardan ¢ikartilip daha biiyiik
saksilara alinmistir. Biiylime sicakliklart 25°C giindiiz sicakligi, 23°C gece sicakligi
olacak sekilde degistirilmistir.

3.5. PCR ile Transformasyonun Doegrulanmasi

Bitkiler yeterli biiyiiklige ulasinca, CTAB metoduyla DNA izolasyonu
yapilmistir. izolasyon asamalar asagida verilmistir.

o Bitkiden alinan 6rnek 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine koyulmus ve
uzerine 150 pul CTAB+ B-merkaptoetanol eklenmistir.
J Ezme ¢ubugu vasitasiyla yapraklar iyice ezilmistir.

. Uzerine 300 ul CTAB+ p-merkaptoetanol daha eklenmis ve tiipiin kapag:
sikica kapatilarak 65°C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe edilmistir.

o Su banyosundan alinan tiipe 450 pl Kloroform izoamil alkol soliisyonu
(24:1) eklenmistir.

. 13 000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmistir.

. Santrifiij sonucu olusan siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
alinmustir.
o Alnan siipernatant hacmi kadar kloroform izoamil alkol solisyonu (24:1)

eklenmistir.

o 13 000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmistir.

. Ust faz alinmis ve ayn1 hacim kadar soguk izopropil alkol eklenmistir. Tiip
hafifce 4-6 kez yukar1 asagi gevrilerek karismasi saglanmustur.

. Tip -20°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

. Tekrar 13 000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmstir.

J Tiip dibinde olusan pellete zarar vermeden, siipernatant kismi pipet
yardimiyla alinmstir.

J Pelet Uzerine -20°C’lik dolaptan g¢ikarilan %70’lik etil alkolden 300 ul
eklenmistir. Tekrar 13 000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmustir.
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. Tekrar siipernatanti uzaklastirip, etanol ekleyerek son basamak
tekrarlanmstir.

. Slpernant pellete zarar vermeden dokulmiis ve kalan etil alkolln
buharlagmasi icin pellet oda sicakliginda kurumaya birakilmaistir.

. Etil alkol buharlastiktan sonra (pelletin tamamen kurumamasina dikkat
edilerek) pellet 100 pl niikleaz icermeyen suyla ¢ozilmustiir.

Transformasyonu dogrulamak i¢in elde edilen DNA’lar Uzerinde, ¢izelgede
sekanslar1 verilen iki ayr1 primer seti kullanilarak PCR gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.11. PCR reaksiyonunda kullanilan primer setleri

Primer Ismi Primer Sekans1

SLPrimerl i F CTTCAAGCGAACCAGTAGGC
SLPrimerl_i_ R GCTCCACCATGTTCACATCA

SLPrimer2 B F GCTCCTGGCTTGGGAATGAT
SLPrimer2_ B R CCGTGCTGTTCTTTTGAGCC

Cizelge 3.12. PCR reaksiyonu

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 12 ul
Forward Primer 1l
Reverse Primer 1l
DNA 3ul
Nukleaz icermeyen H2O 8 ul

3.6. Dizi Analizi ile Dogrulama

PCR reaksiyonlar1 beklenen bant uzunluklarina sahip bitkilerin DNA’lar1 Sanger
Sekanslama yontemi ile sekanslanmistir. Sekanslama islemi, hizmet alim1 yoluyla
Sentebiolab (ANKARA) firmasina yaptirilmistir. Sanger okumasi, asagidaki cizelgede
verilen primerler ile ¢ift yonlii olarak yapilmistir.
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Cizelge 3.13. Sanger sekanslama i¢in kullanilan primerler

Primer Ismi Primer Sekans1
SILsil-F GGAGAGTGAAGGAGGGAACTG
SILsil-R CGAGCACGAAATTTGATGCG

3.7. RT-gPCR ile mRNA Analizi

RNA izolasyonu bitkinin yapragindan RNA Plant Mini Kit (Qiagen) yardimiyla
tireticinin protokolii takip edilerek yapilmistir.

Izole edilen RNA’da DNA bulasikliginin devam edip etmedigini gérmek iizere
500 ng RNA %0,8’lik agaroz jel tizerinde elektroforez yontemiyle yiiriitiilmiistiir.

Bilindigi tizere Real Time-quantitative PCR (RT-gPCR) analizleri ¢ok hassas
analizlerdir. Reaksiyon kurulurken kalip RNA’nin her 6rnekte ayn1 miktarda olmasi,
deney dogrulugu igin biiyiikk 6nem teskil etmektedir. Bu yiizden RT-qPCR analizinden
once Orneklerin tam miktarinin belirlenmesi i¢in Qubit Fluorometric Quantification
cihaz1 kullanilmistir. Orneklerdeki RNA miktari, Qubit RNA BR Assay Kit kullanilarak
Olciilmiistiir.

RT-qPCR analizleri Light Cycler 96 (Roche) cihazi ile yapilmistir. SILsi1 geninin
ifadesi, DNase muamelesi gormiis 10 ng RNA ile Luna® Universal One-Step RT-gPCR
Kit (NEB) kullanilarak hesaplanmistir. Reaksiyon Cizelge 3.14’te verilen sekilde
kurulmustur.

Cizelge 3.14. RT-gPCR reaksiyonu

Luna Universal One-Step Reaction Mix (2X) 2,5 ul
Luna WarmStart® RT Enzyme Mix (20X) 0,25 pl
Forward primer (10 uM) 0,4 ul
Reverse primer (10 puM) 0,4 ul
Template RNA (5 ng/pl) 2 ul
Nukleaz icermeyen su 1,45 pl
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Cizelge 3.15. RT-qPCR reaksiyonunda kullanilan primerler

Primer Ismi Primer Sekansi
Sl Lsil F CCGTAGCTGGTGGACTCATT
Sl Lsil R CTGTGTCCATGGGAAATGTCT

RT-gPCR analizlerinde kullanilan primerler Primer 3 Input programi
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) yardimiyla tasarlanmis ve Macrogen (Hollanda)
tarafindan sentezlenmistir. (Cizelge 3.15).

