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OZET

CRISPR/ CAS9 SISTEMi KULLANILARAK SOLANUM LYCOPERSICUM'DA
YAG ASIDI SENTEZ YOLAGINDA YER ALAN GENLERIN SUSTURULMASI

Sibel BAHADIR
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2022
Danisman: Dog. Dr. Musa KAVAS

Domates (Solanum lycopersicum) diinya ¢apinda en ¢ok iiretilen ve tiiketilen
gida maddeleri arasinda yer almaktadir. Domatesin saglik yoniinden zengin besin
icerigine sahip olmasi tiiketicilerin ilgisini ¢eken bir gida maddesi olmasin
saglamaktadir. Cesitli genom diizenleme sistemleri kullanilarak gida maddelerinin
besin igeriginin arttirilmasi, raf dmriiniin uzatilmasi, biyotik/abiyotik stres faktorlerine
dayanikliligin arttirilmast gibi pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Hem saglik hem de
ekonomik yonden 6nemli bir gida maddesi olan domates dikotil bitkiler arasinda
genom diizenleme c¢aligsmalarinin model organizmasi olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada domates bitkisinde yag asidi sentez yolaginda yer alan genlerin
CRISPR/Cas9 sistemi ile susturulmasi ve bu sayede de bu genlerin domates
bitkisindeki 6nemini belirlemek hedeflenmistir. Fatty acyl-ACP thioesterase B
(FATB) ve Palmitoyl-Acyl Carrier Protein Thioesterase (Solyc12g006930 ve
Solyc03g097390) genleri yag asidi sentezi sirasinda zincir uzunlugunun
belirlenmesinde ve bitkilerde iki lipid biyosentez yolu arasindaki karbon akisinda
onemli rol oynamaktadirlar. Hedef genlerdeki mutasyon icin Cas9 ve gRNA’lar
tasiyan vektor (pHSE401) Agrobacterium tumefacience bakterisi araciligi ile domates
bitkisine atilmigtir. Elde edilen mutant domates bitkilerinin yapraklari elektron
mikroskobu ile incelendiginde gelistirilen transgenik domatesin trikom sayisi yabani
tipe gore azalmig oldugu goriilmiistiir. Elektron mikroskobunda incelenen kesitlerde
yabani tipe oranla mutant hatlarda 9.7 mm’lik bir yaprak kesitinde 300 kat biiyiitmede
hat 6 da %62.5, hat 8 de %66.7, hat 11 de %70.8’lik bir oraninda azalma
kaydedilmistir, ayrica kiitikula yapisi da incelendiginde yabani tipe goére kiitin
matrisinin list ylizeyinde yapisal bozukluk seklinde farklilasma meydana geldigi
gozlenmistir. Mutant bitkiler bir domates zararlisi olan Tuta absoluta tarafindan
enfekte olmuslar ve yabani tip bitkilere kiyasla daha fazla hassasiyet gostermislerdir.
Tiim bu sonuglar goz 6niinde bulunduruldugunda, domatas bitkisinde Fatty acyl-ACP
thioesterase B (FATB) ve Palmitoyl-Acyl Carrier Protein Thioesterase genlerinde
meydana getirilen mutasyonlarin verdigi ¢iktilara bakarak biyotik stres kosullarinda
bitkinin daha hassas oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu farkliliklar sayesinde soz
konusu domatesin, biyotik faktorlere daha hassas hale gelmesi ve dolayisiyla biyotik
strese toleranshi bitkilerin gelistirilmesinde model olarak kullanilabilecegi
ongoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: CRISPR/Cas9, Domates, FATB



ABSTRACT

SILENCING OF GENES INVOLVED IN FATTY ACID SYNTHESIS PATHWAY
IN SOLANUM LYCOPERSICUM USING CRISPR/CAS9 SYSTEM

Sibel BAHADIR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology
Master, February/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa KAVAS

Tomatoes (Solanum lycopersicum) are among the most consumed foodstuffs
worldwide. Tomatoes, which have a rich content in terms of health, attract the attention
of consumers. Many studies such as increasing the nutritional content of foodstuffs,
extending the shelf life, increasing the resistance to biotic/abiotic stress factors are
carried out by using various genome editing systems. Tomato, which is an important
foodstuff both in health and economic terms, is used as a model organism for genome
editing studies among dicot plants. In this study, it was aimed to silence the genes
involved in the fatty acid synthesis pathway in the tomato plant with the CRISPR/Cas9
system and thus to determine the characterization of these genes in the tomato plant.
Fatty acyl-ACP thioesterase B (FATB) and Palmitoyl-Acyl Carrier Protein
Thioesterase genes play an important role in determining the chain length during fatty
acid synthesis and in carbon flow between two lipid biosynthesis pathways in plants.
The vector (pHSE401) carrying Cas9 and gRNAs for the mutation in the target genes
was introduced into the plant by Agrobacterium tumefacience. When the leaves of the
obtained mutant tomato plants were examined with electron microscopy, it was
observed that the number of trichomes of the transgenic tomato developed decreased
compared to the wild species. In the sections examined under the electron microscope,
a decrease of 62.5% in plant 6, 66.7% in plant 8 and 70.8% in plant 11 were observed
at 300 times magnification compared to wild type in the 9.7 mm leaf section of mutant
plants. in addition, when the cuticle structure was also examined, it was observed that
differentiation occurred on the upper surface of the cutin matrix in the form of
structural disorders according to the wild type. Mutant plants were infected by Tuta
absoluta, a tomato pest, and showed greater sensitivity compared to wild-type plants.
Considering all these results, by looking at the results of mutations in the Fatty acyl-
ACP thioesterase B (FATB) and Palmitoyl-Acyl Carrier Protein Thioesterase genes in
the domatas plant, it was concluded that the plant is more sensitive under biotic stress
conditions. Thanks to these differences, the tomato in question becomes more sensitive
to biotic factors and therefore it is expected that it can be used as a model for the
development of biotic stress-tolerant plants.

Keywords: CRISPR/Cas9, FATB, Tomato
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1. GIRIS

Niifus artis1 sanayi devriminden sonra ylikselen bir grafik gostermis ve niifus
artigina paralel olarak gida maddelerinin tiiketimi hizla artmistir. Ancak artan niifusla
birlikte ¢evresel kirliliginde artmasi iklim degisikliklerinide beraberinde getirmistir.
Iklim degisikligi; tarimi, temiz su kaynaklarini, insan sagligini, biyolojik cesitligi ve
pek cogu lizerinde olumsuz etkiler birakmistir. Artan niifusun ihtiyacini karsilayacak

tarimsal gidalarin iiretimi azalmis ve gida giivenliginde tehtid olugsmustur. Gida

tiretimindeki azalmalar daha az insanin gidaya erisimi anlamina gelmektedir.

Genel olarak bitkiler yasamlari boyunca pek c¢ok stres faktoriine maruz
kalmaktadir. Bakteri, virlis ve funguslarin olusturdugu biyotik stresler, su, sicaklik,
cesitli kimyasallar, 151k vb. etmenlerin olusturdugu abiyotik faktorler bitkileri
yasamlar1 boyunca etkilemektedir. Biyotik ve abiyotik faktorlerin neden oldugu
olumsuz cevre kosullarmin organizmalardaki genlerin ekspresyonunu degistirdigi
bilinmektedir. Stres kosullar1 altinda transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel adimlar
etkilenmekte ve sonug olarak bitki kalitesinde, veriminde ve biyokiitle iiretiminde
diisiisler gerceklesmektedir. Saglikli gida maddelerine erisimde ekonomik faktorlerin
yant sira bitkileri etkileyen gesitli hastaliklar, biyotik ve abiyotik stres kosullarida
gidaya erisimde onemli derecede engel olusturmaktadir. Tiim bu sonuglar goz oniine
alindiginda tarimsal acidan yapilacak her calisma, atilacak her adim altin niteligi
tagimaktadir. Biyotik ve abiyotik zarara bagli tarimsal liretimde meydana gelen iiriin
kayiplarinin engellenmesi veya en aza indirilmesi yoniinde alinacak 6nlemlerin degeri
oldukca 6nemlidir. Giinlimiizde biyotik stresle miicadelede genom diizenleme araclari
etkili ve verimli bir sekilde kullanilmaktadir. Bitki genom diizenleme ¢alismalari ile
gida maddelerinin besin kalitesinin iyilestirilmesi, gelistirilmesi ve ¢evresel kosullara
adaptasyonu yoniinde yapilan ¢alismalar mevcuttur.

Gida birincil ihtiyagtir bu nedenle gida ve tarim enddstrisi siirekli gelisen
aragtirma ve gelistirme alan1 olmustur. Beslenmenin merkezinde yer alan gida, tim
arastirma alanlarinda tanimlanmis disiplinleri isgal etmeye baglamistir. Gida
maddelerinin besin degerlerinin iyilestirilmesi arastirmacilarin giindeminde olan
konulardan birisidir. Biyomiihendislik alanlarinda gelistirilen yeni teknikler ile yapilan
caligmalar sevilen ve saglik acgisindan onemli olan gidalarin besin degerlerinin

tyilestirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Gida maddelerini iyilestirilmesi ile



tirtinlerden maksimum diizeyde verim almak giliniimiiz sartlarinda 6nemli hale
gelmistir.

Popiiler bir arastirma alan1 olan genom diizenleme teknikleri ile istenilen
genlerde mutasyon olusturma, epigenetik markorlerin programlanmasi gibi pekgok
isleve sahiptir. Diziye 6zgl endoniikleazlarin kullanimiyla hedeflenen gen bdlgesinde
cift zincir DNA kirilmas1 genom diizenleme tekniklerinin hedefidir. Kullanilan
niikleazlar; transkripsiyon aktivatdrii benzeri niikleazlar (TALEN), ¢inko parmak
niikleazlar (ZFN) ve kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarla iligkili
endoniikleazlar (CRISPR)’dir. Bu niikleazlar arasinda kolay tasarimi ile CRISPR bir
adim One ¢ikmaktadir. Tarimsal liretimin iyilestirilmesi amaci ile CRISPR tekniginin
kullanim1 bitki genom diizenleme c¢aligsmalarinda 6nemli veriler sunmaktadir.
Giinlimiizde gelinen nokta pekgok bitki tiirlinde CRISPR tekniginin basarili bir sekilde
uygulanabilrligini ve verimli ¢iktilarin oldugunu kanitlar niteliktedir.

24 kromozomlu diploid bir bitki olan domates (Solanum lycopersicum) yaklasik
olarak 3000’den fazla tiirli iceren Solanaceae ailesine aittir (Bai and Lindhout, 2007).
Domates, 1753 yilinda Linnaeus tarafindan Solanum lycopersicum &zel adi ile
Solanum cinsine dahil edilmistir. Yapilan ¢alismalar ile kokeni Peru olarak belirlenmis
olmasina ragmen giiniimiizde diinyanin hemen hemen her bolseinde iiretimi yapilan
bu bitkinin Tirkiye’ye gelisi ise 15. yiizyilda Suriye iizerinden olmustur (Bai and
Lindhout, 2007; Al-Remi et al., 2018). Domatesin yas meyvesinin hemen hemen her
mevsimde kullaniminin yaninda, konserve, sos, ketcap, sal¢a gibi kullanim sekillerinin
olmasi domates meyvesini 6nemli bir gida maddesi yapmaktadir (Skolik et al., 2019).

Bitki lipitlerinin insan beslenmesi ve diinya ekonomisi lizerinde dnemli etkileri
bulunmaktadir. Beslenmede kullanilan yaglarin ¢ogu tohumlardan veya meyvelerden
elde edilmektedir. Ancak bitkilerde yag asidi sentezi karmasik bir siiregten
gecmektedir. Bitkilerde istenilen iglevsellikleri ve beslenme 6zelliklerini saglamak
i¢cin, lipid metabolizmasinda yer alan anahtar genleri manipiile ederek yag asidi
bilesimini gelistirmek i¢in ¢esitli c¢aligmalar yapilmaktadir. Endiistriyel yag
bitkilerinde doymus yag asitleri, beslenme ve bazi endiistriyel uygulamalar agisindan
genellikle arzu edilmemektedir. FATB smifi tiyoesterazlar, doymus yagl agil
zincirleri ile Acyl- Acyl Carrier Protemn’leri (ACP) hidrolize ettiklerinden bu gende

olusturulacak mutasyonlar ile doymus yag oraninda diisiis meydana gelmektedir.



Bu ¢alismada CRISPR/Cas9 araciligi ile domateste yag asidi sentez yolaginda
yer alan Fatty acyl-ACP thioesterase B (FATB) ve Palmitoyl-Acyl Carrier Protein
Thioesterase genlerinde  (Solyc03g097390 ve Solyc12g006930) mutasyon

hedeflenmektedir.
1.1. Calismanin Amaci

(1): Tgili genlerde olusturulacak olan mutasyonlar sonucunda bitkide fizyolojik

ve morfolojik olarak ne tiir degisiklikler meydana gelecegi belirlenecektir.

(11): Genin islevini yitirmesi kaynakli olusabilecek degisikliklerden, bu genin domates

bitkisi i¢cin dnemi aydinlatilacaktir.

(11): Kiitin monomerleri, C16 (palmitik asit) ve C18 (stearik asit) yag asitlerini ve
bunlarin tiirevlerini icerir (Heredia, 2003). Fatty acyl-ACP thioesterase B (FATB),
Palmuitoyl-Acyl Carrier Protein Thioesterase genlerinde meydana gelecek olan
mutasyonlar ile genlerin islevlerini kaybetmesi sonucunda kiitikula tabakasinda
meydana getirecegi degisimler rapor edilerek, domatesteki FATB genlerinin kiitikula
tabakasi ile ne kadar iligkili oldugu belirlenerek ileride yapilacak olan biyotik stres

calismalarina kaynaklik edecektir.



2. DOMATES BITKIiSi

Domates meyvesi yumurtaliklarin dollenmesinden sonra yumurtaliktan
gelismektedir. Yumurtaligin  duvarlar1t perikarp haline gelmektedir. Perikarp,
plesentay1 ve tohumlari igeren lokiilleri ¢evrelemektedir. Domates bitkisi bes sepals,
bes petal, bes ercik ve iki lokiil i¢eren ¢igekler iiretmektedir (Monforte et al., 2013).
Oviillerin dollenmesinden sonra, perikarp, kolumella ve plesanta dokular,
tozlasmadan sonraki 5 ila 10 giin boyunca hiicre bdliinmeleri ile genislemektedir ve
bu asamay1 meyve kiitlesindeki artisla sonuglanan hiicre biiyiimesi takip etmektedir

(Gillaspy et al., 1993).

