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Damisman: Prof. Dr. Meryem IPEK

Gectigimiz son 10 yilda bitki biyoteknolojisinde ¢ok Onemli degisimler yasanmustir.
Genom diizenleme tekniklerinin kesfi ve bitki genomlarina uyarlanmasi, bitki biyolojisi
calismalarini da olduk¢a hizlandirmistir. Bugiin modern 1slah teknikleri igerisinde en
giivenilir, merak edilen ve en c¢ok wuygulanan genom diizenleme teknolojisi
CRISPR/Cas9’dur. Yabanci otlar tiim diinyada tarim arazilerinin en biiyiik sorunlari
arasindadirlar. Yabanci otlar glinesin sagladigi 1sik, toprakta bulunan besin elementleri
hatta arazilerde kullanilan giibreler igin bile tarim bitkileri ile rekabet halindedirler.
Yabanci otlarla miicadelede en sik kullanilan yontem herbisit uygulamalaridir. Herbisit
kullaniminin yabanci ot kontrolii, iirlin veriminde artig, zararli bitki hastaliklarinin
kontrolii gibi olumlu etkilerinin yani sira toprakta yasayan mikroorganizmalar1 6ldiirerek
toprak kalitesini diisiirmesi, toprakta asir1 birikimi ve sularda kirlenme, yabanci ot
popiilasyonunda kullanilan herbisitlere direng gelisiminin olusmasi gibi olumsuz yonleri
de vardir. Herbisite toleransh tarim bitkilerinin arazilerde yetistirilmesinin yabanci otlarla
miicadele kolayligi, arazi temizligi, lirlin veriminde artis, tarim ekonomisine katki gibi
onemli etkileri vardir. Herbisite toleransli tarim bitkilerinin gelistirilmesine yonelik
aragtirmalarda genom diizenleme teknolojilerinden CRISPR/Cas9 sistemi siklikla
kullanilmaktadir. ALS enzimi bitkilerde valin, 16sin, izoldsin amino asitlerinin
sentezinden sorumludur. Bu amino asitler bitkilerde protein sentezi, enerji iiretimi gibi
metabolik siireclerde cesitli gorevler almaktadirlar. Bu tez ¢alismasinda CRISPR/Cas9-
Sitidin Baz Diizenleme teknolojisi kullanilarak, havug (Daucus carota L.) genomunda
bulunan ALS gen bdlgeleri hedeflenmistir. Bitki eksplantlarina Agrobacterium-aracili
transformasyon yapilmistir. 187 hipokotil eksplantinin Agrobacterium ile inokiilasyonun
ardindan 10 adet transgenik havuc¢ bitkisi elde edilmistir. Calismada elde edilen
transformasyon etkinligi %5,35°dir. Yapilan bu tez calismasinda, ¢alismanin amaci olan
ALS inhibitorii herbisitlerden sulfonylurea sinifi herbisitlere toleransli havug genotipleri
elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR/Cas9, sitidin baz editorii, ALS geni, havug,
Agrobacterium-aracili transformasyon

2024, xv + 130 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

GENERATING HERBICIDE TOLERANT CARROT GENOTYPES USING
CRISPR/CAS9-CYTIDINE BASE EDITOR TOOL

Deniz Zahide ALTINSEKER ACUN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticultural

Supervisor: Prof. Dr. Meryem IPEK

In the past decade, significant changes have occurred in plant biotechnology. The
discovery of genome editing techniques and their adaptation to plant genomes have
accelerated studies in plant biology. Today, within modern breeding techniques, the most
reliable, intriguing, and widely applied genome editing technology is CRISPR/Cas9.
Weeds are big problems in agricultural fields worldwide. They compete with crops for
sunlight, soil nutrients, and even fertilizers used in the fields. The most commonly used
method in combating foreign weeds is herbicide applications. The use of herbicides has
both positive effects, such as controlling weeds, increasing crop yield, and managing
harmful plant diseases, and negative aspects, including the depletion of soil quality by
killing soil-dwelling microorganisms, accumulation in soil leading to contamination of
water and the development of resistance in weed populations to these chemicals. The
cultivation of herbicide-tolerant crops has significant benefits in agricultural fields,
including ease of weed control, land cleanliness, increased crop yield, and contributions
to agricultural economy. Genomic editing technologies, particularly the CRISPR/Cas9
system, are commonly employed in research aimed at the development of herbicide-
tolerant crops. ALS enzyme is responsible for the synthesis of valine, leucine, and
isoleucine amino acids in plants. These amino acids play various roles in metabolic
processes such as protein synthesis and energy production in plants. In this thesis, the
CRISPR/Cas9-Cytidine Base Editing technology was employed to target the ALS gene
regions in the carrot (Daucus carota L.) genome. Plant explants were subjected to
Agrobacterium-mediated transformation. After inoculation with Agrobacterium, 10
transgenic carrot plants were obtained from 187 hypocotyl explants. The transformation
efficiency was 5.35% in this study. In this thesis, carrot genotypes tolerant to sulfonylurea
herbicides, which are ALS inhibitor herbicides, were obtained.

Key words: CRISPR/Cas9, cytidine base editor, ALS gene, carrot, Agrobacterium-
mediated transformation

2024, xv + 130 pages.



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca benden tecriibesini, hosgoriisiinii, ilgisini esirgemeyen ve en
onemlisi bana bu stiregte bazen kendimden ¢ok giivenerek bugiin bu satirlart yazmamda
cok biiytik katkis1 olan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Meryem IPEK e tesekkiirii borg
bilirim.

Tecriibesini, sabrin1 ve zamanimi benden hi¢ esirgemeyerek beni bu siiregte pozitif
diisiinceleri ile her zaman rahatlatan ve yalniz birakmayan degerli hocam Prof. Dr. Ahmet
IPEK’e ve her ihtiya¢ duydugumda bana yol gostererek her siirecte kendisini yanimda
hissettiren hocam Do¢. Dr. Asuman CANSEV’e tesekkiirlerimi sunarim. Lisans
egitimimden itibaren benden akademik tecriibelerini ve yardimlarini esirgemeyen,
doktora egitimim boyunca Tez Izleme Komitesi Uyesi ve ayn1 zamanda Tez Savunma
Sinav1 Jiiri Uyelerinden olarak tezime katkilarda bulunan kiymetli hocam Prof. Dr.
Niliifer CINKILIC a tesekkiir ederim. Tez Savunma Sinavi Jiiri Uyelerinden hocalarim,
Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS ve Prof. Dr. Murat SEKER’¢ tezime yaptiklar1 katkilardan
dolay1 tesekkdirlerimi sunarim.

Laboratuvar caligmalar1 sirasinda manevi desteklerini ve yardimlarini benden hig
esirgemeyen, her birini tanimaktan biiyik mutluluk duydugum sevgili calisma
arkadaslarim; Ozge CAVUSOGLU, Osman Yasar USLU, Fadime OZTURK, Seydanur
KUZEY ve Naime OZDEMIR e tesekkiir ederim.

Doktora egitimimin ilk yillarina yol arkadasim olarak eslik eden sevgili esim Yasin
ACUN’a, beni bu siiregte gercekten ¢ok biiyiik 6zveri ile destekledigi, pozitif yaklagimi
ile beni her zaman rahatlattig1 ve elimi hi¢ birakmadig1 i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Varligim1 6grendigim andan itibaren hayatimi daha da anlaml kilan, dogumu ile bana
hayatimin en giizel hediyesini veren, bu siiregteki en biiylik motivasyon kaynagim, canim
kizzim Mona ACUN’a tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda yanimda olan ve olmasina da ihtiya¢ duydugum, en yakin
arkadasim, sevgili kardesim Feray ALTINSEKER e, tesekkiirii bor¢ bilirim. Bana her
zaman gilivenerek, beni biylik sevgi ve hosgori ile biyliten babam, ilk 6gretmenim,
Necdet ALTINSEKER’i ve bugiinlere gelmemde cok biiylik destegi olan, hayattaki
durusunu hep 6rnek aldigim annem Giiner ALTINSEKER i ¢cok biiyiik 6zlem ve minnetle
aniyorum. Bu ¢calismay1 annem Giiner ALTINSEKER e ithaf ediyorum.