3.8. T1 Hattinin Elde Edilmesi ve Yetistirilmesi

To bitkilerinin olgunlagmis meyvelerinden tohumlar elde edilmistir. Oda
sicakliginda kurutulan tohumlar, %75 torf ve %25 perlit iceren plastik saksilara (8x8x9
cm) ekilmistir. Ekimi yapilan tohumlar, 25°C sicaklikta, %60 bagil nem igeren bitki
bliyiitme kabininde, uzun giin kosullarinda biiylimeye birakilmistir. Bitkiler {i¢ glinde bir
1/4 Hoagland’s No.2 Basal Salt Mixture (Caisson) besin ¢ozeltisi ile sulamistir.

3.9. T1 Bitkilerinin PCR ile Kontrolu

Yeterli biiyliklige ulasan Ti bitkilerinden yaprak 6rnegi alinmis ve CTAB
yontemiyle DNA’s1 elde edilmistir. Elde edilen DNA’lar, Cizelge 3.11°de sekansi
gosterilen SLPrimerl_i primer seti ile PCR islemine tabi tutulmustur.

3.10. T:1 Bitkilerinin Dizi Analizi ile Kontrolu

PCR reaksiyonlart beklenen bant uzunluklarina sahip T1 bitkilerinin DNA’lar1
Sanger yontemi ile sekanslanmistir. Sekanslama islemi, hizmet alimi1 yoluyla BM Lab
(Ankara) firmasina yaptirilmistir. Sanger okumasi, Cizelge 3.15’te sekansi gosterilmis
olan SI_Lsil F primeri ile tek yonlii olarak yapilmustir.

3.11. T1 Bitkilerinin RT-gPCR ile mRNA Analizi

T, bitkilerinde SILsi1 geninin ifadelenip ifadelenmedigini kontrol etmek igin
RT-qPCR yontemi ile mRNA analizi yapilmistir. RT-qPCR islemi Baslik 3.7°de
bahsedilen sekilde yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Domates ¢ekici rengi, tadi ve miikkemmel beslenme o6zellikleri nedeniyle
Diinya’da en cok tiiketilen sebzelerden birisidir (Wang vd. 2010). Domates ve domatesten
elde edilen iirtinler, A ve C vitaminleri basta olmak iizere, B-karoten, flavonoidler, likopen
ve organik asitler gibi bir¢ok yararli bilesik barindirmaktadir. Caligmalar, yliksek domates
tiiketiminin, bazi kanser tiirlerine ve kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma riskini
azalttigini gostermistir (Sahlin vd. 2004).

Cogu bitkisel iiriinde oldugu gibi domates yetistiriciliginde de {ireticiler birgok
sorunla bas etmektedir. Bakteriyel hastaliklar, kuraklik, tuz ve soguk gibi stresler bu
sorunlarin basinda gelmektedir. Bu sorunlar, bitkilerin erken dliimiine, fotosentetik alan
kayiplarina ve pazarlanamaz meyve iiretimine sebep olarak, iireticileri biiylik zararlara
ugratmaktadir. Bu sorunlarla basa ¢ikmak i¢in dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi, biyolojik
kontrol ve kimyasal tarim ilaglarinin kullanilmasi gibi bazi ¢oziimler denenmektedir.
Insanlarda cevre duyarliligmin arttig1 giiniimiizde, gelismis ve gelismekte olan iilkeler
¢evre dostu, siirdiiriilebilir tarimsal miicadele yontemleri gelistirmeye ¢alismaktadir (el-
gamal vd. 2007).

Silisyum, giibre olarak uygulanmasiyla bitkilerde biyotik ve abiyotik streslere
kars1 daha fazla tolerans saglayan bir elementtir. Dogada en ¢ok bulunan elementlerden
biri olmasi ve kimyasal tarim ilaglart gibi g¢evreye zarar vermemesiyle 6n plana
cikmaktadir. Cevre dostu ve siirdiiriilebilir tarimsal miicadele i¢in silisyum bazl
caligmalar biiylik 6nem arz etmektedir. Silisyumun, bitkilerde streslere karst direnci
artirmasinin mekanizmasi heniiz ¢oziilememistir. Bu konuda fiziksel bariyer olusumu
hipotezi vardir. Hipoteze goére polimerlesen silisyum, hiicre duvarinda birikmekte ve
bitkiye fiziksel direng kazandirmaktadir (Yoshida vd. 1959; Samuels vd. 1991; J. F. Ma
vd. 2002).

Celtik ve sucul gayirlar gibi bazi bitki tiirleri dokularinda %1-10 gibi yuksek
miktarlarda silisyum biriktirmektedir. Bu bitkiler akimdilator bitki olarak
siniflandirilmistir ve topraktaki silisyumu aktif olarak dokularina almaktadir. Salatalik
gibi bitkiler ise silisyumu pasif olarak alabilmekte ve ortalama duzeyde silisyum birikimi
gostermektedir. Ancak domates gibi akiimalator olmayan bitkiler topraktaki silisyumu
¢ok az almakta ve dokularindaki silisyum birikimi az olmaktadir (Takahashi vd. 1990).
Bu varyasyonlarin molekiiler mekanizmasi heniiz aydinlatilamamaistir.

Bir¢ok bitkide topraktan bitki kokiine silisyum aliminin genetik altyapisi
arastirtlmis ve ilk defa geltik bitkisinde silisyum alimindan sorumlu kanal proteinini
kodlayan gen tanimlanmigtir. Low silicon rice (LSil) adi verilen bu genin kodladigi
protein, celtik koklnin distal yani merkezden uzak tarafindaki plazma membrani
tizerinde lokalize olmaktadir.
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Domates bitkisindeki silisyum alim mekanizmasini aydinlatmak i¢in Deshmukh
vd. (2015) yaptiklart c¢alismayla, biyoinformatik yollarla bulduklari SILsil genini
domatesten izole edip, Xenopus laevis oositlerine aktarmislardir. Ancak bu genin
herhangi bir silisyum tagima aktivitesi gostermedigini ifade etmislerdir

Sun vd. (2020) domateste silisyum alim mekanizmasini kesfetmek igin in silico
olarak, celtikteki Lsil geninin heterologu oldugunu tahmin ettikleri SILSi1/SINIP2-1
genini Xenopus laevis oositlerine aktarmiglar ve silisyum tagima aktivitesi gosterdigini
rapor etmislerdir. Sun vd, Deshmukh vd. den farkli olarak, LSil genini barindirmayan
Lsil mutant geltik hatlarinin tagima aktivitesi gosterdigini bulmuslardir. Bu sonug¢ Lsil
geninin domateste silisyum alim aktivitesiyle gorevli oldugunu gostermektedir. Hem
Deshmukh vd. hem de Sun vd. iizerinde galistiklari ayni gen olmasina ragmen farkl
sonuglara ulagmalari, Lsil geninin islevi hakkinda yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir.