EKZOKARP MEZOKARP TOHUM

SEPTA PLASENTA KOLUMELLA

Sekil 2. 1. Domates meyve yapisi

Meyveler olgunlasma mekanizmalarma gore ikiye ayrilirmaktadirlar.
Olgunlasma asamasinda etilen biyosetezinde biiyiik artislar meydana gelen meyveler
klimakterik meyveler olarak adlandirilirken, etilen iiretiminin ¢ok diisiik seviyede
kaldigi meyvelere klimakterik olmayan meyveler denilmektedir. Domateste
olgunlagma asamasinda etilen biysentezinde bir patlama meydana gelmesi nedeni ile
klimakterik meyveler siifina girmektedir (Oeller et al., 1991; Theologis et al., 1993;
Ayub et al., 1996; Alexander and Grierson, 2002; Saini et al., 2017).



Domates meyvesi yesil, kirici, doniis, pembe, acik kirmizi ve kirmizi1 olgun

evrelerinden gegerek olgunlagma siirecini tamamlarlar (Skolik et al., 2019).

Sekil 2. 2. Domates meyvesinin olgunlasma asamalar1
2.1. Domatesin Ekonomik Onemi

Gida maddelerinin tiiketimi niifus artisina paralel olarak hizla artmaktadir. Bu
nedenle besin igerigi yiiksek, saglikli, kolay elde edilebilir ve ¢esitli tiikketim sekilleri
saglayan gidalar daha c¢ok tercih edilmektedir. Domates (Solanum lycopersicum)
antioksidan, fitokimyasallar ve temel besin maddelerinin yiiksekligi nedeniyle diinya
capinda en cok tiiketilen sebzeler arasinda yer bulmaktadir. Gerek taze gerek ise
islenmis olarak bir ¢ok farkli sekilde kullanilabilmektedir. Biiyiik bir ekonomik 6neme
sahip olan domates, bahge bitkileri igerisinde en ¢ok tiiketilen bitkiler arasinda yer

almaktadir.

Ulkemiz iklim kosullarinin domatesin yetistirilmesi i¢in olduk¢a uygun olmast,
domatesi isleyecek sanayinin lilkemizde kurulmus olmas1 domatesin tercih edilmesini

saglamis ve iretiminde 6nemli tilkeler arasina girmistir (Engindeniz, 2010).

Gida mevcudiyeti ile ilgili bilgiler genellikle ulusal, bolgesel ve alt-bolgesel gida
bilangolarindan gelir. Bu, her bir iilke ve bdlge icin FAO gida bilangosu veri
tabanindan elde edilir. 2020 FAO verilerine gore domates tiiketimi tiim diinyada 186
milyon tona ulagsmustir. Ulkeler bazinda bakildiginda Cin’de 64 milyon ton,
Hindistan’da 20 milyon ton, Amarika’da 12 milyon ton tiiketim kaydedilirken
Tiirkiye’deki tiiketim miktar1 ise 13 milyon ton civarlarinda oldugu bildirilmistir .
Domatesin besin kalitesinin oldukga yiiksek olmasi, dolayisiyla insan beslenmesindeki
faydali roliiniin g6z Oniinde bulundurulmasi ve bunlarin yaninda farkli cesitlerde
tilketim kolaylig1 saglamasi gibi artilar domatesi en ¢ok tiiketilen gida maddeleri
arasinda yer almasini saglamaktadir. Doku kiiltiirii caligmalarinda tam bir bitkicik elde

etme oraninin yliksek olmasi ve yetistirme kolayligit bakimindan gen aktarim



caligmalarinda deneysel avantaj saglamasi domatesin model bir bitki olmasim

saglamaktadir.
2.2. Domatesin Saghk Acisindan Onemi

Saglik agisindan faydalar1 kanitlanmis olan domates beslenmede 6nemli bir yer
bulmaktadir (Salehi et al., 2019). Arastirmacilar tarafindan meyveler ve sebzelerin
saglikta potansiyel yararlari olan bilesikler icerdikleri bulunmustur ve bu gidalar
“nutrasotik” gidalar olarak adlandirilmistir. Domateste bir¢ok gida gibi “nutrasotik”
gida olarak tanimlanmustir (Jack, 1995; Canene et al., 2005). Nutrasotik gidalar, gida
ya da gidanin bir pargasinin hastaliklar1 6nlemesi ve tedaviside dahil saglik yararlari

saglayan herhangi bir madde olarak tanimlanmaktadir (Jack, 1995).

Mineraller dogal olarak olusan inorganik maddelerdir. Metabolik yollarin
diizenlenmesi, pH dengesinin diizenlenmesi, kas kasilmasi, sivi dengesi, enerji
tiretimi, kan basinci ve bedensel islevlerin korunmasi gibi bircok Snemli gorevi
iistlenmektedirler (Baer et al., 1970; Kumar et al., 2014; Paul et al., 2017). Domates
iyi bir mineral kaynagidir ve bunlardan bazilar1 kalsiyum, potasyum, sodyum, fosfor,
magnezyum, demir, iyot ve ¢inkodur (Navarro et al., 2011; Abdullahi et al., 2016;)
Domates igerdigi mineraller bakimindan incelendiginde A, E ve K baslicalarim
olustururken C vitaminin en fazla oldugu bildirilmistir. C vitamini, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanserde dahil olmak {izere bir¢cok hastaligin dnlenmesinde yararh
antioksidan aktiviteler sergilemektedir (Sies et al., 1992; Giovannucci, 1999; Agarwal
and Rao, 2000; Canene et al., 2005). Vitaminler kirmizi kan hiicrelerinin iiretilmesi,

sinir sisteminin korunmasi ve enzimatik islevleri yerine getirmektedirler (Sure, 1933).

Domates bir¢cok yag asidi icermektedir. Esansiyel yag asitleri insanlar ve
hayvanlar tarafindan sentezlenemediginden beslenme ile alinmalar1 gerekmektedir ve
domateste esansiyel yag asitleri i¢in Onemli bir kaynak saglamaktadir. Coklu
doymamis yag asitleri viicut i¢in Onemlidir, ¢linkii doymamis yag asitleri hiicre
bliylimesi, plazma zarmin biitiinliigliniin korunmasi, ve hastaliklarin 6nlenmesi igin
gereklidirler (Zarate et al., 2017; Freitas et al., 2018). Amino asitler yara iyilesmesi,
hasarl1 dokularin onarilmasi, besinlerin taginmasi, hiicresel yapinin korunmasi da dahil
olmak tizere ©nemli viicut fonksiyonlarmi yiiriiten proteinlerin yap1 taglarimi
olusturmaktadir (Elango and Laviano, 2017). Domateste 17 amino asit tanimlanmustir.
Domatesteki toplam proteinlerin %39.75’ini esansiyel amino asitlerin olusturdugu
tahmin edilmektedir. Domatesteki cesitli esansiyel amino asitlerden 16sin en yiiksek
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konsantrasyonlarda, metionin ise en diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Ali et

al., 2020).

Fitokimyasallar, hastalik onleyici 6zelliklere sahip bitki kimyasallaridir. Domates ve
domates tiriinlerinde likopen, akriptoksantin, neoksantin, violaksantin, zeaksantin, b-
kriptoksantin, b-karoten, g- karoten, z- karoten, a-karoten, lutein, fitoen, fitofluen,
norosporensiklon icermektedir (Fraser et al., 1994; Paetau et al., 1998; Khachik et al.,
2002; Burns et al., 2003). Domates miikkemmel bir sterol igerigine sahiptir. Steroller
bagirsakta kolesterol emilim bdlgelerini bloke ederek koleterol emilimini azaltarak
LDL-C’nin azalmasina ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesine yardimci
olmaktadir (Ostlund et al., 2003; Ali et al., 2020). Domateste bulunan antioksidanlar,
serbest radikal oksidasyonunu geciktirebilir ve Onleyebilir. Boylece karali radikaller
olusturabilir. ROS’un neden oldugu oksidatif stresi en aza indiren antioksidanlar,
kanser, diyabet ve norolojik hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde ¢ok biiyiik roller tistlenmektedir (Liu et al., 2018; Abdel et al., 2019).
Ozetle domatesin igerdigi vitaminler, mineraller, karotenoidler, esansiyel yag asitleri,
antioksidanlar ve diger bilesikler saglik acisindan Onemli bir besin olmasim
saglamaktadir.

2.3. Domates Bitkisinin Doku Kiiltiiriinde Kullanimi

Bitkinin herhangi bir yerinden alinan doku (eksplant) pargalar1 ile yapay besin
ortaminda yeni ve tam bir bitkicik elde edilmesi ¢alismalarina doku kiiltiirii calismalari
denilmektedir. Eksplant kaynagi bitkiden bitkiye degismekle birlikte genellikle
kullanilan dokular yaprak, anter, embriyo, tomurcuk, kok ve meristemlerdir. Bitki
doku kiiltiirii kullanilarak herhangi bir bitki tiiriinden fazla sayida yeni nesillerin
tiretilmesi amaci ile yapilan ¢aligmalra mikrogogaltim denilmektedir. Mikrogogaltim,
tohumdan ¢ogaltilmas1 uygun olmayan ya da celikle ¢ogaltilmast uygun olmayan
bitkilerin ¢gogaltilmasinda kullanilmaktadir. Doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak, nesli
tilkkenmekte olan bitkilerin ¢ogaltilmasi, viriislerden ari bitkilerin eldesi , haploid
bitkilerin eldesi, somoklonal varyasyonlarin olusturulmasi, istiin 6zellik gdsteren

cesitlerin muhafazasinda kullanilmaktadir (Dagiistii, 2018).

Direkt ve indirekt organogenesis in vitro ¢alismalarda kulanilan iki rejenerasyon
tipidir. Direkt organogenesiste eksplant {izerinde herhangi bir kallus faz1 olmaksizin
direkt siirgiin ve kok olusturulmaktadir. indirekt orgonagenesiste ise kallus olusumu

uyarilarak daha sonra dokularin olusturulmasidir.



Giliniimiizde gelismekte olan genom diizenleme teknikleri ile birlikte bir ¢ok
calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin doku kiiltiirli asamalarinda kullanilacak model
organizmalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Bitki genom diizenleme c¢aligmalarinda
kullanilan model organizmalardan birisi de domatestir. Domates, ekonomik agidan
onemli bir yerde olmasi, etli meyvelerin gelisimi ve olgunlagsmasi iizerine yapilan
caligmalarda kolaylik saglamasi, saglik yoniinden degerlendirildiginde zengin
degerlere sahip olmasi gibi nedenlerle dikotil bitkiler arasinda model organizma olarak

yerini almaktadir.



3. GENOM DUZENLEME TEKNiKLERI

Gegmisten giliniimiize ¢esitli organizmalarin genomunda istenilen degisiklikleri
yapilabilirligi merak edilen ve arastirilan bir konu olmustur. Ancak bu alanda
yapilacak calismalar i¢in verimli ve giivenilir araglara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Hedeflenen genom diizenleme tekniklerinin kesfedilmesi aranan cevaplara ulagsmak
i¢in 6nemli bir adim olmustur. Genom diizenleme i¢in kullanilan baslica tekniklerde
niikleazlar modifiye edilerek hedef DNA’ya baglanmasi ve istenilen manipiilasyonu
gerceklestirmesi beklenmektedir. Bu kimerik niikleazlar ile hataya meyilli homolog
olmayan ug birlestirme (NHEJ) ve homolojiye yonelik onarim (HDR) dahil olmak
tizere hiicresel DNA onarim mekanizmalarini uyarir ve hedeflenen DNA ¢ift zincir
kiriklarin1 - (DSB) indiikleyerek verimli ve kesin genetik modifikasyonlar
gerceklestirilir (Gaj et al., 2013). Yapilarina gore dort tane genom diizenleyici niikleaz
grubu vardir. Bunlar; meganiikleazlar (MN), Cinko parmak niikleazlari (ZFN),
transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar (TALEN) ve kiimelenmis diizenli
aralikli kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) genom diizenlemede kullanilan baslica

sistemleri olusturmaktadir.

Tablo 2. 1. Meganiikleaz, ZFN, TALEN ve CRISPR geneom diizenleme tekniklerinin birirlerine gore

karsilastirilmalari
MG ZFN TALEN Cas9
Hedef dizi (bp) 14-40 9-18 14-20 ~23
Boyut (kb) ~1 ~1 ~3 ~3.5-4.5
Enzim miihendisligi  zor zor kolay Cok kolay
Hedef tanima Protein- Protein- Protein- RNA-DNA baz eslesmesi ve
DNA DNA DNA protein-DNA

(Zhang et al., 2019)

Bunlar arasinda CRISPR, ¢esitli organizmalarda ilgili genlerin manipiilasyonu,
endojen gen ekspresyonunu diizenleme (Crispri-Crispra) gibi amaclarla etkili bir
sekilde kullanilabilmektedir. Prokaryotik, bitki ve memeli sistemlerinde etkili bir
sekilde kullanilabilirligi kesfedilen Crispr sisteminin, gen terapisi i¢in kullanilan
ilaglardan mahsul veriminin iyilestirilmesine kadar pek ¢ok alanda genis bir uygulama
alanina sahip oldugu goriilmektedir. Bunlara ek olarak CRISPR sisteminin genom
diizenleme i¢in diger sistemlere nazaran spesifik mutasyonlara olanak tanimasi,
verimli olmasi, bunlarin hizli ve kolay yapilmasi bu teknigin o6ne ¢ikmasin

saglamaktadir.



3.1. DNA Cift Zincir Kiriklarinin Tamir Mekanizmasi

DNA cift sarmalindaki her iki ipligin de koptugu ¢ift sarmal kopmalar1 (DSB)
en tehlikeli DNA hasarlaridir. Cift zincir kiriklart iki temel mekanizma ile
onarilmaktadir. Bunlar; homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug
biirlestirme (NHEJ)’dir. Homolog rekombinasyon tamir mekanizmasinda kirilmay1
onarmak i¢in kardes kromatit ya da homolog kromozom tiizerinde hasarsiz bir DNA
sablonu kullanir ve orijinal dizinin yeniden olusturulmasini saglar. Homolog olmayan
uc birlestirmede kirikk DNA uclarin1 homoloji olmadan birbirine baglar. Bu sirada
inserisyon ve delesyonler meydana gelmektedir (Mao et al., 2008). NHEJ ve HDR ’nin

onarim mekanizmalart sekil 3.1°de gosterilmistir.