Bu doktora tez ¢alismasi, Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
Genel Amacl Projeler kapsaminda FGA-2021-201 numarali proje ile desteklenmistir.

Deniz Zahide ALTINSEKER ACUN
1/03/2024
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1. GIRIS

Havug¢ (Daucus carota L.) ekonomik degeri ve bulundurdugu yiiksek besin igerigi ile
onemli tarimsal iriinler igerisinde yer almaktadir. Lifli yapiya sahip olmasimnin yan1 sira
provitamin A bakimindan da zengindir. Insanlarda A vitamini eksikliginin kérliige neden
oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda karoten, antikansorejen etkiye de sahiptir. Ayrica
seker, mineral gibi 6nemli nutrientleri; askorbik asit, poliasetilenler gibi insan sagligina
faydali biyoaktif molekiilleri; isoflavonoid, flavonoidler, fenolikler ve antosiyanin gibi
antioksidanlar1 da igerdigi igin iiretimi oldukga fazla yapilan bir sebzedir (Schulzova ve
digerleri, 2022). Farmakoloji, kozmetik ve gida sanayi i¢in antioksidan kapasitesi yliksek
substratlar ¢ok onemlidir. Cig bitki materyalleri ve ekstraktlar1 miikemmel antioksidan
kaynaklaridirlar. Antioksidan kapasitelerinin yiiksek olmasinin yan1 sira bu igeriklerin,

yatistiric, anti-inflamatuvar ve yenileyici etkileri de bulunmaktadir (Zofia ve digerleri,

2020).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gére 2021 yilinda diinya
capinda tiretilen havug ve salgam miktar1 41 666 714 44 tondur (FAO, 2022a). Ayn1 yil
Tiirkiye tiretimi ise 592 109 ton olarak gergeklesmistir (FAO, 2022b). Tiirkiye de turuncu
ve mor havug yetistiriciligi yapilmaktadir. Mor havuglar yiliksek oranda antosiyanin
icerdigi i¢in endiistride gida boyasi olarak da kullanilmaktadir. Havug, hem {iretim hem
de pazardaki pay1 bakimindan diinyada ekonomik 6nemi olan ilk on sebze igerisinde yer
almaktadir. Serin iklim sebzesi olan havucun, yaz kis yetistirilebilen g¢esitlerinin
gelistirilmesi ile birlikte tliketicilerin y1l boyunca kolayca havuca erisimi de miimkiin hale
gelmistir (Simon ve digerleri, 2008). Hem igerdigi besin maddeleri hem de gliniimiizde
her mevsim ulasilabilir ve sikga tiiketilen sebzeler arasinda olmasi nedeni ile literatiirde

de bir¢ok ¢alismaya konu olmaktadir.

Havug ve dahil oldugu Apiaceae ailesi mensuplarinda iiriin 6zelliklerini gelistirmek i¢in
molekiiler markor sistemlerinden, gen fonksiyon analizleri gibi yOntemlerden
faydalanilmaktadir. Bunlarin yam1 sira omik teknolojileri kullamilarak yeni gen
fonksiyonlarinin ve metabolitlerin tespiti, popiilasyon genetigi analizleri yardimi ile
onemli agronomik oOzellikler tasiyan yeni genetik varyantlarin tanimlanmasi

yapilmaktadir. Genom-boyu iliski analizleri (GWAS), genetik transformasyon



yontemleri, CRISPR-Cas9 genom diizenleme teknolojiSi ve nanoteknoloji gibi birgok
yeni nesil teknoloji de bu ¢alismalarda kullanilmaktadirlar (Wang ve digerleri, 2022).