Yapilan bu ¢alismalarda domates genomuna, genom diizenleme araglariyla bir
modifiye yapilmamis, genler oositte ifadeleme, mutant celtik bitkisine klonlama gibi
yontemlerle incelenmistir.

4.1. Ligasyonun Koloni PCR ile Dogrulanmasi

Ligasyon sonrasi, dogru SILSil-CRISPR vektoriiniin aktarildigi E. coli bakterilerini
segmek ve dogrulamak i¢in, petri lizerindeki tek kolonilerden rastgele 3 tanesi segilerek,
koloni PCR kurulmustur. Koloni PCR iiriinlerinin %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilmesiyle,
secilen kolonilerin tamaminin dogru insersiyonu barindiran koloniler oldugu
dogrulanmistir. Dogru insersiyonu igeren kolonilerin bant boyutunun 725 bp, insersiyon
olmayan kolonilerde ise bant boyutunun 310 bp olmasi beklenmektedir.

<« 725 bp

Sekil 4.1. Koloni PCR (rnlerinin jel elektroforezi gérintusu
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4.2. Sanger Sekanslama ile Dogrulama

Secilen ii¢ adet koloniden izole edilen plazmitlerin sekans sonucu asagidaki sekilde
verilmistir.

D @ | | O

160 GH DR EE0HOHAN 000000 0000Ca0000 o0 000000 0000000000000 0000000000000 00co0 DOOEaEHORHSHN0S
TCAG -TTTAAATA TCAAGCGAACCAGTAGGC GC - GAGCGTCCGTAGCTGGGTTTTAGAGCTAGARATAG LAG

- C|AAGTTRAAAATARAGC

Sekil 4.2. Sanger metoduyla sekanslanmig Lsil plazmidi

Sanger sekanslamasi sonucu Lsil plazmidinin promotor-gRNA-scaffold sekanslarini
hatasiz bir sekilde tasidigi goriilmiis ve SILSil geninin susturulmasinda bu plazmid
kullanilmistir.

4.3. Transgenik Hatlarin Uretimi

Dort farklt domates bitkisinden 80 adet eksplant olusturulmustur. Rejenerasyon
ortamina aktarilan eksplantlardan dort- bes hafta icinde 60 adet kallus olusmus, kallus
olusumundan Ug- dort hafta sonra ise kalluslardan 6 adet saglikli siirgiin elde edilmistir
(Sekil 4.3).

Saglikli bir sekilde koklendirilen alti siirgiinden bir tanesi, gelisemeden dlmiistiir.
Bir digeri ise kontaminasyon sebebiyle kaybedilmistir. Sonug olarak koklendirilen alt1
bitkiden dort tanesi saksiya aktarilabilmistir.

Besi ortamindan kiiciik saksilara aktarilan iki bitki, higbir gelisme gdstermemis ve
dlmiistiir (Sekil 4.4). iki bitkinin &liimiine, aklimatizasyon asamasindaki (muhtemelen
asir1 ventilasyon nedeniyle nem kaybi1 sebebiyle) basarisizligin sebep oldugu diisiiniilmiis
ve bunun Gzerine uygulama sekli degistirilmistir.
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Sekil 4.3. Transgenik hatlarin iiretimi A) Eksplanttan olusan kallusun stereo
mikroskop altindaki gériintiisii; B) Kallustan olusan siirgiiniin stereo mikroskop
altindaki goriintiisti; C) Kiiltiir kabindaki koklendirme ortaminda gelismis
bitkiler; D) Koklendirme ortaminda koklenmis bitkiler
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Sekil 4.4. Poset ile yapilan aklimatizasyon islemi A-B) Kiiltiir kabindan saksiya aktarilan
ve daha sonra 6len bitkiler; C) Aklimatizasyon igin poset gegirilmis saksi; D) Bitkilerin
kiiltlir ortamindan ¢ikarildig1 andaki kok yapisi

Diger iki bitki kiigiik saks1 yerine kiiltiir kab1 igerisindeki %75 torf, %25 perlit
karigimina ekilmis ve diger bir kiiltiir kabi {izerine gegcirilmistir. Kiiltiir kaplar1 birbirlerine
bantlanarak dis ortam ve bitki arasindaki hava akis1 kesilmistir. Onceki aklimatizasyon
sisteminde oldugu gibi saksilar iizerine gegirilen poseti delmek yerine, {istte bulunan
kiiltiir kab1 4 farkli yerinden delinmis ve bitkiler bu sekilde aklimatize edilmistir (Sekil
4.5). Bu sekilde uygulanan aklimatizasyon isleminin saksiya poset gecirme uygulamasina
gore daha faydali oldugu goriilmiistiir. Geriye kalan ve saglikli bir sekilde aklimatize
edilen 2 bitki biiyiik saksilara aktarilmistir.
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Sekil 4.5. A) Kiiltiir kabiyla olusturulan aklimatizasyon ortami; B) Kiiltiir kabinda
aklimatize edilen ve blytyen To bitkisi; C) Saksiya aktarilan To bitkisi

4.4. T1Bitkilerinin Elde edilmesi

To bitkilerinin olgunlagmis meyveleri toplanip fermantasyon yontemiyle tohumlari elde
edilmistir.