NHEJ

ITHEHTTERRTTTTY

”I”II H”””I [ TR (] IR

HDR

T THHTERETT T

T \“””“”””””” (1] T T oo Kalip DNA

LRRRERERRRRRRR OO ARRRRC AR AR

Sekil 3. 1. DNA cift zincir kiriklarinin onarilmasinda kullanilan hiicresel tamir mekanizmalar1 olan
NHEJ ve HDR’nin sematik gosterimi

3.2. Crispr

Son yillarda bitki genom diizenleme ¢aligmalar1 hizla biiyliyen bir alana
dontismistiir. Bolgeye 6zgii CRISPR/Cas niikleazlarinin kesfi ve bu bakteri savunma

sisteminin gen ifadelerinin diizenlenmesi ¢alismalarina uyarlanmasi énemli bir devrim
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niteligindedir. CRISPR/Cas sisteminin gii¢lii aktivitesi, kolay tasarimi ve neredeyse
her DNA ve RNA bolgesini hedefleyebilmesi CRISPR/Cas’1t gen diizenleme
tekniklerinin en basina yerlestirmektedir. Glinlimiizde saglik, endiistri ve tarim gibi
alanlarda CRISPR/Cas sistemi etkili bir sekilde kullanilmakta ve bu sistem sayesinde

insanlik yararia 6nemli kesifler yapilmaktadir.
3.3. Crispr/Cas9’un Kisa Tarihgesi

Ik olarak CRISPR 1987 yilinda Ishino tarafindan E.coli’de alkalin fosfatazin
izozim doniisiimiinden sorumlu geninin analiz ¢alismalarinda bulunmustur ancak o
zamanlar CRISPR’1n biyolojik islevleri heniiz bilinmediginden bu kesfin degeri o
yillarda bilinmemektedeydi (Ishino et al., 1987). Daha sonra CRISPR’lar 1993 yilinda
arkelerde gozlemlendi (Mojica et al., 1993). 2000’li yillarin baslarina gelindiginde
CRISPR’1n bagisiklik sistemi olarak islevine dair ilk kesifler yapildi (Mojica et al.,
2005). Daha sonralar1 Cas genlerinin CRISPR ile iligkileri belirlendi ve aslinda
CRISPR ve Cas proteinlerinin birlikte calistigi, prokayotik hiicreleri istilac1 genetik
materyallere karsi korumak i¢in varolan bir bagisiklik sistemi oldugu ileri stirtildii
(Makarova et al., 2006). CRISPR/Cas sisteminin kazanilmig bir bagisiklik sistemi
oldugunun kanit1 ise 2007 yilinda yapilan deneylerle ortaya ¢ikarilmistir (Barrangou
et al., 2007). 2012 yilina gelindiginde Streptococcus pyogenes bakterisinin Cas9
proteinin gen miithendisligi i¢in uyarlanabilinecegi kesfedilmistir (Jinek et al., 2012).
Bu sistemin genetik ¢alismalarda kullanilabileceginin kesfinden itibaren bir ¢ok farkli
organizmada c¢esitli c¢alismalar yapilmistir. Yapilan calismalara her gegen gilinde
yenileri eklenmekte ve  CRISPR/Cas sistemi etkili bir genom diizenleme araci olarak

kullanilmaya devam edilmektedir.
3.4. Crispr/Cas Sisteminin Genom Diizenleme Mekanizmasi

Bakteriler ve arkelerin fajlar, transpozonlar ve plazmidler gibi genetik unsurlara
kars1 cesitli savunma sistemleri mevcuttur. Bu sistemler arasindan son zamanlarda
tamamen farkli bir prensipte ¢alisan yeni bir savunma sistemi olan CRISPR (diizenli
araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar) kesfedilmistir (Koonin and
Makarova, 2009). Arkeal genomlarin yaklasik %90'1 ve bakteri

genomlarmin %40’1 bu savunma sistemini barindirmaktadir (Rani et al., 2016).

CRISPR/Cas9 sistemi prokaryotlarda CRISPR RNA’nin (crRNA), trans aktive
edici  (tracrRNA) RNA ile birlikte Cas9’un kompleks olusturarak DNA’ya
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baglanmasi ve niikleaz aktivitesi ile yabanci genetik materyallere karst bagisiklik
sistemi olarak islev gérmesidir (Grissa et al., 2007; Ceasar et al., 2016). Bu savunma
sistemi yabanci genetik materyalin tespiti ve susturulmasi i¢in kiiciik RNA’lara
dayanmaktadir. Bakteri ve arke, viral ya da plazmit tehdidine, kisa yabanci dizi
fragmanlarin1 ~ (protospacer) CRISPR dizisinin  proksimal ucundaki konak
kromozomuna entegre ederek yanit verir (Terns and Terns, 2011; Jinek et al., 2012;
Wiedenheft at al., 2012). Repeat-spacer elemanin dncii CRISPR RNA (pre-crRNA)
molekiillerine transkripsiyonu ve ardindan enzimatik boliinme ve istilaci genetik
materyal hedeflerin tamamlayic1 protospacer dizileriyle eslesebilen kisa crRNA’lar1
verir (Deltcheva et al., 2011; Sashital et al., 2011). Bagisiklik sistemindeki isleyisini
Ozetlemek gerekirse; bakteriler 6rnegin bir viriisle enfekte oldugunda, viriisiin genetik
materyalinden kisa dizileri kendi genomuna eklemesi ve daha sonra ayni viriisle tekrar
karsilastiginda onu taniyip etkisiz hale getirmesi olarak agiklnabilmektedir.

2012 yilinda Emanuelle CHARPENTIER ve Jennifer DOUDNA 6nciiligiindeki
bir ekip, dogada var olan bu sisteme benzer bir sistem ile canlinin DNA'si
kesebilecek ve diizenleyebilecek bir uygulama gelistirmislerdir. Buna karsilik 2020
yilinda Nobel kimya 6diilii almislardir. CRISPR Cas sisteminin bu degistirilmis
versiyonu, hedef DNA dizisinde gift zincir kiriklar1 olusturmak i¢cin gRNA (rehper
RNA) tarafindan yonlendirilen Cas proteinlerini kullanmaktadir. gRNA, tracrRNA ve
crRNA'nin fiizyonuyla olusturulan tek bir kimerik RNA'dir. CRISPR/Cas sisteminde
cift zincir kiriklarini olusturmak icin gRNA ve Cas proteinine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayrica protospacer bitisik motif (PAM) olarak bilinen tamamlayici diziye bitisik kisa
bir DNA dizisi de gerekmektedir (Chaudhari et al., 2020). gRNA, Cas9 ile baglanir,
konformasyonel degisikligi indiikler ve protein aktif hale gelir (sekil 3.3). Cas9
etkinlestirildiginde, PAM dizisiyle eslesen bir diziyle baglanarak hedef DNA'y1
tarar. Cas9 proteini bir hedef dizi buldugunda, protein, PAM sekansinin 3’ yoniindeki
bazlari eritir ve gRNA'nin tamamlayici bolgesi ile eslesir. Tamamlayici bolge ve hedef
bolge diizgiin bir sekilde eslesirse, Ruv C ve HNH (cas9 proteininin iki niikleaz
domeini) domeinleri hedef DNA'y1 keser (Jinek et al., 2012). Cas9, PAM dizisinin 3’
ucunda DSB'ye (¢ift zincir kiriklar1) neden olur. DNA boliindiikten sonra, hiicresel
onarim mekanizmalar ¢ift zincir kiriklarin1 onarmak i¢in devreye girer. Bu hiicresel
onarim mekanizmalari; homolojiye yonelik onarim (HDR) ve homolog olmayan ug
birlestirme (NHEJ)’dir. HDR, DNA hasarin1 onarmak i¢in homolog donér DNA'y1

kullanan kesin bir onarim mekanizmasidir. NHEJ ise DNA'nin kirik u¢larinin bir araya

12


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-sequence
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sequence-motif

getirildigi ve genellikle ekleme ve silmelere neden olan hataya agik, "hizli diizeltme"
mekanizmasi olarak da bilinen bir hiicresel onarim mekanizmadir (Miyaoka et al.,
2016). Onarim sirasinda meydana gelen insersiyon ve delesyonlar istenilen bolgede
mutasyona neden olmakta ve CRISPR sistemi ile hedeflenen manipiilasyonlar

olusturulmaktadir.

Cas9

DNA

HEDEF < PAM

HNH

Sekil 3. 2. gRNA’nin PAM dizini tanidiktan sonra Cas9 enzimini bolgeye yonlendirilmesi. gRNA ve
Cas9 enzimi baglandiklarinda meydana gelen konformasyonel degisiklik ile Cas9 enzimin
kesimden sorumlu domeinlerinin aktiflesmesi ve hedef DNA’y1 kesmesi

M on,

REC1 [ e 2
!,"b- L ’(",ikol;d

-

Sekil 3. 3. gRNA ve Cas9 enziminin ii¢ boyutlu yapisi. Cas9 enziminin 6 adet domeini; REC:, RuvC,
REC,, HNH, Bridge Helix, P1

CRISPR-Cas sistemi, sekans, filogeni, lokus organizasyonu ve igerigine gore

tip I, tip Il ve tip 11l olmak iizere ti¢ smifa ayrilmaktadir (Makarova et al., 2011).
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Calisma mekanizmast en 1iyi aydinlatilmigs olan, en ¢ok calisilan, Okaryot
organizmalara uyarlanmasi en miimkiin goriinen ve ¢ift zincir kirilmalarini indiikleme
kabiliyeti nedeni ile digerlerine oranla daha fazla ilgi goren tip Il sistemidir. Tip Il
CRISPR-Cas sisteminde gorev yapan endoniikleaz Cas9’dur (Barrangou et al., 2007;
Deltcheva et al., 2011; Sapranauskas et al., 2011; Jinek et al., 2012).

3.5. Bitkilerde Crispr/Cas Aracili Genom Diizenleme Calismalari

CRISPR-Cas9’un bitki bilim aragtirmalarinda kullanim1 diger genom diizenleme
yaklasimlarindan farkli olarak daha az emek istemektedir. Bitkilerde hedeflenen gen
manipiilasyonu i¢in CRISPR-Cas kullanici dostu olmustur. Kesfinden giinlimiize
kadar birgcok bitki tiiriinde basarili bir sekilde kullanilmasi etkinligini kanitlar
niteliktedir (Osakabe and Osakabe, 2015; Ceasar et al., 2016).

Bitkilerde CRISPR-Cas9 teknigi kullanilarak yapilan ilk ¢alismalardan biri 2013
yilinda arabidopsis thaliana ve tiitiin (Nikotiana bentamiana) bitkileri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu c¢lisma iki model bitkide CRISPR/Cas9 tabanli genom
diizenleme teknolojisinin uygulanabilirligi ve etkinligi tizerine yapilmis bir ¢aligmadir.
Arabidopsiste  hedefledikleri AtRACK1b ve AtRACK1c genlerinde %2.5-2.7’lik
mutasyon, tiitinde hedefledikleri NbPDS geninde %37.7°lik bir mutasyon
gordiiklerini belirtmislerdir (J.-F. Li et al., 2013). Gidalarda CRISPR-Cas9 tekniginin
kullanimina iligkin ilk rapor 2013 yilinda piring ve bugdayda yayinlanmistir. Pringte
PDS geni iki sgRNA ile hedeflenerek %15°lik bir mutasyon saglandigi bildirilmistir
(Shan et al., 2013). Ayn1 grup yine ayni bitkilerde sgRNA’y1 kullanarak HDR elde
etmek ¢in gelistirdikleri protokolii yaymlamigslardir. Jiang ve arkadaslarinin raporuna
gore CRISPR-Cas9’un hem dikot hemde monokot bitkilerde genom diizenleme
caligmalarinda etkili bir sekilde kullanilabilinecegini gostermislerdir (Jiang et al.,
2013). 2014 yilinda yapilan ir ¢aligmada Arabidopsis’de bulunan ARGONAUTE7?
geninin domateste bulunan homologunun ikinci ekzonuna gRNA tasarlamislardir.
ARGONAUTE? geninde meydana gelen fonksiyon kaybinin igne benzeri diiz
yapraklar olusturacagi bilgisi CRISPR-Cas9 sisteminin etkinligini denemek i¢in bu
geni segmelerini saglamistir. Agrobacterium tumefacience aracili transformasyon ile
elde ettikleri sekiz bitkiden altisinin mutasyonlu oldugunu bildirmislerdir (Brooks et
al., 2014). 2015 yilinda Ito ve arkadaslart meyve olgunlasmasinda 6nemli olan MADS-
Box transkripsiyon faktorii gen ailesi i¢inde yer alan RIN geninde mutasyon
hedeflemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda CRISPR-Cas9 ile hedefledikleri
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RIN geni mutant hatlarda meyvenin olgunlasmadigi bildirmislerdir (Ito et al., 2015).
CRISPR-Cas9 sistemi kullanilarak domateste bulunan SIPDS ve SIPIF4 genlerinde
mutasyon hedeflemislerdir. SIPDS geni karotenoid biyosentezinde anahtar enzim olan
fitoen desatiirazi kodlar ge genin baskilanmasi sonucunda albino bitkiler meydana
gelir. Sonug olarak SIPDS ve SIPIF4 genleri i¢in DSB indiiklenmis ve meydana gelen
mutasyonlarin T1 ve T2 nesillerine stabil bir sekilde aktarildigini kaydetmislerdir.
Agrobacterium tumefacience aracili transformasyon ile elde ettikleri mutant hatlarin
bazilarinda diisiik bazilarinda yiiksek albinoluk gozlemlediklerini, c¢ok yiiksek
albinoluk goriilenlerin ¢icek ve meyve iiretme asamalarina gelemediklerini
bildirmiglerdir (Pan et al., 2016). Ueta ve arkadaslari CRISPR-Cas9 teknigini
kullanarak 2017 yilinda yaptiklar: ¢alismada ¢ekirdeksiz domates tiretmek igin I1AA9
genini hedeflemisler, genin susturulmasi sonucunda meydana gelen mutasyonlarin
sonraki nesillerde aktarildigini bildirmislerdir (Ueta et al.,, 2017). Deng ve
arkadaslariin yaptigi calismada SLMYB12 genini hedefleyerek dizayn ettikleri gRNA
ile  olusturduklari mutasyon sonucunda pembe meyveli domates bitkileri elde
etmislerdir (Deng et al., 2018). Cai Ve arkadaslar1 soya fasiilyesinde ¢iceklenme
yolunda bir entegratéor olan GmFT2a’nin hedeflenen manipiilasyonu ig¢in
CRISPR/Cas9 kullanilmis ve mutant olan bitkilerde ge¢ ¢iceklenme goriildigi
bildirilmistir. Mutasyonun T2 nesli soya fasiilyesi bitkilerinde de gorildigi
kaydedilmis (Cai et al., 2018). Patatesler insana aci bir tat veren steroidal
glikoalkaloidler, a-solanin ve a-kakonin biriktirir. Nakayasu ve arkadaslar1 patatesteki
bu aciligit onlemek i¢cin SGA biyosentezinde gorevli St16DOX genininde
CRISPR/Cas9 ile meydana getirdikleri mutasyon ile patatesin tiiylii koklerinde SGA
birikiminin tamamen ortadan kalktigini bildirmislerdir (Nakayasu et al., 2018). Jung
ve arkadaglari DHLH transkripsiyon faktoriinii kodlayan SIMS10 geninin
susturulmasiyla elde edilen hatlarin erkek kisirligina neden oldugunu belirtmislerdir.
Elde edilen hatlardaki mutasyonlarin sonraki nesillere aktarildugi calismalarinda
sunulmustur (Jung et al., 2020). 2022 yilinda Seggin ve arkadaglarinin CRISPR/Cas9
teknigi kullanilarak yaptiklari calismada domateste Acotinase gen ailesi igerisinde yer
alan SIACO2 genini iki farkli gRNA ile hedeflemislerdir. Mutant hatlar1 vahsi tip ile
kiyasladiklarinda polen canliliklarinin diisiik oldugunu ve tohum sayisinda bes katlik
bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda bitkilere uygulanan tuz ve
mannitol aracili kuraklik stresinde mutant hatlarin stres kosullar1 altinda ytiksek

toleransa sahip olduklarini bildirmiglerdir (Se¢gin et al., 2022).
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Yapilan tiim bu c¢alismalara bakildiginda CRISPR/Cas9’un bitki genom

diizenleme caligmalainda etkili bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir.
3.6. Crispr/Cas Sisteminin Giincel Kullanimlari