Havug tiretimindeki en biiyiik problemlerden birisi yabanci otlardir. Yabanci otlar 1s1k ve
toprak bitki besinleri agisindan yetistirilen tiriinlerle rekabet halindedir. Yabanci otlar ile
miicadelede baglica yaygin olan 2 yontem vardir; is giicli kullanilarak iiretim alanlarindan
uzaklastirilmas: ve de arazilere herbisit uygulamalarinin yapilmasidir. Manuel olarak
miicadele isgiiclinii ¢ok arttirdigindan iirtin maliyetinde yiikselmeye neden olmaktadir.
Herbisit kullanimi ise her uygulama tekrarinda maliyetin artmasina ve de topragin gitgide
kirlenerek siirdiiriilebilir tarim ilkelerinden uzaklasilmasina neden olmaktadir. Tiirkiye
[statistik Kurumu (TUIK) 2021 yili verilerine gore, Tiirkiye’de kullanilan toplam zirai
ilag miktar1 55 374 tondur. Bu miktarm 13 320 tonu herbisit kullanimina aittir (TUIK,
2022). Bu kadar ¢ok zirai ilag kullanim1 toprak yapisi, bu topraklar iizerinde yasayan
canlilar ve insanlar i¢in saglikli degildir. Ayrica iilke ekonomisi i¢in de oldukga biiyiik

bir kayiptir.

Tirkge ‘diizenli araliklar ile boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri’ olarak anilan
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats) (Afzal ve digerleri,
2020), 2009 yilindan itibaren, bakteri ve arkealarda dogal olarak bulunan adaptif
bagisiklik sistemi olarak bilinmektedir. Bu sistem mikroorganizmalar1 faj ve plazmit
istilalarindan korumaktadir. 2011 ve 2012 yillarinda genetik miithendisligince yapilan son
diizenlemeler ile bu sistem 2013 yilindan itibaren in vitro ¢alismalarda da
kullanilabilmektedir. CRISPR/Cas 9 sistemi, endoniikleaz olarak, Tiirkce CRISPR-
iliskili9 olarak tanimlanan, Cas9 (CRISPR-associated9) (Afzal ve digerleri, 2020)
proteinini  kullanmaktadir. Sistemin Cas9 proteininden baska rehber RNA olarak
isimlendirilen, literatiirde gRNA (Jinek ve digerleri, 2012) kisaltmasi ile anilan Kimerik
bir RNA bileseni vardir. Temel olarak sistem, RNA giidiimlii bir endoniikleaz
kompleksidir. gRNA sayesinde genom bilgisi bilinen bir organizmanin hedeflenmis gen
bolgesine ulasan riboniikleoprotein kompleksi, DNA ipliklerinde kirik olusturabilme
ozelligine sahip Cas9 endoniikleaz1 vasitasi ile DNA’da istenilen degisimi meydana
getirmektedir. Bu teknoloji tiim organizmalarda oldugu gibi yeni agronomik 6zellikler
gelistirilmek istenen tiim bitkilerde de siklikla kullanilmaktadir. Sitidin deaminaz

enzimlerinin temel ¢alisma prensibi, sitozin niikleotidinde bulunan amino grubunun