Sekil 4.6. Ty bitkilerinin eldesi A) To bitkisinin olgunlasmis domatesleri; B) Tohumlari
elde edilmek iizere toplanmig domatesler; C) Domateslerin tohumlarinin alinmasi; D)
Elde edilmis T1 tohumlari
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4.5. To Bitkilerinin PCR ile Kontrolu

Bir ve iki numarali bitkilerden elde edilen DNA’lar, SLPrimerl i ve
SLPrimer2_B primer setleri ile PCR reaksiyonuna tabi tutulmustur. Elde edilen PCR
irlinlerinin jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucu, her iki bitkinin de pozitif olduklari,
yani SILsi1-CRISPR vektortindeki t-DNA bolgesinin bir kismini tasidiklar: gorilmiistiir
(Sekil 4. 7).

Sekil 4. 7. 1 ve 2 numaral1 bitkilerin jel elektroforez goriintiisii

4.6. To Bitkilerinin Dizi Analizi

SILsil-F (5’GGAGAGTGAAGGAGGGAACTG’3) ve SILsil-R
(5*CGAGCACGAAATTTGATGCG’3) primerleri ile 1 ve 2 numarali bitkilerin
DNA’lar1 ¢ift yonlii olarak Sanger yoOntemiyle sekanslanmistir.  Hedef lokusta
CRISPR/Cas9 yoluyla gerceklesen kesim CRISP-1D
(http://crispid.gbiomed.kuleuven.be/) programai ile analiz edilmistir (Dehairs vd. 2016).
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Upload file  Upload completed: 1-Fab1

Alignment result: (The first sequence is the reference sequence)

1 100
1 CAAAAGTATTATCGATCTGGTATTATAAAGAAGGTATTCATATTGT TTAGATAGTAAAATAAAAATAGTATGTATGTTATTGTTGATGGATGATGTGATA 100
s TATAAAGAAGGTATTCATATTGT TTAGATAGTAAAATAAAAATAGTATGTATGTTATTGTTGATGGATGATGTGATA 77
e TATAAAGAAGGTATTCATATTGT TTAGATAGTAAAATAAAAATAGTATGTATGTTATTGTTGATGGATGATGTGATA 77
101 200

101 ATGAATGTTGTGTAGGTGATAGCAGAGATAATAGCGACGTACCTATTAGTGTTTGTGACATGTGGTGCAGCAAGTCTTAGT TGGAGCGATGAACACAAAG 200
78 ATGAATGTTGTGTAGGTGATAGCAGAGATAATAGCGACGTACCTATTAGTGTTTGTGACATGTGGTGCAGCAAGTCTTAGT TGGAGCGATGAACACAAAG 177
78 ATGAATGTTGTGTAGGTGATAGCAGAGATAATAGCGACGTACCTATTAGTGTTTGTGACATGTGGTGCAGCAAGTCTTAGT TGGAGCGATGAACACAAAG 177

@ o

201 -4 bp delesyon 300
201 TATCAAAGCT TGGAGCGTCCGTAGCTGGTEEACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTAC 200
178 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCRTAGCTGGTGRATTCATACTATCTGTCTT TATATTTGCTGTTGGACATATAACTGGTRCACAAATGCTCCTTGTACTTAT 277
178 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCG- - --TGGTGEACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTAC 273

301 400
301 CTTTGCTTTTGCCGCCGT TAGACATTTCCCATGRACACAGGTACGTAACCTTTACTATTACTACACTCTCATTRTCACATTAACGTGTAAGGGTAAAATT 400
278 CITTTTTITTTCCCGTCGATATTCATTT TGCATGGAGACAGGTAACTAACCT TTACAATTCCTACTCTCTGATAGTCAAATTAACATGTAAG--------- 368

274 CTTTGCTTTTGCCGCCGT TAGACAGTTCCCATGRACACAGGTACGTAACCTTTACTATTACTACACTCTCATTRTCACATTAACGTGTAAGGGTAAAATT 373

Sekil 4.8. 1 numarali bitkinin forward primer ile yapilan Sanger okumasi sonucu
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Upload file + Upload completed: 1-R.ab1
PAM Sekansi
C G T T C T G G T C C G C T C G G C G C T CC G
[::::::] C G G cC T C G T T T ¢

Alignment result: (The first sequence is the reference sequence)

1 100
ATTTGATGCGTCTTATTAGGT CATAAGACAATCCTAAAATTGATATGTTAAAATATTACAAGTAGTAATAGTTTTATTGGAGAATTTTACCCTTACACGT 100

LT 1 GGAGAATTTTACCCTTACACGT 25
1 ATTGEA- - - cmmmmmmmme oo T L TITT------------------TACACGT 25
101 200

101 TAATGTGACAATGAGAGTGTAGTAATAGTAAAGGTTACGTACCTGTGTCCATGGGAAATGTCTAACGGCGGCAAAAGCAAAGGTAACAGCAGGGTTCATA 200
26 TAATGTGACAATGAGAGTGTAGTAATAGTAAAGGTTACGTACCTGTGTCCATGGGAAATGTCTAACGGCGGCAAAAGCAAAGGTAACAGCAGGGTTCATA 125
26 TAATGTGACAATGAGAATGTAGTAATAGTAAAGGTTACGTACCTGTGTCCATGGGAAATGTCTAACGGCGGCAAAAGCAAAGGTAACAGCAGGGTTCATA 125

o o

201 -4 bp delesyon 300
201 TGAGCACCAGATATATGTCCAACAGCATATATCATGACAGTTACAATGAGTCCACCAGCTACGGACGCTCCAAGCTTTGATACTTTGTGTTCATCGCTCC 200
126 TGAGCACCAGATATATGTCCAACAGCATATATCATGACAGTTACAATGAGTCCACCAGCTACGGACGCTCCAAGCTTTGATACTTTGTGTTCATCGCTCC 225
126 TGAGCACCAGATATATGTCCAACAGCATATATCATGACAGTTACAATGAGTCCACCA - ---CGGACGCTCCAAGCTTTGATACTTTGTGTTCATCGCTCC 221