CRISPR Act3: Bu sistemde kullanilan enzim dCas (6lii Cas)’dir. Cas’in iki
niikleaz domeini olan RUVC ve HNH’nin aktiviteleri mutasyon ile yitirilmis ve bu
sekilde kesim yetenegi giderilmis enzimine dCas denilmektedir (Qi et al., 2013). dCas
bir geni ifadesini arttirmak (CRISPRa) ya da baskilamak (CRISPRI) i¢in gelistirilmis
ve kullamilmistir (Ceasar et al., 2016). CRISPR aktivasyon sisteminde, ilgilenilen
genlerin  ifadelerini  arttirmak i¢in  transkripsiyonel aktivatérler dCas9’a
kaynastirilmakta ve bu sekilde genin ifadesi artmaktadir (Konermann et al., 2015).
CRISPR interferansda ise (CRISPRi), dCas9 proteinleri transkripsiyon basangi¢
dizisine yakin promotdér bolgesine baglanarak, RNA polimerazi ve transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasin1  bloke ederek, transkripsiyonun baslamasina veya

uzamasina miidahale etmekte ve bu sekilde gen ifadesini baskilamaktadir (Qi et al.,

2013).

CRISPR-Combo: gRNA dizisindeki degisiklik ile CRISPR sistemine yeni bir
bakis acis1 getirmistir. Yaklasik 20 niikleotitlik gRNA’nin PAM dizini taniyip
baglandig1 Cas9’u oraya yonlendirip DNA’da cift zincir kirig1 olusturdugu geleneksel
CRISPR sisteminden ayr1 olarak gRNA yalnizca 14-16 niikleotidden olusmaktadir.
gRNA’nin kisa olmasi durumunda Cas9 enzimi yinede hedefe gider ancak DNA’y1
kesemez. Bu yontem ile transkripsiyonel aktivatorler hedef bolgeye yonlendirilebilir
ve gen aktivasyonu saglanabilir (Debernardi and Rowan, 2022). 2021 yilinda Pan ve
arkadaslar1 bu sistemin hem tek hemde cift ¢cenekli bitkilerde uygulanabilinecegini

makalelerinde yayinlamiglardir (Pan et al., 2021).

16



4. YAG ASITLERI

Lipitler, insanlar i¢in temel besinlerden biri olarak kabul edilmektedir. Lipid
metabolizmasi, ¢oklu sinyal yollarinin birincil aracilar1 olan ayni zamanda hiicre
zarlarinin vazge¢ilmez bilesikleri olan pek ¢ok biyoaktif lipit molekiilii tiretmektedir
(Orsavova et al., 2015). Lipitler, ¢ift baglarin varligina veya yokluguna gére doymus
(6rnegin; stearik ve palmitik asit), tekli doymamis (6rnegin; oleik asit) ve ¢oklu
doymamis yag asitleri (6rnegin; a-linolenik asit ve linoleik asit) olarak
siniflandiriimaktadir. insan viicudu, metil ucunda C3 ve C6°da ilk ¢ift bag1 olan ¢oklu
doymamis yag asitlerini sentezleyemez, bu nedenle bu yag asitleri esansiyeldir ve
besinlerle alinmas1 gerekmektedir. Temel ¢oklu doymamis yag asitleri alfa-linolenik
(18:3) ve linoleik asittir (18:2) (Brown, 2000).

Doymus yag asitlerinin karbon baglarinin tamami hidrojene doyuruldugundan
oldukca kararl1 bir yapilar1 bulunmaktadir. Genel olarak doymus yag asitlerinin biiyiik
cogunlugu oda sicakliginda kat1 formda bulunmaktadir. Gidalarda en ¢ok bulunan bazi
doymus yag asitleri stearik ve palmitik asitlerdir (Semma, 2002). Doymus ve doyamis
yag asitleri ile alinan kalori ayni olmasina ragmen, doymus yag asitleri viicutta yag
birikimi ve kilo alimi gibi sorunlara neden olmaktadir (Altunkaynak and Ozbek, 2006).
Kalp ve damar hastaliklar1 ile miicadelede doymus yaglarin tiiketiminin azaltilmasi
gerekmektedir (Samur, 2006). Diisiikk yogunluklu lipoproteinin (LDL) kandan
temizlenmesi doymus yag asitleri tarafindan engellenmektedir.

Doymamis yag asitleri bir ya da birden fazla ¢ift bag bulundurmaktadir. Yag
asitleri zincirleri farkli uzunlukda, sayida ve yapida bag icermektedir. Tek cift bag
icerenlere tekli doymamis, birden ¢ok ¢ift bag icerenlere coklu doymamis yag asitleri
denilmektedir. Tekli doymamis yag asidine ornek olarak oleik, ¢oklu doymamis yag
asidine Ornek olarak linoleik verilmektedir (Semma, 2002). Tekli doymamis yag
asitleri viicudumuz tarafindan sentezlenirken, c¢oklu doymamis yag asitleri

sentezlenememektedir.

Esansiyel yag asitleri son zamanlarda fonksiyonel gida ve nutrasotikler olarak
kabul edilmektedir. Yapilan bircok c¢alismada, antitrombotik, antiaterojenik,
antiinflamatuar, antiaritmik etkileri nedeni ile kardiyoprotektif etki ile sonug¢lanan
birgok biyokimyasal yolakta 6nemli rolleri kaydedilmistir. Bu ¢alismalarda esansyel
asitlerin, kardiyovaskiilar hastaliklarin riskini azaltma potansiyeline sahip oldugu, kan

basimncinin diizenlenmesinde ve  minerallerin metabolizmasinda yer aldigim
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bildirmislerdir ( Hu et al., 2001; Flachs et al., 2005; Weiss et al., 2005; Misurcova et
al., 2011; Mobraten et al., 2013).

4.1. Bitkilerde Yag Asidi Sentezi

Lipidlerin birgogu bitkiler tarafindan tiretilmektedir. Bunlar arasindan palmitik,
oleik, linoleik ve linolenik asitler baslica yag asitleri arasinda yer almaktadir (Fatiha,
2019; Taylor et al., 2009). Bitkilerde yag asidi biyosentezi kloroplastlarda ve
fotosentetik olmayan dokularin plastidlerinde meydana gelmektedir. Diinya
ekonomisinde bitki lipidlerinin yeri oldukca 6nemlidir. Insanlar tarafindan kullanilan
yaglarin ¢ogu tohumlardan ve meyvelerden elde edilen triagilgliserollerdir.

Bitkilerde yag asidi sentezi fotosentezin {iriinii olan asetil CoA’dan plastidlerde
gerceklesmektedir. Bitkilerde iki formu tanimlanmis olan asetil CoA karboksilaz ve
bir multienzim kompleksi olan kloroplastlarin stomalarinda yer alan yag asidi sentazi
yag asidi olusumu i¢in gerekli iki enzim sistemini olusturmaktadir (Roughan and
Ohlrogge, 1996). Bu iki enzimden yag asidi sentaz incelendiginde; bitkilerde acyl
carrier protein (ACP), yag asitlerinin asil CoA formunda oldugu diger Okaryotik
hiicrelerden farkl: olarak, yag asidi sentazi icin ¢esitli ara maddeler i¢in tasiyici olarak
kulanilmaktadir (Guschina et al., 2014). Yag asidi biyosentezi i¢in ilk substratlar asetil
CoA ve melonil-ACP’lerdir. Melonil pargasinin CoA’dan ACP’ye transferi malonil
CoA:ACP transasilaz tarafindan katalize edilmektedir. Asetil CoA ve malonil-ACP’nin
ilk yogunlastirilmasindan sonra yag asidi biyosentetik yolunun her asamasi i¢in tiim
ara tirlinler acyl-ACP’lerdir. Yogunlagma reaksiyonu ile birlikte B-ketoasil-ACP sirasi
ile B-ketoasil-ACP rediiktaz, B hidroksiasil-ACP dehidrataz ile indirgenme
reaksiyonuna girmektedir. Iki oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonun koenzimi
NADPH’dir. Olusan biitiril-ACP, malonil-ACP ile yogusmadan sonra iki C2 daha
uzatilacaktir. B-ketoasil-ACP sentaz 1 bu reaksiyonu katalize etmektedir. Yedi tur
dongili sonucunda palmitoil-ACP olusur. Yag asidi sentazinin iiriinii palmitik asit
olmasina ragmen, kloroplastin stomalarinda yaygin olan stearik ve oleik yag asitleride

sentezlenmektedir (Harwood, 1996).
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Sekil 4. 1. Yag asitlerinin hiicredeki lokasyonu
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Sekil 4. 2. Bitkilerde yag asidi sentez yolag: (Fatiha, 2019)

Bitki bazli yaglar, iiriin tlirline bagh olarak palmitik asit (C16:0), stearik asit
(C18:0), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve linolenik olmak {izere bes yaygin
yag asidinden olusur (Lambert, 2001). Doymus yag asitlerinin fazla alimi kan
kolesteroliiniin yiikselmesine neden olabilmektedir ve bu da kroner kalp hastaliklar
riskinin artmasina neden olmaktadir (Ma et al., 2021). Bunun yaninda doymamis yag

asitleri insan saglig1 i¢in yararlidir ve oleik asit kolesterol problemlerini azaltirken
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linoleik asit kanser 6nleyici 6zelliklere sahiptir (Li et al., 2011). Bunun igin bitkilerde

yag asidi konsantrasyonu ve bilesimini belirleyen anahtar enzim tiyoesterazlar oldukca

onemlidirler (Voelker, 1996).

Bitki kiitikiilii tiim epidermal hiicrelerin yiizeylerini kaplayan lipofilik bir
tabakadir (Holloway, 1982; Jeffree, 1996; Kunst et al., 2020). Kara bitkilerinin
gelisimlerinn ilk asamalarinda hava yiizeyleri iizerinde hidrofobik bir bariyer
olustururken, stoma dis1 su kaybin1 ve gaz aligverisini sinirlar, lipofilik bilesiklerin
emilimini kontrol eder, viskoelastik 6zellik yaninda mekanik dayaniklilik saglar
(Baker et al., 1982; Hoffmann et al., 1994; Riederer and Schreiber, 2001). Tiim bu
Ozelliklerin yaninda en 6nemli gorevlerinden bir tanesi de bitkilere ¢cevreden gelen
biyotik ve abiyotik stres etkenlerinden korumasidir (Schweizer et al., 1996). Kiitin
matrisi esasen stearik (C16) ve linoleik (C18) hidroksi ve epoksi yag asidi
monomerlerinden olusurlarken kii¢iik miktarlarda aromatik bilesiklerde bulundururlar

(Heredia, 2003; Kolattukudy, 1980).
4.2. Acyl- Acyl Carrier Protein (ACP) Tiyoesterase

Bitki Acyl- Acyl Carrier Protein (ACP) tiyoesterazlar: (TE), acyl-ACP tiyoester
baglarini hidrolize eden serbest yag asitlerini ve ACP’yi serbest birakan 8 ila 18 karbon
arasinda farklilik gdsteren zincir uzunluguna sahip proteinlerdir. Aktiviteleri plastidyal
yag asidi biyosentezi yolundaki son adimi olusturmaktadir (Mayer and Shanklin,
2005).

Yag asidi TE’lar1 amino asit sekanslarina ve substrat tercihlerine gore FATA ve
FATB olarak ikiye ayrilmaktadir (Voelker, 1997; Bonaventure et al., 2003; Moreno et
al., 2011). Substrat spesifikligi acyl zincirlerinin ne zaman salindigin1 belirlemede
onemli rol oynamaktadir (Aznar et al., 2018). Ayrica depolama lipidlerinin
bilesimleinin belirlenmesinde TE’larin substrat tercihlerinin rolii oldugu bildirilmistir
(Voelker et al., 1992; Hills, 1999; Mayer and Shanklin, 2005; Voelker, 1996). FATA
smifi tiyoesterazlart uzun zincirli acyl-ACP’ler (C18:1-ACP) iizerinde en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. FATB sinifi tiyoesterazlar, doymus yagl acyl
(C16:0-ACP) zincirleri ile a¢il-ACP’leri hidrolize etmektedirler. Ayrica FATB C18:1-
ACP, ardindan C18:0-ACP ve C16:1-ACP ile 6nemli dl¢iide aktiviteye sahiptirler
(Dormann et al., 1995; Voelker et al., 1997; Salas and Ohlrogge, 2002).
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Sekil 4. 3. Bitkilerde yag asitlerinin plastidden sitozole gegisinin sematik gosterimi. ACC (asetil CoA
karboksilaz), ACP ( acy! taswyici protein), FA (yag asidi), CoA (koenzim A), FAS (vag asidi
sentazi), FATAIB (yagl acyl-ACP tioesteraz A/B), LACS (uzun zincirli acyl CoA sentaz), PAE
(palmitoil-ACP uzama), SAD (stearoil-4ACP desatiiraz) (Fatiha, 2019)
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5. MATERYAL METHOD

FATB genlerinin domates bitkisinde tanimlanmasi amaci ile ilk olarak in siliko
analizler yapilmis daha sonrasinda molekiiler calismalara ve ardindan da doku kiiltiirii

caligmalarina gegilmistir.
5.1. In Siliko Analizler

5.1.1. FATB Gen Ailesinin Filogenetik Analizi, intron Ekzon Yapis1 Ve
Motif Analizi

Domates bitkisinde bulunan FAT (Solyc05g008570, Solyc129006930,
Solyc06g083380 ve Solyc03g097390) genleri arasindaki evrimsel iliskileri karakterize
etmek i¢in filogenetik analizler yapilmistir. Filogenetik analiz igin gerekli olan FAT

genlerinin protein dizilerini bulmak i¢in Phytozome V13 ( https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/ ) veri tabanindan yararlanilmistir,. MEGAX yaziliminda yer alan

ClustalW2 kullanilarak amino asit dizileri hizalanmugtir.

Domates ve diger model bitkilerde FATB genlerinin benzerliklerini
karsilastirmak amaci ile Arabidopsis thaliana, Glycne max ve Solanum tuberosum
bitkilerine ait FAT genlerinin protein dizileri Phytozome V13 veri tabanindan
alimmistir. MEGAX yaziliminda yer alan ClustalW2 kullanilarak amino ait dizileri
hizalanmigtir. MEME Suite, FAT genlerinde korunan motifleri bulmak i¢in
kullanilmigtir. Son olarak bulunan intron-ekson yapilari, korunmus motifleri ve

domeinleri TbTools (https://github.com/CJ-Chen/TBtools) yazilimmda yer alan

“Gene Structure View” ile sematize edilmistir.
5.1.2. FAT Genlerinin Bitkilerde Hiicresel Lokasyonu

Solyc03g097390 ve Solyc12g006930 genlerinin domatesteki ifadelerinin
bitkinin en ¢ok hangi dokusunda oldugunu belirlemek amaci ile “Plant Electronic

Fluorescent Pictograph” ( https://bar.utoronto.ca/ ) proramindan yararlanilmistir.

5.1.3. FAT Genlerinin Kromozomlar Uzerindeki Lokasyonu

Solyc059008570, Solyc12g006930, Solyc069g083380 ve Solyc03g097390
genlerinin kromozomlar iizerindeki lokalizasyonlar1 “Plant Electronic Fluorescent

Pictograph” ile sematize edilmistir.
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5.1.4. miRNA Analizi

Domateste Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerinin promotdr bolgelerini
hedefleyen miRNA’lar1 bulmak icin psRNATarget
(https://www.zhaolab.org/psRNATarget/home ) programi kullanilmistir. Bu iki genin

sekanslar1 psRNATarget programina yiiklenerek bu proteinleri hedef alan miRNA’lar

saptanmistir.
5.1.5. Domateste Bulunan FAT GProtein Protein Etkilesimleri

Domateste bulunan tiim FAT (Solyc059008570, Solyc129006930, Solyc06g083380 ve
Solyc03g097390) genlerinin protein sekanslar1 phytozome veri tabanindan indirilerek

“STRING” (https://string-db.org/)  veri tabanina yiiklenmis ve protein-protein

etkilesimleri incelenmistir. Analiz sirasinda giivenirlik skoru 0.7 olarak segilmistir.
5.2. Bitki Materyali ve Doku Kiiltiirii Ortam

Bu deneyde domatesin crocker c¢esidi kullanilmigtir. Domates tohumlari
Syngenta tohum firmasindan temin edilmistir. Eksplant kaynag1 olarak kotiledonlar
kullanilmistir. Tohumlar ilk olarak ¢imlendirme ortaminda g¢imlendirilmis,
kotiledonlar kesildikten sonra 6n kiiltiir ortamina alinmis, transformasyondan sonra
ise kokiiltiivasyon besin ortamina alinmistir. Daha sonra transgenik bitkilerin eldesi
icin seleksiyon ortami kullanilmistir. Son olarak elde edilen bitkicikler koklendirme
ortamina alimmustir. Calisma boyunca kullanilan tiim besi ortami igerikleri tabloda

verilmistir.

Tablo 5. 1. Crocker gesidinin doku kiiltiiriinde kullanilan besin ortanmu ve igerigi.

Kimyasallar co OK KKO SO KO
Murashige and Skoog media (g/L) 2.2 4.4 4.4 4.4 4.4
Siikroz (g/L) 20 30 30 30 20
Phytagel (g/L) 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8
Benzil adenin (g/ml) - 3 3 3 -

Indol asetik asit (g/ml) - 0.1 0.5 0.5 0.1
Higromisin (g/ml) - - - 15 15
Timentin (g/ml) - - - 160 160
Asetosiringon (mM) - - 100 - -

CO (¢imlendirme ortami), OK (én kiiltiir ortami), KKO (kokiiltiivasyon ortami), SO (seleksiyon
ortami1), KO (koklendirme ortami)
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5.3. Kullanilan Bakteri Suslar1 Ve Besi Ortamlari

Bu calismada gen klonlama uygulamalarinda Escherichia coli (E. coli) ve gen
aktarim uygulamalarinda da Agrobacterium tumefaciens bakterileri kullanilmistir. E.
coli bakterisin susu DHb5a iken, A. tumefaciens bakterisinin susu GV3101’dir.

Kullanilan besin ortamlar1 tabloda verimistir.

Tablo 5. 2. Deney boyunca kullanilan bakteri suglari ve direngli olduklar1 antibiyotikler

Kimyasallar E. coli A. tumefaciens
Agar (g/L) 15 15
Luria broth (LB) (g/L) 20 20
Gentamisin (g/ml) - 30
Rifamisin (g/ml) - 10
Kanamisin (g/ml) 50 50

5.4, Crispr/Cas9 Bitki ifade Vektoriiniin (Phse401) Olusturulmasi Ve
Bitkiye Transferi

CRISPR/Cas9 araili hedef genlerde olusturulacak mutasyon igin vektor olarak
PHSE401 plazmiti kullanilmistir. Plazmit Addgene’den (https://www.addgene.org/)

sparis verilmistir.
5.4.1. gRNA’larin Dizayn Edilmesi

Lipid karbon zinciri uzunlugunun belirlenmesinde goérev alan fatty acyl-ACP
thioesterase B (FATB- Solyc03g097390.3.1), Palmitoyl-Acyl Carrier Protein
Thioesterase (Solyc129g006930.2.1) genlerinin CRISPR/Cas9 ile susturulmasinda ilk
olarak  CRISPR-P 2.0  (http://crispr.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR2/CRISPR)
kullanilarak her iki gen igin 4 ayr1 gRNA (gRNA5, gRNA13, gRNA16 ve gRNA19)
tasarlanmistir. Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerinin her ikisininde alt1
ekzonu bulunmaktadir. Solyc12g006930 genininde mutasyon olusturmak iizere dizayn
edilen gRNA’lardan gRNAS5 1. ekzona, gRNAI13 3. ekzona dizayn edilmistir.
Solyc03g097390 genine dizayn edilen gRNA’lardan gRNA16 1. ekzona, gRNA19 3.
ekzona dizayn edilmistir (Sekil 5.1). Tasarlanan gRNA’lar tabloda verilmistir.
gRNA’larin hedefe yonelik mutasyon etkinligi gRNAS5’de 0.773, gRNA13’de 0.662,
gRNA16’da 0.505 ve gRNA19’da 0.485°dir. Secilen gRNA’larin GC igerikleri ise
gRNAS5’de %45, gRNA13’de %50, gRNA16 ve RNA19’da %35 dir. gRNA’larin
ikincil yapilamnin literatiirde bilirtildigi sekilde olmasina dikkat edilmistir.
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Sekil 5. 1. Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerine dizayn edilen gRNA’larin bulundugu
ekzonlar

Tablo 5. 3. Klonlamada kullanilmak tizere segilen gRNA’lar

Gen gRNA
Solyc12g006930.2. gRNA 5: CTGGAAGTATAGATACACGG
gRNA 13: CCTCCGCGATAGTAATACTG
Solyc03g097390.3.1 gRNA 16: GGAAATGTAGTAATTGAACC

gRNA 19: ACATCATCACAAAAGCAACA

Tabloda verildigi sekilde senteze gonderilen gRNA’lar arasindan gRNA 19’un

reverse  komplementeri (TGTTGCTTTTGTGATGATGT) alinarak  senteze

gonderilmistir.
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Tablo 5. 4. pHSE401 vektoriine klonlanmak {izere yapilacak olan ii¢ ayr1 PCR igin sentezlenen diziler

Primer adi Sekans PCR
DT1-BsF: 5’- aataatggtctctattg gtt-3° DT1-
g5FATB(...6930.1) PCR

PCR 1
gRNA1
DT1-FO: 5’-tg gttttagagctagaaatagc -3’ DT1-
g5FATB(...6930.1) PCR
PCR 1
gRNA1
DT2-BsF2: 5' aataatggtctctagattg gtt 3' DT2-
g13FATB(...6930.1) PCR
PCR2
gRNA2
DT2-FO0: 5'-1g gttttagagctagaaatagc -3' DT2-
g13FATB(...6930.1) PCR
PCR2
gRNA2
DT3-BsF3: 5'- aataatggtctctgtgattg gtt -3’ DT2T3-
g16FATB(...7390) PCR3
gRNA3
gRNA4
DT3-FO0: 5'-1g gttttagagctagaaatagc -3' DT2T3-
g16FATB(...7390) PCR3
gRNA3
gRNA4
DT4-RO: 5@ 5'-aac caatcactacttcgactctagctgtat -3' DT2T3-
g19FATB(...7390) PCR3
gRNA3
gRNA4
DT4-BsR: 5'- attattggtctctaaac -3' DT2T3-
g19FATB(...7390) PCR3
gRNA3
gRNA4

Secilen gRNA’lar Xing’in (Xing et al., 2014) c¢alisma protokoliine gore
T1T2- T2T3- T3T4 vektorlerinden promotor, gRNA skaffold ve terminatorii PCR’da
cogaltacak sekilde gRNA’larin basina ve sonuna birkag¢ baz eklenerek (tablo) senteze
gonderilmistir. Sentezden gelen diziler ilk olarak sentez protokoliinde belirtildigi
sekilde sulandirtlmigtir. DT1T2 (10 ng) vektorii, DT1-BsF (20 uM) ve DT1-FO (1 uM)
dizileri kullanilarak yapilan ilk PCR’da; gRNAS, gRNA skaffold, terminator (U6-26t)
ve promotorden (U6-29p) olusan bir fragment elde edilmistir. DT2T3 (10 ng) vektori,
DT2-BsF2 (20 uM) ve DT2-FO (1 uM) dizileri kulanilarak yapilan ikinci PCR’da;
gRNA13, gRNA skaffold, terminatdér (U6-29t) ve promotdrden (U6-1p) olusan bir
fragment elde edilmistir. DT3T4 (10 ng) vektorii DT3-BsF3 (20 uM), DT3-F0 (1 uM),
DT4-R0O (1 uM) ve DT4-BsR (20 uM) dizileri kullanilarak yapilan t¢iincii PCR’da
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gRNA16, gRNA skaffold, terminator (U6-1t), promotor (U6-26p), gRNAL9 ve gRNA
skaffolddan olusan bir fragment elde edilmistir. PCR’da “Iproof High-Fidelity DNA

Polymerase” kullanilmistir.

Tablo 5. 5. DT1-PCR Reaksiyon Igerigi

Bilesenler 50 pl reaksiyon
5X Iproof Reaction Buffer 10 pl

10 mM dNTPs 1l

DT1-BsF: guide5 FATB (20 uM) 1l

DT1-FO: guide5 FATB (1 uM) 1l

BsR2 1l

DT1T2 (10 ng) 0.5 ul

Iproof High-Fidelity DNA Polymerase 0.5 pl
Niikleazsiz Su 35l

Tablo 5. 6. DT2-PCR Reaksiyon Igerigi

Bilesenler 50 pl reaksiyon
5X Iproof Reaction Buffer 10 pl

10 mM dNTPs 1l

DT2-BsF2: guidel3 FATB (20 uM) 1l

DT2-F0: guidel3 FATB 1 ul

BsR2 1ul

DT2T3 (10 ng) 0.5 ul

Iproof High-Fidelity DNA Polymerase 0.5ul
Niikleazsiz Su 35 ul

Tablo 5. 7. DT3T4-PCR Reaksiyon igerigi

Bilesenler

50 pl reaksiyon

5X Iproof Reaction Buffer

10 mM dNTPs

DT3-BsF3: guidel6 FATB (20 uM)
DT3-F0: guidel6 FATB (1 uM)
DT4-R0: 5" guide19 FATB (1 uM)
DT4-BsR: guidel9 FATB (20 uM)

RO

DT3T4 (10 ng)

Iproof High-Fidelity DNA Polymerase

Niikleazsiz Su

10 pl
1l
1 ul
1l
1l
1 ul
1l
0.5l
0.5 ul
34 ul
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Tablo 5. 8. PCR reaksiyon kosullari

Adimlar Sicaklik Siire

i1k denaturasyon 98°C 2 dakika
Denaturasyon 98°C 10 saniye
Baglanma 65 °C 30 saniye
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 7 dakika
Sicaklik 4°C 00

Sekil 5. 2. DT1-T2, DT2-T3 ve DT3-T4 fragmentlerinin agoroz jel goriintiisii

DT1-PCR - DT2-PCR - DT3T4-PCR2 fragmentleri %0.6’lik jelde
yiirlitiilmistlir. Daha sonra golden gate klonlamada kullanilmak {izere jelden alinarak

“FavorPrep GEL/PCR purification Kit” protokoliine gére ekstrakte edilmistir.
5.4.2. Golden Gate Reaksiyonu