301 400
301 AACTAAGACTTGCTGCACCACATGTCACAAACACTAATAGGTACGTCGCTATTATCTCTGCTATCACCTACACAACATTCATTATCACATCATCCATCAA 400
226 AACTAAGACTTGCTGCACCACATGTCACAAACACTAATAGGTACGTCGCTATTATCTCTGCTATCACCTACACAACATTCATTATCACATCATCCATCAA 325
222 AACTAAGACTTGCTGCACCACATGTCACAAACACTAATAGGTACGTCGCTATTATCTCTGCTATCACCTACACAACATTCATTATCACATCATCCATCAA 321

401 500
401 CAATAACATACATACTATTTTTATTTTACTATCTAAACAATATGAATACCTTCTTTATAATACCAGATCGATAATACTTTTGAAAAAAGTTTGATTTCGGE 500

326 CAATAACATACATACTATTTTTATTTTACTATCTAAACAATATGAATACCTTCTTTATAATACCAGATCGATAATACTTTTGAAAAAAGTTTGATTTCGGE 425
322 CAATAACATACATACTATTTTTATTTTACTATCTAAACAATATGAATACCTTCTTTATAATACCAGATCGATAATACTTTTGAAAAAAGTTTGATTTCGG 421

Sekil 4.9. 1 numaral bitkinin reverse primer ile yapilan Sanger okumasi sonucu
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Upload file  Upload completed: 2-F.ab1
PAM Sekansi

G C GT ¢ ¢ G T G C G G GG G T C CT T G G C T GG C C TG
cT TT G CcC T TTT cTTT TG

S 290 I o

4 »

Alignment result: (The first sequence is the reference sequence)

1 100

AAGTATTATCGATCTGGTATTATAAAGAAGGTATTCATATTGTTTAGATAGTAAAATAAAAATAGTATGTATGTTATTGTTGATGGATGATGTGATAATG 100
1 mm e e e TAGTAAAATAAAAATAGTATGTATGTTATTGTTGATGGATGATGTGATAATG 52
1 TAGTAAAATAAAAATAGTATGTATGTTATTGTTGATGGATGATGTGATAATG 52

101 200
101 AATGTTGTGTAGGTGATAGCAGAGATAATAGCGACGTACCTATTAGTGTTTGTGACATGTGGTGCAGCAAGTCTTAGT TGGAGCGATGAACACAAAGTAT 200
53 AATGTTGTGTAGGTGATAGCAGAGATAATAGCGACGTACCTATTAGTGTTTGTGACATGTGGTGCAGCAAGTCTTAGTTGGAGCGATGAACACAAAGTAT 152
53 AATGTTGTGTAGGTGATAGCAGAGATAATAGCGACGTACCTATTAGTGTTTGTGACATGTGGTGCAGCAAGTCTTAGTTGGAGCGATGAACACAAAGTAT 152

w

201 +1 insersiyon 300
201 CAAAGCTTGGAGCGTCCGTAG-CTGGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTACCT 299
153 CAAAGCTTGGAGCGTCCGTAG-CTGGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTACCT 251
153 CAAAGCTTGGAGCGTCCGTAGCCTGGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTACCT 252

301 400

300 TTGCTTTTGCCGCCGTTAGACATTTCCCATGGACACAGGTACGTAACCTTTACTATTACTACACTCTCATTGTCACATTAACGTGTAAGGGTAAAATTCT 399
252 TTGCTTTTGCOGCCATTAGACATTTCCCATGGACACAGGTACGTAACCTTTACTATTACTACACTCTCATTGTCACATTA- -~ --~--c--o o oo - - 331
253 TTGCTTTTGCCGCCGTTAGACATTTCCCATGGACACAGGTACGTAACCTTTACTATTACTACACTCTCATTGTCACAT - -- - - - oo mm e e e oo 330

Sekil 4.10. 2 numarali bitkinin forward primer ile yapilan Sanger okumasi sonucu

38



BULGULAR VE TARTISMA D. CETIN

Upload file v Upload completed: 2-R.ab1

PAM Sekansi
& & % 2 Gle T A & 8 & s ITTa

220
a4

Alignment result: (The first sequence is the reference sequence)

1 100
T —mmmmmm e ATGTCTAACGGCOGCAAAAGCAAAGGTAACAGCAGGETTCATATEAGCACCAGATATATGTCCAACAGCATATATCA 77
TTACGTACCTGTGTCCATGGGAAATGTCTAACGGCGGCAAAAGCAAAGGTAACAGCAGGGTTCATATGAGCACCAGATATATGTCCAACAGCATATATCA 100
TTACGTACCTGTGTCCATGGGAAATAGTCTAACGECAGCAAAAGCAAAGGTAACAGCAGGGTTCATATGAGCACCAGATATATGTCCAACAGCATATATCA 100

101 +1 bp insersiyon 200
78 TGACAGTTACAATGAGTCCACCA-GCTACGGACGCTCCAAGCTTTGATACTTTGTGTTCATCGCTCCAACTAAGACTTGCTGCACCACATGTCACAAACA 176
101 TGACAGTTACAATEGAGTCCACCA-GCTACGEACGCTCCAAGCTTTGATACTTTGTATTCATCCCTCCAACTAAGACTTGCTGCACCCCATGOCCCAAACA 199
101 TGACAGTTACAATGAGTCCACCAGGT TACGGACCCTCCAGCCTTTGAAACTTTGGGTTCATCGCTCCAACAAAAACTTGCTGCCCCACAGGTCACAAACA 200
201 201
177 CTAATAGGTACGTCGCTATTATCTCTGCTATCACCTACACAACATTCATTATCACATCATCCATCAACAATAACATACATACTATTTTIT-- 265
200 CTAATAAGTACGTCCCTATTATCTCTGCTATCACCTACACAACATTCATTAACACATCATCCATCAACAATAACATACCTACTATTTTTAA 290
201 CAAAAAGBAACTTCCCTTTAACCCCGRCAATCACCAACCCAACATTCTTTATCACACCATCCATCAACAATAACTAACTTACAATTTTT-A 290

Sekil 4.11. 2 numarali bitkinin reverse primer ile yapilan Sanger okumasi sonucu

Yapilan kesim analizi sonrasinda; 1 ve 2 numarali To bitkilerinde, SILsi1 geninin
kesilmek istenen bolgesinde basarili bir sekilde c¢ift zincir kirigr olusturuldugu
goriilmiistiir. Yapilan bu genomik modifikasyon sonucu 1 numarali bitkide monoallelik
4 bp (TAGC) delesyon ve 2 numarali bitkide ise monoallelik 1 bp (C) insersiyon
olusmustur.