Birden fazla gRNA’y1 pHSE401 vektoriine klonlamak i¢in palindromik olmayan
yapigkan uglar olusturan BSA 1 kesim enzimi kullanilmistir. Yukarida verildigi
sekilde PCR’da olusturulan ii¢ ayr1 fragmentin jelden ekstraksiyonu yapildiktan sonra
pPHSE401 vektoriine klonlanmasi i¢in yapilan PCR tabloda verilmistir. PCR iiriinleri,
BSA 1 kesim enzimi ve ligazin bir tlipe koyularak ii¢ fragmentin pHSE401 vektoriinde

birlesmesi saglanmustir.
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Tablo 5. 9. Golden gate klonlamanin PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim 20 pl
PCR Uriinii jel 1 (30 ng) 2 ul

PCR Uriinii jel 2 (30 ng) 7 ul

PCR Uriinii jel 3 (30 ng) 2 ul
pHSE401 plazmit 100 ng 2 ul

10X BSA 1.5 ul

10X T4 DNA Ligaz Buffer 1.5 ul

Bsal Enzim 1ul

T4 DNA Ligaz 2.5 ul
Niikleazsiz Su 0.5 ul

Tablo 5. 10. PCR kosullari

Temperature Time
37°C 5 dk 30x
16°C 5 dk 30x
55°C 5 dk
80°C 5 dk
4°C ©

Kapak sicakligt 90 °C

Golden gate klonlama sonucunda pHSE401 vektoriinde her bir gRNA i¢in
promotor, skaffold ve terminatér mevcut olmustur. Gen kaseti (U6-26p)-(gRNA1)-
(gRNA-Skafold)-(U6-26t)-(U6-29p)-(gRNA2)-(gRNA-Skafold)-(U6-29t)-(U6-1p)-
(gRNA3)-(gRNA-Skafold)-(U6-1t)-(U6-26p)-(gRNA4)-(gRNA-Skafold)-(U6-26t)
seklindedir.
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Sekil 5. 3. A; Golden gate klonlama ile gRNA’larin pHSE401 vektdriinde birlestirilmesinden sonra
vektoriin son hali, B; Golden gate klonlama ile gRNA’larin pHSE401 vektoriinde
birlestirilmesinin sematik gosterimi
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5.4.3. Kompetan E. Coli Hiicrlerinin Hazirlanmasi

Escherichia coli (E. coli)’nin DH5a susundan 10 ul alinarak ¢izgi ekim teknigi
ile LA besi ortamina ekilmistir. Bir gece inkiibatorde biliylimeye birakilmistir. Ertesi
giin tek kolonilerden alinarak 10 ml s1v1 LB igerisine ekimi yapilmistir. Bir gece 37 °C
200 rpm’de biiylimeye birakilmistir. Ertesi giin bakteriden 1 ml alinarak 100 ml LB
icerisine eklenmistir. ODsgoo 0,6 olunca bakteri buzun tlizerine alinarak 15 dakika buzda
bekletilmistir. Daha sonra bakteri falkonlara alinarak +4°C’de 3500 rpm’de 5 dakika
sanrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra falkonlardaki {ist faz dokiiliir ve daha 6nceden
hazirlanip buzda bekletilmis olan tampon 1’den 5 ml alinarak her bir falkon iizerine
eklenir ve bakteri iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Tekrar +4°C’de 3500 rpm’de 5 dakika sanrifiij
yapilir, st faz atilir ve tampon 2’den her bir falkona 2 ml eklenmistir. Bakteri iyice
¢Ozdiirtildiikten sonra daha dnceden buz iizerinde bekletilen 1.5 ml’lik tiiplere 100 ml
olacak sekilde dagitilir. 15-30 dakika buz lizerinde bekletilir ve sivi nitrojenle

dondurulduktan sonra -80°C’de depolanmustir.

Tablo 5. 11. Kompetan E.coli hiicrelerinin hazirlanmasinda kullanilan ilk tampon

Tampon 1

Potasyum asetat 10 mM

RuClL 100 mM

CaCL 10 mM

Gliserol 8.6 ml

dH-0 50 ml’ye tamamlanmigtir

Tablo 5. 12. Kompetan E.coli hiicrelerinin hazirlanmasinda kullanilan ikinci tampon

Tampon 2

MOPS 10 mM

RuCl. 10 mM

CaCl: 75 mM

Gliserol 8.6 ml

dH-0 50 ml’ye tamamlanmigtir

Tampon 2’nin pH’s1t 6.5’e ayarlanmistir. Tamponlarin her ikisinede filtre
sterilizasyonu yapilarak kullanima kadar +4°C’de bekletilmistir. Kullanim sirasinda

tamponlarin buz igerisinde tutulmasi gerekmektedir.
5.4.4. Vektoriin DH5a (E. Coli ) Bakterisine Is1 Soku Yontemi Ile Transferi

Golden gate klonlama asamasi tamamlandiktan sonra elde edilen Phse401
vektorii E. coli’nin bir susu olan DH5a  bakterisine 1si-soku yontemi ile
transformasyonu yapilmistir. Transformasyon i¢in ilk olarak -80’de stok olarak

bulunan kompetan E. coli ¢ikarikarak buz iizerinde 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra
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bakterinin igerisine 2 ul vektér koyularak 42°C su banyosunda 45 saniye
bekletilmistir. 42°C’den hizla alinan bakteri 5 dakika buz lizerinde bekletilmistir. 5
dakikanin ardindan igerisine 300 pul SOC besin ortami1 eklenerek 37°C’lik inkiibatdrde
2 saat biiyiitiilmiistiir. Transformasyon sonrasinda bakteriler 50 mg/L kanamisin i¢eren

kat1 LB besiyerine yayilarak 1 gece 37°C’de inkiibasyona birakilmaistir.

SOC besin ortaminda %2 tryptone, %S5 yeast extract, 10 mM NaCl, 25 mM KCI
hazirlanarak 121°C’de 20 dakika otoklavda sterilizasyonu yapilmistir. 10 mM MgCl»
ve 20 mM glukoz stok olarak hazirlandiktan sonra filtre sterilizasyonu yapilmustir.
Otoklavda ¢ikan otramin tizerine 10 mM MgClz ve 20 MM glukozdan eklenmistir.

Kullanima kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
5.4.5. Koloni PCR

Is1 sokundan sonra besi ortaminda ¢ikan kolonilerden segilerek U6-29p-F, U6-
1t-R primerleri ile koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR bilesenleri tabloda verilmistir.

Tablo 5. 13. Koloni PCR bilesenleri

Koloni PCR Bilesenleri

Taq 2 MM 12.5 pl
U6-29p-F 1wl
U6-1t-R 1wl
Koloni 2 ul

Su 8.5 ul

Tablo 5. 14. Koloni PCR kosullar

Sicaklik (°C) Siire
11k denatiirasyon 95 2.00 dakika
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma 55 30 saniye
Uzama 68 70 saniye
Son uzama 68 5 dakika

— D

B gRNAs (1-6)

Sekil 5. 4. U6-29p-F, UB-1t-R primerleri kullanilarak yapilan PCR’1n agaroz jel goriintiisii
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5.4.6. Plazmit izolasyonu

Koloni PCR sonucu pozitif ¢ikan kolonilerden alinarak igerisinde 50 mg/L
kanamisin bulunan sivi LB igerisine ekimi yapilmistir. Bir gece 37°C 200 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir ODeoo 0.6-0.8 araliginda olan bakteriden alinarak “Favorgen
Plasmid DNA Extraction Mini Kit” protokolii takip edilerek plazmid izolasyonu
yapilmustir.

5.4.7. Restriksiyon Enzimi ile Kesim (Hind 111)

Plazmit izolasyonundan sonra dogrulama yapmak i¢in Hind III kesim enzimi ile

plazmit kesilmistir. Hind III kesim enziminin PCR kosullar tabloda verilmistir.

Tablo 5. 15. Hind III ile kesimin PCR bilesenleri

PCR bilesenleri

10X Buffer R 2 ul
Hind 111 2 ul
Plazmit (50 ng) 11.5 pl
Su 4.5 ul

Tablo 5. 16. Hind III ile kesimin PCR kosullar

Sicakhk Siire
37°C 2 saat
80°C 20 dakika
4°C 0

N—
—
o
- —
el
—
. -
-—

jastion with Hindil

O Lel

Sekil 5. 5. Hind III ile kesim reaksiyonunun agaroz jel goriintiisii. P2 ve P4 kesilmemis plazmit, FATB2
ve FATB4 Hind 111 ile kesilen plazmitler

5.4.8. Hazirlanan Vektoriin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

Hind III kesim enzimi ile dogrulanmig olan plazmidler dizilemeye

gonderilmistir. Dizileme U6-1t-Rv (AACGGACCAATCACTTTGTCTTAGC), U6-
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29p-Rv (AGCCCTCTTCTTTCGATCCATCAAC) ve U6-1t-Fw
(GCTAAGACAAAGTGATTGGTCCGTT) primerleri ile tek yonli yapilmistir.

Dizileme sonucunda plazmit dogrulanmustir.

5.5. pHSE401 Vektoriiniin  Agrobacterium tumefaciens’e (GV3101)

Transformasyonu
5.5.1. Kompetan Agrobacterium tumefaciens Bakterisinin Hazirlanmasi

Bos GV3101’den 10 ml alinarak sivi LB besin ortamina eklenmis ve 1 gece
28°C’de 200 rpm’de biiyiitiilmiistiir. Ertesi giin biliyliyen bakteriden alinarak 500 ml
LB besin ortamina ekimi yapilmistir. 28°C’de 200 rpm’de ODsoo 0.6-0.8 olana kadar
biiyiitiilmiigtiir. Biiyliyen bakteri buz iizerine alinarak biiyiimeleri durdurulmustur.
4000 g de 4°C’de 10 dakika santrifiij yapilmustir. Ust faz atilarak pellet iizerine 10 ml
steril soguk su eklenmistir. Pellet pipetaj yapilarak yavas yavas cozdiiriilmiistiir.
Uzerine 500 ml soguk stril su eklenerek tekrar 4000 g de 4°C’de 10 dakika santrifiij
yapilmistir. Bu asama iki kez daha tekrarlanmustir. Ust faz dokiilerek pellet iizerine 50
ml steril soguk su eklenip ¢ozdiiriilmiistiir ve 4000 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij
yapilmigtir. Ust faz uzaklastirilip peletin {izerine 5 ml %10’luk steril soguk gliserol
eklenerek pipetaj yapilmistir. Daha 6nceden buz {lizerindebekletilen 1.5 mI’lik tiiplere
bakter 50 ml olacak sekilde koyulmustur. Tiipler s1v1 nitrojen ile dondurulduktan sonra

-80°de depolanmastir.

55.2. Vektoriin  Elektroporasyon ile  Agrobacterium  tumefaciens

Bakterisinine Transformasyonu

Sekans sonucu dogru olan plazmid elektroporasyon ile Agrobacterium
tumefacience bakterisine atilmistir. Elektroporasyon igin ilk olarak -80°de stok olarak
bulunan bakteri ¢ikarilarak 10 dakika buz igerisinde bekletilmistir. Daha sonra
bakterinin iizerine 2 pl (500-600 ng) plazmid koyulmustur. Parmakla yavasca birkag
kere vurduktan sonra pipet ile ¢ekilerek elektroporator kiivetinin icerisine koyularak
elektroporator cihazina yerlestirilmis ve akim verilmistir. Akim verilmesinin hemen
ardindan tizerine 900 pl soguk LB eklenmistir. 2 saat boyuca 28°C’de biiyiitiildiikten
sonra 10 mg/L rifamisin, 30 mg/L gentamisin ve 50 mg/L kanamisin igeren kat1 LB

besiyerine koyularak 28°C’de 2 giin biiylitiilm{istir.
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5.5.3. Koloni PCR

Elektroporasyondan sonra 10 mg/L rifamisin, 30 mg/L gentamisin ve 50 mg/L
kanamisin iceren kati LB besin ortaminda iki giin boyunca 28°C’de biiylitiilen

bakteriden ¢ikan koloniler alinarak koloni PCR yapilmustir.

Tablo 5. 17. Elektroporasyondan sonra yapilan koloni PCR’1n bilesenleri

Koloni PCR Bilesenleri Miktar (ul)
Taq 2 MM 125
U6-29p-F 1

uUe-1t-R 1

Koloni 2

Su 8.5

Tablo 5. 18. Elektroporasyondan sonra yapilan koloni PCR’1n kosullari

Sicaklik (°C) Siire
Ilk denatiirasyon 95 5.00 dakika
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma 55 30 saniye
Uzama 68 70 saniye
Son uzama 68°C 5 dakika

5.5.4. Domates Tohumlarinin Yiizey Sterilizasyonu

Steril kabin igerisinde tohumlar ilk olarak ¢esme suyu ile birka¢ defa
yikanmistir, %70’lik alkol igerisinde 20 saniye boyunca bekletilmistir. Ardindan %20
camasir suyu iceren steril saf suda 18 dakika boyunca calkalanmistir. Camasir
suyundan arindirmak i¢in bes kez saf su ile durulama yapilmistir. Sterilizasyonu biten
tohumlar bir kurutma kagidi iizerinde bekletilerek kurumalar: saglanmistir. Kuruyan

tohumlar daha dnceden hazirlanmis half ms ve half sekerden olusan ortama ekilmistir.
5.5.5. Bitki Kotiledonlarimin Hazirlanmasi

Yaklasik 8-10 giin sonra bitkinin kotiledonlar1 uygun boyuta ulastiklarnda 0.5
cm capinda kesilerek 3 mg/L benzil adenin, 0,1 mg/L indol asetik asit ve 100 mM
asetosiringondan olusan 6n kiiltlir ortamina alinmistir. Yapraklar besin ortamina diiz
bir sekilde koyulmus ve ortam ile her yerinin temas halinde olmas1 saglanmistir.
Eksplantlar yaklasik olarak 12-18 saat arasinda on kiiltiir ortaminda bekletilmistir. On

kiltiir ortaminda bekletilen eksplantlar sekil 5.6°’da verilmistir.

35



Sekil 5. 6. Domates yapraklarinin agroacterium tumafacience ile inokiilasyonundan 12-18 saat 6nce
kesilip 6n kiilttir ortaminda bekletilmesi

5.5.6. Agrobacterium  tumefaciens  Bakterisinin  Transformasyona

Hazirlanmasi

Bakteri, 10 mg/L rifamisin, 30 mg/L gentamisin ve 50 mg/L kanamisin i¢eren
stvi LB besiyerinde bitki eksplantlarina transformasyonu yapilmak {izere bir gece
biiyiitiilmistiir. ODegoo 1 olan bakteriden 10 ml alinarak icerisine 10 mg/L rifamisin, 30
mg/L gentamisin, 50 mg/L kanamisin ve 100 mM asetosiringon eklenerek ODgoo 0.6
olana kadar biytitiilmistiir. ODeoo 0,6 olunca 3000 g’de 5 dakika ¢oktiiriilmiistiir.
Siipernatant atilmig peletin tizerine 1 ml LB koyularak iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Bu asama

ile bakteri explantlar ile muamele i¢in hazir hale getirilmistir.
5.5.7. Agrobacterium tumefaciens fle Domates Yapraklarimn inokiilasyonu

Yukarida anlatildig: sekilde hazirlanan bakteri 50 ml sivi MS iizerine dokiiliir ve
bir gece onceden kesilerek 6n kiiltiir ortaminda bekletilen explantlar ile bir beher
igerisinde birlestirilerek muamele saglanmistir. Agrobacterium’un bitki ile iyice temas
etmesi i¢in 10 dakika boyunca siirekli calkalama yapilmistir. Calkalama islemi
bittikten sonra explantlar 3 mg/L benzil adenin, 0,5 mg/L indol asetik asit ve 100 mM
asetosiringon igeren Ko-kiiltivasyon ortamina alinmis ve 2 giin boyunca karanlikta
bekletilmistir. iki giin sonra bakterinin 8lmesi icin 100 ml s1v1 MS igerisine 320 mg/L
timentin eklenmis ve bitkiler MS igerisine alinarak 10 dakika boyunca calkalanmastir.
Ikinci olarak 50 ml s1ivi MS igerisine sefotaksin eklenmis ve timentinli ortamdan alinan

explantlar 10 dakikada bu ortamda calkalanmistir. Yikama islemi bittikten sonra
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explantlar kurutma Kagid: iizerine alinarak kurutulmustur. Onceden hazirlanmis 3
mg/L benzil adenin, 0,5 mg/L indol asetik asit, 100 mg/L askorbik asit, 10 mg/L
higromisin, 160 mg/L timentin, 125 mg/L sefotaksin igeren seleksiyon ortamina

eksplantlar alinmistir.

Sekil 5. 7. Eksplantlarin etrafinda bakterilerin olusturdugu zonlar

Explantlar ilk 3 hafta boyunca 3 mg/L benzil adenin, 0,5 mg/L indol asetik asit,
100 mg/L askorbik asit, 10 mg/L higromisin, 160 mg/L timentin, 125 mg/L sefotaksin
igeren seleksiyon ortaminda tutulmustur. Olusan kalluslarin biiyiikliigline gore bu siire
uzatilabilir ya da azaltilabirir. Bitkicik olugmasini uyarmak i¢in benzil adenin 2 mg/L
‘ye diisiiriiliirken indol asetik asit 0,1 mg/L’ye diisiiriilmiistiir. Kalluslar ve olusan
kararmalar stirekli temizlenerek bitkicigin olugmasi saglanmistir. Bitkicik olustuktan
sonra kallustan tamammen temizlenmis 0,5 mg/L indol asetik asit, 15 mg/L higromisin

ve 160 mg/L timentinden olusan koklendirme ortamina alinmustir.

Sekil 5. 8. A. seleksiyon ortaminda elde edilen bitkicikler, B. bitkicigin kdklendirme ortaminda kok
olusturmasi
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5.6. Elde Edilen Bitkilerin Sera Kosullarina Ahstirilmasi

Bitki koklenip yeterli biiytikliige ulagtiktan sonra koklerine zarar vermeden
dikkatlice torf ve topragin esit oranda karistirilarak hazirlandig1 saksiya alinmistir. Ik
sulama yaptiktan sonra bitkinin saksida dis kosullara aligsmain1 saglamak ic¢in saksi
lizerine poset gecirilerek nemi tutmasi saglanmistir. Her giin on dakikalik bir
havalandirma yapmak iizere bitki lizerindeki poset acilmistir. Dis ortam kosullarina

alistigindan emin oldugumuz bitkinin lizerinden poset tamamen kaldirilmistir.

Sekil 5. 9. Dig ortam kosullarina alistirilan domates bitkisi
5.6.1. Hoagland Besin Soliisyonu I¢erigi

Hoagland tabloda belirtildigi sekilde hazirlanmig, sonra pH 5.8’¢ ayarlanmig ve
121°C’de 20 dakika otoklavda sterilizasyonu saglanmistir. Otoklavdan c¢ikarilip
sogutulduktan sonra igerisine FEEDTA eklenmistir. Serada yetistirilen bitkilere
haftada bir hoagland besin eriyiginden 50 ml verilmistir. Bitki lizerinde meyveler

olusmaya baslayinca hoagland miktar1 100 m1’ye ¢ikarilmistir.

Tablo 5. 19. Hoagland besin soliisyonu hazirlanisi

Kompozisyon Stok soliisyon Kullanilan (ml/L)
MgSO47H20 24.6 g/100 ml 1ml
Ca(NO3).4H,0 23.6 g/100 ml 2.3ml

KH,PO,4 13.6 g/100 ml 0.5ml

KNO3 10.1 g/100 ml 25mi
Mikroniitrient Tablo 0.5mi

FeEDTA Tablo 20.0 ml
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Tablo 5. 20. Mikroniitrient hazirlanisi

Mikroniitrient Stok soliisyon
H3BO3 2.86 g/L
MnClI24H,0 1.82 g/L
ZnS047H0 0.22 g/lL
Na>M0042H,0 0.09 g/L
CuS045H20 0.09 g/L

Tablo 5. 21. FeEDTA hazirlanist

FeEDTA Stok soliisyon
FeCls6H.0 0.121 g/250 ml
EDTA 0.375 g/250 ml

5.7. TO Aday Bitkilerin Molekiiler Karakterizasyonu

Bu caligsmada kullanilan pHSE401 vektoriinde HPTII geni bulunmaktadir. Elde
edilen bitkiciklerden transgenik olanlarin belirlenmesi icin ilk asamada “Favorgen
Genomic DNA Extraction” kitinin protokolii takip edilerek genomik DNA izolasyonu
yapilmis daha sonra HPTII-Fw ve HPTII-Rv primerleri ile PCR yapilmistir. HPTII-

Fw ve HPTII-Rv primerlerinin sekanslari tabloda verilmistir.

Tablo 5. 22. T-DNA insersiyonu igerip icermedigini kanitlamak i¢in dizayn edilen primerler

Gen Primerler
HPTII-Fw CTATTCCTTTGCCCTCGGAC
HPTII-Rv CCTGACCTATTGCATCTCCC

Tablo 5. 23. Transgenik TO bitkilerinin PCR ile dogrulanmasinda yapilan PCR’1n bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
2x Taq DNA Master Mix 125

Primer (Hptll-Fw) 0.5

Primer (Hptll-Rv) 0.5
Genomik DNA 1

Niikleaz Free su 10.5

Tablo 5. 24. Transgenik TO bitkilerinin PCR ile dogrulanmasinda yapilan PCR’1n kosullari

Sicakhik Siire
[lk denatiirasyon 95°C
Denatiirasyon 95°C
Baglanma
Uzama 68°C
Son uzama 68°C

5.7.1. Sanger Dizileme ile Mutasyon Analizi

HPTII-Fw ve HPTII-Rv primerleri ile dogrulama yapildiktan sonra gRNA’larin
hedeflenen bolgede mutasyon olusturup olusturmadigini tesbit etmek icin sanger

dizileme yapilmistir. Bunun igin Solyc12g006930.1 ve Solyc03g097390.2 genlerinde
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gRNA hedef bolgelerini kapsayacak sekilde “Primer3 Plus” ile primer dizayn

edilmistir. Dizayn edilen primerler tablo 5.25’de verilmistir. Bu primerler ile “Phusion

High-Fidelity DNA Polymerase” kullanilarak PCR yapilmistir. PCR bilesenleri ve

kosullar tablo 5.26’da verilmistir. PCR tiriinleri dizilenmeye gonderilmistir.

Tablo 5. 25. Mutasyon analizi i¢in dizayn edilen primerler

Gen

Primerler

Solyc12g006930.1 (QRNAS ve gRNAL3)

Solyc03g097390.2 (JRNA1L6 ve gRNAL9)

Fw: CGGGTTTGGTGTTTGTTCGT
Rv: AGCGCTTCATGTTTGGCTAC

Fw: TCGAACACAGAGCTTCAGGT
Rv: TTCTGCTTTGACCTGCTCCG

Tablo 5. 26. Sanger Dizileme I¢in Yapilan PCR’1n Bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
5% Phusion HF Buffer 10

10 Mm dNTPs 1

Primer (Fw) 2.5

Primer (Rv) 25
Genomik DNA 25

DMSO 15

Phusion HF DNA Polimeraz 0.5
Niikleaz Free su 29.5

Tablo 5. 27. Solyc12g006930 geninde Sanger Dizileme I¢in yapilan PCR’1n kosullart

Sicaklik (°C) Siire (dakika)
11k denatiirasyon 98 0:30
Denatiirasyon 98 0:10
Baglanma 64 0:30
Uzama 72 0:59
Son uzama 72 8:00

Tablo 5. 28. Solyc03g097390 geninde Sanger Dizileme I¢in yapilan PCR’1n kosullari

Sicaklik (°C) Siire (dakika)
11k denatiirasyon 98 0:30
Denatiirasyon 98 0:10
Baglanma 64 0:30
Uzama 72 0:57
Son uzama 72 8:00

5.8. Mutant Hatlarda Yapilan Analizler

5.8.1. Mutant Bitkilerin Morfolojik Karakterizasyonu

Bitki gelisiminin incelenmesi: serada ayni kosullarda biiyiitiilen transgenik

hatlar ile yabani tip domates bitkisinin gelisimsel olarak herhangi bir farklilik olup

olmadigini gézlemlemek amaci ile kiyasama yapilmistir.
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Meyvelerin morfolojik incelemesi: Yeterince olgunlasan transgenik meyveler
toplanmis ve yabani tip bitkilerin meyvelerine gore kiyaslama yapmak {izere ortadan
ikiye kesilmistir. Yabani tip ve transgenik hatlarin meyvelerinin i¢ yapilar

karsilastirilmistir.

Kok morfolojilerinin incelenmesi: Transgenik hatlarin kokleri ile yabani tip
hatlarin kokleri arasinda gelisim farkliligi olup olmadigin1 gézlemlemek amacr ile
kiyaslama yapilmustir. Ilk olarak kokler dikkatlice saksidan ¢ikarilmis ve topragi su ile
yikanmistir. Daha sonra kokler 30 dakika bir kova icerisinde suda bekletilmis ve

topraktan iyice ayrismasi saglanmuistir.
5.8.2. Mutant Hatlarin Elektron Mikroskobu ile incelenmesi

Mutant domates bitkisinin normal domates bitkisine gore stoma ve kiitikula
yapilarindaki farkliliklar gozlemlemek amaci ile elektron mikroskobu ile goriintiileme
yapilmustir. Gortintiileme JEOL JSM-700F taramali elektron mikroskobu ile
yapilmustir. ik olarak her hattan alinan yaprak drnekleri kesilerek ¢ift tarafli karbon
bantlar1 ile stuplara tutturulmustur. Orneklerin iletken olup gériintii verebilmesi icin
15 nm kalinliginda altin paladyum ile kaplama yapilmistir. Daha sonra ornekler
elektron mikroskobuna yerlestirilmistir. Yaprak kesitleri 100 kat, 300 kat ve 1000 kat

bliyiitiilerek yapragin iistii ve altindan goriintiiler kaydedilmistir.

41



6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1. FATB Genlerinin Domates Bitkisinde Tanimlanmasi

6.1.1. FATB Gen Ailesinin Flogenetik Analizi, intron Ekzon Yapis1 ve Motif
Analizi

Domateste bulunan Solyc05g008570, Solyc12g006930, Solyc06g083380 ve
Solyc03g097390 genlerinin kendi aralarinda hizalanmasi sonucunda yapilan
filogenetik analiz seki 6.1°de verilmistir. Buna gore; Soya fasiilyesi, patates, domates
ve araidopsisde bulunan FATB genlerinin tiirler arasinda karsilastirmasini yapmak igin
filogenetik agag, korunmus motif ve domeinleri sekil 6.2’verilmistir. Dort farkli
bitkide bulunan FAT genlerinin protein hizalamalarina goére 4 gruba ayrildigi
goriilmistiir. Bu 4 gruba gore, Solyc06g083380 geni birinci grubu olusturmaktadir.
Solyc05g008570 ve Soltu.DM.05G004350 geni ikinci grubu olusturmaktadir.
AT1G08510 ve Solyci2g006930un genleri liclinci grubu olustururken
Glyma.04G151600, Glyma.06G211300, Soltu.DM.03G020290, Solyc03g097390

genleri dordiincii grubu olusturmaktadir.

Solyc12g006930

Solyc03g097390

Solyc05g008570

Solyc06g083380

Sekil 6. 1. Domateste bulunan FAT genlerinin filogenetik analizi
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Sekil 6. 2. Soya fasiilyesi, patates, domates ve araidopsisde bulunan FATB genlerinin filogenetik agaci,
(A) korunmus motif (B) korunmus domain analizi. (C) korunmus motifler farkli renkler ile
gosterilmistir. Glycne max (Glyma.04G151600, Glyma.06G211300), Arabidopsis thaliana
(AT1G08510), Solanum lycopersicum (Solyc03g097390, Solyc06g083380, Solyc05g008570,
Solyc12g006930), Solanum tuberosum (Soltu.DM.03G020290, Soltu.DM.05G004350)

6.1.2. FAT Genlerinin Domates Bitkisindeki Hiicresel Lokasyonu

Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerinin bitki dokularinda en ¢ok nerede ifade
oldugunu gérmek i¢in yapilan analizde; Solyc03g097390 geninin daha ¢ok kokte (sekil
6.3), Solyc12g006930 geninin daha ¢ok yapraklarda ifade edildigi goriilmiistiir (sekil
6.4).
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Sekil 6. 3. Solyc03g097390 geninin domatesteki hiicresel lokasyonu
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Sekil 6. 4. Solyc12g006930 geninin domatesteki hiicresel lokasyonu
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6.1.3. FAT Genlerinin Kromozomlar Uzerindeki Lokasyonu

Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerinin kromozomlar {izerindeki yerleri
sekil 6.5°de verilmistir.