4.7. T1 Bitkilerinin PCR ile Kontroli

Topraga ekilmis ve saglikli bir sekilde biiylimiis olan T1 bitkilerinden rastgele
secilmis olan 15 tanesinin (8 adet 1 numarali bitkiden elde edilmis, 7 adet 2 numarali
bitkiden elde edilmis) CTAB yoOntemiyle DNA’lar1 elde edilmis ve bu DNA’lara
SLPrimer1_i primeri ile PCR yapilmistir. PCR {irtinleri %1’lik agaroz jelde elektroforez
yontemiyle yiiriitiilmiistiir. 16 bitkiden 11 tanesinin pozitif sonug verdikleri yani SILsi1-
CRISPR vektorindeki t-DNA’y1 tagidiklar goriilmiistiir.
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14 15 WT NT

Sekil 4. 12 T bitkilerinin jel elektroforez gortntusu

4.8. T1 Bitkilerinin Dizi Analizi

PCR kontrolii sonrasi pozitif sonug veren bes adet (2-3-5-6-7-8) 1 numarali To
bitkisinden elde edilmis ve dort adet (10-11-14-15) 2 numarali To bitkisinden elde edilmis
toplam dokuz adet T1 bitkisinin DNA’s1 SILsil-F
(5’ GGAGAGTGAAGGAGGGAACTG’3)  primeri ile  Sanger  yoOntemiyle
sekanslanmistir. Hedef lokusta CRISPR/Cas9 yoluyla ger¢eklesen kesim CRISP-ID
(http://crispid.gbiomed.kuleuven.be/) programi ile analiz edilmistir (Dehairs vd. 2016).
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To Bitkileri

201 -4 bp delesyon

300

201 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCATAGCTOGTARACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTAC 300
178 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCGTAGCTGOTARATTCATACTATCTGTCTTTATATTTGCTGTTGGACATATAACTGGTGCACAAATGCTCCTTGTACTTAT 277
178 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCG----TOGTARACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGRACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTAC 273

201 +1 insersiyon 300
201 CAAAGCTTGGAGCGTCCGTAG- CTGGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTACCT 299
153 CAAAGCTTGGAGCGTCCGTAG-CTGOTARACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTATTGRACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTACCT 251
133 CAAAGCTTGGAGCGTCCGTAGCCTGGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTACCT 252

To T1 Bitkileri T1

201 300

201 TATCAANGCTTGGAGBCGTCCGTAGE - TRGTGGACTCATTGTARCTGTCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGETGTTA 299

200 TATCAAAGCT TGGAGCGTCCGTAG- - TERTEGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTA 297 2
200 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCGTAGCTTGETGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGTTGEACATATATCTGETGCTCATATGAACCCTGCTGTTA 209

2m 200
201 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCGTAGC - TGGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATRCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTA 299
199 TATCARAGCT TGGAGC-«<===cxxxs TRATGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGT TGRACATATATCTGATGC TCATATGAACCCTGCTGTTA 288 3

199 TATCAAABCTTGGAGCGTCCGTAGCTTGETGEACTCATTGTAACTGTCATGATATATECTGTTGEACATATATCTGGETGCTCATATGAACCCTGETGTTA 298

201 300
201 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCGTAR - CTBETBRACTCATTRTAACTGTCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGET GCTCATATGAACCCTRCTGTTA 292
199 TATCARAGCTTGGAGCGTCCGTAG CTORTGRACTCATTATARCTGTCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTGTTA 298 6
199 TATCAAAGCTTEGEAGCGTCCOTAGE T TGEGGGACTC T TTGTAACTGTCATGATATATGLTGT TEEACATATATCTERGGCTCATATGAACCCTGCTGTTA 298

20 200
200 GTATCAAAGCTTGGAGCGTCCETAGE - TEGTGGACTCATTGTAACTGTCATGATATAT GCTGT TEGACATATATCTGETGCTCATATGAACCCTRETETT 293
19% GTATCAAAGCTTGGAGCGTCCATAG- - TGGTGGACTCATTATARCTGTCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGARCCCTGCTGTT 296 7
199 GTATCAAAGCTTGGAGCGTCCETAGC TTGGTGEACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGT TRGACATATATCTGGTGCTCATATGARCCCTGCTGTT 298

20 300
201 TATCARAGCT TGGAGCETCCGTAGC - TGGTGRACTCATTGTAACTATCATGATATATGC TGT TGGACATATATCTGETGCTCATATGARCCCTGCTGTTA 299
189 TATCAAAGCTTGGAGCETCCGTAGC T TEG TGEACTCATTGTAACTGTCATEATATATGCTGT TEEACATATATCTEETGCTCATATGAACCCTGCTGTTA 288 8
189 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCRTAGCG TEGRCGGAGTCATTGT CACGGTCATGATAGATGGAGT TGGACATGOAGCTGGTGCTCACACGGCCGCTGCTGTTG 288

201 300
201 TATMETTMGTCCG’IME:-CTGGTGl.'plCTCATTGTM(TGTCATGATATATGGETTW(ATATAT(TGGTGC[CAT#TGMCCCI’GCTGTTA 299

[ R 1 ()

107 TATCAAAGCT TGGAGCHTCCGTAGCCTGATGEACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCTGT TEGACATATATCTGGT GCTCATATGAACCCTGCTGTTA 296

201 300

201 TATCAAA.GCTTGG-‘\GCGTCCGTAG-CTGGTG‘GA(TCATTGTMCTGT(A‘IGAT.ATATl'i(TGTTGG&CATlTlTCTGGTGCTCATATGAACCCrﬁ(TGTTA 299
I 1 1