S@lyc050008570 — — Solyc12g006930

Sglyc08g083380 —

— SCTyCOSFOQ?":}QO

Sekil 6. 5. Solyc05g008570, Solyc06g083380, Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerinin
kromozomlar iizerindeki lokasyonu

6.1.4. Solyc03g097390, Solyc12g006930 Genlerini Hedef Alan miRNA
Analizi

PsRNATarget programina genlerin sekanslar1 yiiklenerek bu genleri hedef alan
miRNA’lar belirlenmistir. 110 domates
miRNA’sindan toplam 6 miRNA’nin Solyc03g097390, Solyc12g006930 genlerini
hedef aldigi bulunmustur. Buna gore; Solyc03g097390 genini 1 ve Solyc12g006930

genini 5 adet miRNA hedeflemektedir. Genleri hedefleyen miRNA’lar tabloda

PsRNATarget programinda toplam

verilmistir.

Tablo 6. 1. Domateste bulunan Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerini hedefleyen miRNA’lar

Mirna Beklenen Hizalama Inhibisyon Hedef Gen.
Degeri
sly-miR159 4 Lo C Solyc12g006930
sly-miR1917 45 o C Solyc12g006930
sly-miR390a-5p 4.5 C Solyc12g006930
sly-miR9473-5p 4.5 C Solyc12g006930
sly-miR1916 5 T Solyc12g006930
sly-miR6022 C Solyc03g097390




6.1.5. Domateste Bulunan FAT Genlerinin Protein-Protein Etkilesimleri

Protein-protein etkilesimlerinde domateste bulunan dért FAT geninden {igiinde
0.7 glivenirlik skorunda etkilesim bulunmustur. Solyc06g083380, Solyc12g006930 ve
Solyc03g097390 genleri arasinda etkilesim bulunurken Solyc059g008570 geni ile diger

lic gen arasinda etkilesim gézlenmemistir.

Solyc12g006930.1.1

//-\\

Solyc05g008570.1.1

Solyc06g083380.2.1 Solyc03g097390.2.1

Sekil 6. 6. Solyc059g008570, Solyc129006930, Solyc06g083380 ve Solyc03g097390 genlerinin protein
protein etkilesimleri

6.1.6. gRNA’larin Dizayn Edilmesi

Genom diizenleme CRISPR/Cas sistemi kullanimlarinin en biiytik zorlugu etkili
bir gRNA tasarlamaktir. Bunun i¢in CRISPR-P 2.0 gibi programlar kullanilarak
hedefe yonelik mutasyon etkinligi (on-target) ve hedef disi mutasyon olusturma
ihtimalini (off-target) belirleyerek en uygun gRNA’y1 segmek bu adimda oldukca
onemlidir. Bu ¢calismada kullanilan gRNA’larin hedefe yonelik mutasyon etkinligi 0.4
tizerinde segilirken, hedef dis1 mutasyon olusturma ihtimali olan genlerin
kodlanmayan bolgelerde olmasina 6zen gosterilmistir. Dizayn edilen gRNA’larin

ikincil yapilar sekil 6.7 ve 6.8’de verilmistir.
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Sekil 6. 8. Solyc03g097390 genini hedefleyen gRNA16 ve gRNA19

Elde edilen 11 mutant hatta hangi gRNA’nin mutasyon olusturdugu tabloda
verilmistir. Buna gore gRNA19’un biitiin hatlarda mutasyon olusturdugu,
gRNA16’nin yalnizca bir hatta mutasyon olusturdugu goriilmiistiir. Dizayn edilen dort

gRNA arasinda mutasyon olugturmayan gRNA bulunmamaktadir.
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Tablo 6. 2. Hangi bitkide hangi gRNA’nin ¢alistig1 gosterilmistir

Solyc03g097390 Solyc03g097390
gRNAS gRNA13 gRNA16 gRNA19
Hat 1 + - R T
Hat 2 Ornek yok Ornek yok - +
Hat 3 + - R 4
Hat 4 + - - +
Hat 5 + + - +
Hat 6 + + - +
Hat 7 - + - +
Hat 8 + + - +
Hat 9 + + + +
Hat 10 - + - +
Hat 11 + + - +

6.2. Genomii Diizenlenmis Bitkilerin Morfolojik Olarak Tanmimlanmasi

Sekil 6. 10. Yabani tip domates meyvesi (solda) ve mutant domates meyvesi (sagda)
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Sekil 6. 11. Solda yabani tip bitkinin kokii, sagda mutant bitkinin kokii

Mutant hatlar seraya gotiiriildiikten yaklagik bir ay sonra domates zararlist olan
Tuta absoluta tarafindan kontrolsiiz bir sekilde enfekte olmuslardir. Tuta absoluta’nin
serada bulunan yabani tip hatlar ile FATB mutant hatlara verdikleri zararin ayni
olmadig: goriilmiistiir. Sekil 6.10°da Tuta absoluta tarafindan enfekte olmamis yabani
tip ve mutant domates hatlarinin golintiisii verilmistir. Sekil 6.13’de ise Tuta

absoluta’nin bitkiye verdigi zararlar goriilmektedir.
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Sekil 6. 12. Soldaki gérdel yabani tip, sagdaki gorsel mutant bitki. Yabani tipte ¢igekler (kare igerisinde
gosterilmistir) bulunurken mutant hatta ¢igekler Tuta absoluta tarafindan zarara ugratilmistir

Sekil 6. 13. Solda igerisinde Tuta absoluta bulunan mutant bitkinin ¢i¢edi, sagda tuta tarafindan
icerisinde galeriler olusturulmus mutant bitkinin yapragi
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Sekil 6. 14. Tuta absoluta’nin ¢igegine verdigi zarar solda, sagda Tuta absoluta’nin zarar vermedigi
normal ¢igek

Sekil 6. 15. Tuta absoluta tarafindan zarar gormiis meyve
6.3. Mutant Hatlarin Elektron Mikroskobu ile incelenmesi

Bitki kiitikulu tiim epidermal hiicrelerin yiizeylerini kaplayan lipofilik bir
tabakadir ve stearik (C16), linoleik (C18) asitlerden olusmaktadir. Solyc03g097390
ve Solyc12g00693 genlerinde birlikte meydana getirilen mutasyonun kiitikula
tabakasini etkileyecegi diigiintilmiistiir. Bunun kiitikula {izerindeki olas1 etkilerini

incelemek icin rastgele secilen bazi hatlarda elektron mikroskobu ile goriintiileme
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yapilmustir. Yaprakta bulunan trikomlar, stoma ve kiitikula tabakasinin goriintiisii sekil

6.16’da verilmistir.

Elektron mikroskobunda incelenen kesitlerde yabani tipe oranla mutant hatlarda
9.7 mm’lik bir yaprak kesitinde 300 kat biiylitmede hat 6 da %62.5, hat 8 de %66.7,
hat 11 de %70.8’lik bir oraninda azalma kaydedilmistir, ayrica kiitikula yapis1 da
incelendiginde yabani tipe gore kiitin matrisinin iist yiizeyinde yapisal bozukluk

seklinde farklilasma meydana geldigi gézlenmistir.

» NS g ¢ : S s
100pm KITAM 100pm KITAM

WD 9.7mm s] WD 9.5mm

10.0kV SET

X 1,000 10.0kV SET s X 1,000 10.0kV SET
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-
10.0kV SET 10.0kV SET

T — 10pm KITAM T — 10pm KITAM
10.0kV SET SEM WD 9.7mm 10.0kV SEI SEM WD 9.6mm

Sekil 6. 16. Kontrol ve mutant hatlarin yapraklarin alt ve iist yiizeylerinden alinan kesitin elektron
mikroskobu goriintiisii. K1: yabani tip domates yapraginin alt dokusu (100x), M1: mutant
domates yapraginin alt dokusu (100x), K2: yabani tip domates yapraginin alt dokusu (300x),
M2: mutant domates yapraginin alt dokusu (300x), K3: yabani tip domates yapraginin alt dokusu
(1000x), M3: mutant domates yapraginin alt dokusu (1000x), K4: yabani tip domates yapraginin
iist dokusu (300x), M4: mutant domates yapraginin st dokusu (300x), K5: yabani tip domates
yapraginin iist dokusu (1000x), M5: mutant domates yapraginin iist dokusu (1000x)

— 100pm KITAM
10.0kV SEI SEM WD 9.6mm

Sekil 6. 17. Solda bir kenar1 tuta tarafindan zarara ugratilmis bir tarafi saglam yaprak, sagda bu yapragin
elektron mikroskobu goriintiisii

CRISPR/Cas sisteminde verimli ve verimsiz gRNA’lar1 ayirt etmek igin
kullanilabilecek kriterler ile, verimsiz gRNA’lardan kaynaklanan diizenlenmemis

transgenik bitkilerin tiretilmesini 6nlemek i¢in biiyiik yarar saglamaktadir. 2014
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yilinda yapilan bir ¢galismada 17 veya 19 baz uzunlugunda hedef tamamlayiciliga sahip
gRNA’lar, 20 baz uzunlugunda tamamlayiciliga sahip tam uzunluktaki gRNA ile
karsilastirilabilir aktivite gosterdigi belirtilirken, 15 niikleotidlik tamamlayicilik iceren
bir gRNA’nin aktivite gdstermedigini bildirmislerdir (Fu et al., 2014). Bunun yaninda
bir gRNA’nin ikincil yapisinin verimlilikle baglantili oldugu Ma ve arkadaslari
tarafinan one stiriilmiistir (X. Ma et al., 2015). Bu nedenle ikincil yap1 ile gRNA’larin
diizenleme becerisi arasinda baglant1 oldugunu bilmek ve buna gére gRNA se¢mek
oldukca onemlidir. gRNA verimliligini arastiran bir diger calismada G/C igeriginin
%30 ila %80 arasinda olmasi, klavuz sekans ile diger sekans arasinda en fazla 12
toplam baz ¢ifti (TBP), en fazla 7 ardisik baz ¢ifti (CBP) ve en fazla 6 dahili baz ¢ifleri
olmasi gerektigini belirtmislerdir (Liang et al., 2016). Bu calismalar gdz Oniine
alinarak CRISPR-P 2.0 programi kullanilarak segilen en uygun gRNA’larin hedefe
yonelik mutasyon etkinligi gRNA5’de 0.773, gRNA13’de 0.662, gRNA16°da 0.505
ve gRNA19’da 0.485°dir. gRNA’larin GC igerikleri ise gRNAS’de %45, gRNA13’de
%350, gRNA16 ve RNA19’da %35 dir. TBP, CBP degerleri literatiirde belirtilene en
yakin sekilde segilmistir. Bunun sonucunda Solyc12g006930 ve Solyc03g097390
genleri i¢in dizayn ettigimiz gRNA’larin hepsi ¢alismis ve domates bitkisinde

mutasyon meydana getirmiglerdir.

Kiitikula tabakasi, bitkilerin odunsu olmayan govdelerini, meyvelerini,
yapraklarin1 ve ¢igeklerini kaplayan en dis tabakasidir. Bitkilere mekanik destek
saglamasinin yani sira ¢esitli patojen enfeksiyonlara, mekanik yaralanmalara, UV
radyayonuna ve kimyasallara kars1 bariyer gorevi gormektedir (Yeats and Rose, 2013).
Kiitin monomerleri, C16 (palmitik asit) ve C18 (stearik asit) yag asitlerini ve bunlarin
tiirevlerini igermektedir (Heredia, 2003). Domateste CRISPR/Cas sistemi ile yag asiti
sentez yolaginda yer alan Solyc12g006930 ve Solyc03g097390 genlerinin
susturulmas: sonucunda bitki kiitikula tabakasinda meydana gelen degisiklikler sekil
6.16’da verilmistir. Yabani tip domates ile mutant domates hatlarinin yapraklari
karsilastirildiginda bitkinin kiitikula tabakasi belirgin bir sekilde farklilasmistir. Ayni
zamanda yaprak ylizeyinde bulunan trikomlarin mutant hatlarda yabani tipe gore
azaldig1 sonucu yapilan elektron mikroskobu incelemesi ile belirlenmistir. Bu sonuglar
1s18inda mutant hatlarin kiitikula tabakasinda meydana gelen degisimler bitkinin gesitli

biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi hassas olabilecegini diisiindiirmekle birlikte,
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Tuta absoluta tarafindan bitkiye verilen zarar g6z Oniline alindiginda bu tez

desteklenmis olmaktadir.

Tuta absoluta’nin yabani tip bitkilere oranla mutant hatlara daha fazla zarar
verdigi sekillerde gosterilmistir. Tuta absoluta’nin bitkinin ¢i¢eklerine verdigi zarar
meyve tutumunu engellemis ve bitkilerde meyveler sinirli sayida olusmusken yabani
hatlar normal meyve tutumu gostermisledir. Tuta absoluta’nin en Onemli
sorunlarindan bir taneside dogrudan bitkinin biiylime noktalarindan beslenmesi ve
bitki gelisiminin durdurmasidir (Desneux et al., 2010). Bu nedenle mutant hatlardaki
bitki boyu kisaliginin Tuta absoluta’dan mi1 yoksa gen ifadesinin bastirilmasindan mi1
kaynakli oldugu belirlenememistir. Tiim bu sonuglar ele alindiginda, Solyc12g006930
ve Solyc03g097390 genlerinin susturulmasi biyotik strese karsi bitkiyi hassaslastirdigi

sonucunu desteklemektedir.
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7. SONUC

CRISPR/Cas sistemi ile domatesde yag asiti sentez yolaginda yer alan Fatty
acyl-ACP thioesterase B (FATB) ve Palmitoyl-Acyl Carrier Protein Thioesterase
(Solyc12g006930 ve Solyc03g097390) genlerinin susturulmasi sonucunda bitkinin
kiitikula tabakasinda farkliliklar trikom sayisinda azalmalar kaydedilmstir (sekil 6.16).
Mutant bitkilerin biyotik stres kosullar1 altinda yabani tip bitkilere oranla daha fazla
etkilendigi kaydedilmistir (sekil 6.12 ve 6.14). Mutant bitkiler bir domataes zararlisi
olan Tuta absoluta tarafindan enfekte olmuslar ve yabani tip bitkilere kiyasla daha
fazla hassasiyet gostermiglerdir. Tiim bu sonuglar g6z 6niinde bulunduruldugunda,
domatas bitkisinde Fatty acyl-ACP thioesterase B (FATB) ve Palmitoyl-Acyl Carrier
Protein Thioesterase genlerinde meydana getirilen mutasyonlarin verdigi ¢iktilara
bakarak biyotik stres kosullarinda bitkinin daha hassas oldugu sonucuna ulagilmistir.
Bu farkliliklar sayesinde s6z konusu domates, biyotik faktorlere daha hassas hale
gelmekte ve dolayisiyla biyotik strese toleranshi bitkilerin gelistirilmesinde model

olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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