200 TATCAAAGCTTGGAGCGTCCGTAGCCTGETGGACTCATTGTAACTETCATGATATATGCTGT TGGACATATATCTGGTGCTCATATGAACCCTGCTRTTA 299

2m 300
199 AGTATCAAAGCTTERAGCGTCCGTAGE - TRETGGACTCATTGTAACTGTCATGATATATGC TAT TAGACATATATC TRETGCTCATATGAACCCTGETGT 297
198 AGBTATCAAAGCTTGGAGCGTC------- TGETEGACTCATTGTAACTGTCATBATATATGCTGT TEGACATATATCTEGETGCTCATATGAACCCTECTGT 290 1 4

198 AGTATCAAAGCTTGRAGCGTCCGTAGCATGGTGRACTCATTGTAACTGTCATRATATAGGATGT TGRACAT GTGCCCGATGCTCATATGAACCCTGLTGT 297

20 300
199 AGTATCAAAGCTTGGAGCBTCCGTAG-CTGETGG-ACTCATTGTAACTGTCATGATATATGCT GTTRGACATATATCTGETGCTCATATGAACCCTGETE 296
172 ABTATCAAAGCTTGGAGCGTCCGTAG- CTGGGEGAACTCTTTRAACCGOCCTGRATATATGCGGTGRAACATATATCGGGGGCTCATATRACCCCTGOGE 270 1 !i
172 ABTATCGAAGCTTEEAGCGTCCGTAGCCTEETEEA- CTCATTGTAACTGT CATGATATATGET GTTGGACATATATCTGETGCTCATATBAACCCTRETE 270

Sekil 4. 13 T bitkilerinin Sanger okumasi sonucu (ilk satirlar referans sekanslardir.)

Yapilan Sanger sekanslamasi sonucunda, secilen Ti bitkilerinin tamaminda,
SILsil geninin kesilmek istenen bolgesinde genetik modifikasyon gerceklestigi
goriilmiistiir. Bu sonuglara bakildiginda, Agrobacterium araciligiyla CRISPR/Cas9
yontemi kullanilarak yapilan genetik modifikasyonun, kalitsal olarak yavru bitkilere
aktarildig1 goriilmiistiir.

Sekanslar incelendiginde, To bitkilerinin ikisinde de CRISPR sonucu meydana
gelen modifikasyonun monoallelik oldugu goriilmektedir. Bir numarali To bitkisinde
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birinci allelde TAGC bazlarinin delesyona ugradigi goriilmektedir. Diger allelde ise
herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. 2 numarali bitkide ise yine sadece bir
allelde mutasyon olusmus ve C niikleotidi eklenmistir. Diger allelde degisiklik meydana
gelmemistir.

T1 bitkilerinin sekanslari incelendiginde, 1 numarali To bitkisinden elde edilen 5
bitkiden hepsinin biallelik heterozigot mutasyona sahip oldugu goriilmektedir. 2 numarali
T bitkisinin bir alleline T baz1 eklenmis, diger allelinde ise C baz1 delesyona ugramaistir.
3 numarali Ti bitkisinde delesyona ugramis niikleotid sayisinin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Allenin birinde GTCCGTAGC bazlar silinmis, diger allele yalnizca T
bazi eklenmistir. 6 numarali Ty bitkisinin bir alleline C, diger alleline T bazlar
eklenmistir. 7 numarali Ty bitkisinin bir allelinde C baz1 silinmis, diger alleline T bazi
eklenmistir. Son olarak 8 numaral1 Ty bitkisinin bir alleline T, diger alleline ise G bazi
eklenmistir.

2 numarali To bitkisinden elde edilen 4 bitkiden 3 tanesi biallelik, 1 tanesi
monoalleliktir. Biallelik olan 10 ve 11 numarali T bitkilerinde C bazi, kesim bolgesine
eklenmistir. 14 numarali Ti bitkisinde allelin birinden CGTAGC bazlar silinmis diger
allele A baz1 eklenmistir. Monoallelik 15 numarali Tz bitkisinde ise allelin birine C bazi
eklenmis diger allelde herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir.

To’dan T1nesline kalitsal iletim, genel olarak Mendel kurallarina gére olmaktadir.
To ve Ti bitkilerinin sekanslar1 karsilastirildiginda, yavru bitki olan Ty bitkilerinin
sekanslarinin bircogunun To bitkilerine benzemedigi goriilmiistiir. Ornegin; 1 numarali
To bitkisi monoallelik mutasyona ugramis ve allelinin birinde 4 bazlik delesyon meydana
gelmistir. Diger allelinde ise herhangi bir degisiklik olmamistir. Mendel kalitim
yasalarina gore bu bitkiden olusacak yavru bitkilerin %25’ homozigot mutant sekansa
sahip, %50’si heterozigot sekansa sahip (hem mutant hem yabani tip sekansi barindiran)
ve %25’inin homozigot yabani tip sekansa sahip olmasi beklenmektedir. Ancak 1
numarali To bitkisinden olusan yavru bitkilere bakildiginda higbirinin beklenen sekanslari
barindirmadiklar1 goriilmiistiir. Bu beklenmedik bir sonugtur. Buna, bitkilerde olusan
kimerizmin neden oldugu diisiiniilmektedir.

Bir bitki organizmasindaki hiicrelerin tamami, normalde ayn1 genomik yapiya
sahiptir. Ancak bazi sebeplerden otlrl, bitki hiicreleri birbirinden farkli genotipik
yapilara sahip olabilirler. Genetik olarak birbirinden farkli, iki ya da daha fazla turde
dokudan olusan bitkiler kimerik bitkilerdir. Yani bir bitkinin dokusunda birden fazla
genotipe sahip hiicre varsa o bitkilere kimerik bitkiler denir (George vd. 2008).

Bazi arastirmacilar CRISPR/Cas9 sisteminin, domates genomunda Arabidopsis
ve celtik bitkilerine nazaran daha aktif ¢alistigini diisiindiiklerini bildirmislerdir. Bu
aktivitenin, yabani tip allellerin siirekli modifikasyonuna sebep olabilecegini, 6zellikle
erken biliylime asamalarinda heterozigot olan bitkilerin kimerik bitkilere doniismesini
kolaylastirabilecegini savunmuslardir (Pan vd. 2016).
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Gen fonksiyonunu bulma calismalarinda mutant bitkiler, 6zellikle homozigot
mutant bitkiler kesinlikle gereklidir (van de Wiel vd. 2017). Ancak ¢alismamizda yeteri
kadar homozigot mutant T1 bitkisi elde edilememistir. Silisyum aliminin incelenmesi i¢in
gerekli deneylerin, Lsil geninin ifadelenmedigi, homozigot mutant bitkilerde yapilmasi
gerektiginden, bu deneyler yapilamamistir. Bu asamada, T» bitkilerinin yetistirilip, yeterli
sayida homozigot mutant bitki elde edilmesi gerekliligi dogmustur. Geni dogrulamak i¢in
yapilacak transkriptomik ve fizyolojik ¢alismalar ancak bu bitkiler (zerinde
yapilabilecektir.

Bu konuda yapilan bir¢ok arastirmada, ¢alismamiza benzer sekilde ¢ok sayida
kimerizmli bitki elde edilmistir (Jang vd. 2016; Pan vd. 2016). Arastirmacilar bu Kimerik
bitkilerin CRISPR deneylerinde biiyiik bir kisitlama oldugunu savunmuslardir. Jang vd.
(2016) celtikte farkli gelisim agamalarinda ¢alismalar yapmis ve Cas9’n galistigi doku
pargasina gore degisik etkileri olabildigini, bundan dolay: bitkilerdeki kimerik genotipin,
hiicre tiplerinin heterojenliginden kaynaklandigini bulmustur. Daha erken agamalarda To
bitkilerinin se¢iliminin, kimerizm ihtimalini diisiirebilecegini bildirmistir.

Yabani tlr Micro-Tom ile kiyaslandiginda hem To hem de T bitkilerinde gozle
gorulur herhangi bir fiziksel farklilik meydana gelmemistir.

Bu tezde, klasik yontemler yerine, genom diizenleme araglarinin son iiyesi olan
CRISPR/Cas9 sistemi ile SILsil geninin susturuldugu diisiiniilen domates bitkileri elde
edilmistir. Literattrdeki diger ¢alismalarda yapilmamis olan, SILsi1 geni susturulmus T
hatlarinin incelenmesiyle genin fonksiyonu daha iyi anlasilacaktir. Incelenmis olan
domates bitkilerinin, topraga tohum olarak ekilmesinden itibaren SILsil genini hig
tasimamis olmasi, SILSi1 genini arastirmak igin bir avantaj saglamaktadir.

Tez g¢alismamizda yabani tiir domates ile SILSil geni susturulmus mutant
domateslerin silisyum alim miktarinin kiyaslanmasi da planlanmis ancak tez siresinin
yetersizligi nedeniyle bu kiyaslama yapilamamigtir. Bu kiyaslama neticesinde SILsil
geninin fonksiyonu net olarak anlasilabilecektir. Calismamizda elde ettigimiz mutant
domates hatt1 sayesinde, domates bitkisindeki silisyum alim mekanizmasi hakkinda
literatiirde yer almayan birgok c¢alisma yapilabilecektir. Ornegin; SILsil geninin
fonksiyonu dogrulandiktan sonra bu genin yine CRISPR/Cas9 yontemiyle asiri
ifadelenmesi saglanabilecek ve sonuglar1 incelenebilecektir. Bu caligmalarin hepsi
topraktan daha fazla silisyum alabilen dolayisiyla biyotik ve abiyotik streslere karst daha
dayanikli domates hatlarinin gelistirilmesi i¢in literatiire katki saglayacaktir. Tim bu
calismalar, “siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu tarimsal miicadele” amacina hizmet etmek
lizere, literatiire biiylik katkilar saglayacaktir.
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5. SONUCLAR

Bu c¢alismada SILsil geninin ikinci ekzonunun, CRISPR/Cas9 sistemi ile
mutasyona ugratilarak susturulmas: amaglanmistir. Iki adet transgenik To ve 11 adet Ty
bitkisi elde edilmistir. Ty bitkilerinde yapilan analizler, Lsil geninde yapilan genetik
modifikasyonun %69 oraninda kalitimsal olarak aktarildigini gostermistir. Bu sayede
topraga ekiminden itibaren SILsil geninin ifadelenmedigi diisiiniilen domates bitkileri
elde edilmistir. Olusan bitkilerin yliksek kimerizm oranindan dolay:1 yeterli sayida
homozigot biallelik mutant bitki elde edilememistir. Bu sonuglar, benzer ¢alismalardaki
sonuglar ile ortiismektedir. Tez siresi igerisinde yeterli sayida homozigot mutant bitki
elde edilemediginden birgok transkriptomik ve fizyolojik analiz yapilamamistir. Fazla
sayida homozigot mutant bitki elde edebilmek icin T> bitkilerinin tretilmesine ve gerekli
testlerin onlar {lizerinde yapilmasina karar verilmistir. T bitkilerinde yapilacak silisyum
alim analizleri, genin anotasyonuna katki saglayacaktir.

Literatirde bulunan, domateste Lsil genini bulmak i¢in yapilan diger ¢alismalar
incelendiginde, herhangi bir gen susturma islemi yapilmadigi goriilmiistiir. Diger
caligmalardaki arastirmacilar, SILsil geninin fonksiyonunu incelemek icin geni
domatesten izole edip, Lsil geni barindirmayan mutant celtik veya oosit gibi farkli
organizmalarda ifadelenmesini saglamislardir.

Genom diizenleme aracglariyla yapilan gen susturma ve fonksiyon bulma
caligmalarinin diger yontemlere goére daha kesin sonuglar verdigini diisiinmekteyiz.
Yabani tir domatesin ve transgenik domatesin topraga ekilmesinden itibaren ayni
sartlarda gelismesini saglamak, genin fonksiyonunun daha iyi anlagilmasia sebep
olmaktadir.

Bitkilerde streslere kars1 dayaniklilik saglayarak bitki verimini artiran silisyum
elementinin 6nemi her gecen gun daha da iyi anlagilmaktadir. Caligmamiz, domateste
silisyum alim mekanizmasinin kesfedilmesi i¢in yapilan ¢aligmalara katki saglayacak ve
gelecekteki ¢alismalar i¢in temel olusturacaktir.
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