uzaklastirilmasidir. Bu grubun niikleotitten kaldirilmasi sitozin niikleotidinin urasil
niikleotidine doniisiimiine neden olmaktadir. Urasil ise DNA replikasyonu sirasinda ya
da tamir mekanizmalarinin aktive olmasi ile timin niikleotidine doniistiiriilerek dizideki
yerini almaktadir (Marzec ve Hensel, 2018). Cas9 enzimi DNA’da ¢ift zincir kirig
olusturup hataya acik DNA onarimina neden olmaktadir. Enzimin bu etkisini kontrol
altina almak i¢in enzimin sahip oldugu iki domainden birinde ya da her ikisinde birden
mutasyon olusturularak mutant Cas9 enzimleri meydana getirilmistir (Vats ve digerleri,
2019). Bu mutant enzimler nCas9 ve dCas9 enzimleri olarak anilmaktadirlar. nCas9
(nikaz Cas9) olarak anilan enzim, Cas9’un tek domaininde mutasyon olusturularak elde
edilen enzimdir (Thurtle-Schmidt ve Lo, 2018). dCas9 (dead=Kkatalitik olarak inaktif
Cas9) ise Cas9 enziminin ¢ift domaininde mutasyon meydana getirilerek elde edilmis
mutant enzimdir (Komor ve digerleri, 2016). Bu mutasyonlar sonucu Cas9 enzimleri,
sitidin baz editorti ya da metiltransferaz gibi enzimlerle baglanabilmektedir. Olusturulan
bu fiizyonda eklenen enzim sitidin baz editorii ise DNA da kirik meydana getirmeden
hedef bolgedeki baz degisimine neden olarak; metiltransferaz ise hedeflenen DNA

bolgesinde metilasyona neden olarak etkisini gostermektedir. (Vats ve digerleri, 2019).

Asetolaktat sentaz (ALS), yiiksek yapili bitkilerde dallanmig amino asitlerin
biyosentezinde rol oynayan bir enzimdir. Valin, 16sin ve izoldsin amino asitlerinin
biyosentezinde ilk basamag: katalize etmektedir. Bu enzim sulfonylurea (SUs) grubu
herbisitlerin hedefidir. ALS inhibitér sinifi herbisitler gosterdikleri yabanci ot-iiriin
seciciligi, diisiik dozda yiiksek etki ve memelilerde diisiik toksik etki gdsterdikleri i¢in
siklikla tercih edilmektedirler (Shimizu ve digerleri, 2018). Son ¢alismalar ALS
bolgesinde meydana getirilen mutasyonlarin, ALS hedefli herbisitlere tolerans

gosterilmesine neden oldugunu belirtmektedir (Veillet ve digerleri, 2019).

Bu tez ¢alismasinda, havugta CRISPR/Cas9-Sitidin Baz Diizenleme Teknigi kullanilarak
klorsiilforon etken maddeli herbisitlere karsi toleransli havug genotiplerin gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu amag i¢in CRISPR/Cas9-Sitidin deaminaz fiizyonu, doku kiiltiiriinde
yetistirilen havug eksplantlarina, Agrobacterium-aracilig: ile aktarilmistir. Yetistirilen
bitkiler klorstilforonlu ortamda biiyiitiilmiis, toleransl bitkilerin bu ortamdaki gelisimleri
izlenmistir. Toleransh bitkilerde ALS bolgesinin 175. amino asidinin kodunda bulunan

sitozin bazinda olusan deaminasyon ile sitozin niikleotidi timin niikleotidine



dontigmiistiir. Bu doniisim SUs grubu herbisitlerin etken maddesi olan klorsiilforona
toleransli havug genotiplerinin elde edilmesine neden olmustur. Bu tez ¢alismasi ile
havugta ilk kez CRISPR/Cas9-Sitidin deaminaz kullanilarak SUs grubu herbisitlere
tolerans gelistirilmistir. Ayrica bu tez ¢alismasinin sonuglar1 bitkilerde ihtiyag duyulan

agronomik ozelliklerin gelistirilmesinde yol gosterici olmasi agisindan 6nemlidir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Havug Taksonomisi, Orijini, Genetik ve Fizyolojik Ozellikleri

Bilimsel ismi Daucus carota L. olan ve Apiaceae ailesine mensup havug bitkisi, kokii
tiiketilen, iki yillik otsu bir sebzedir (Schulzova ve digerleri, 2022). Aromatik bitkileri
kapsayan en eski familyalardan oldugu diistiniilen bu grup, ¢iceklenen bitki familyalar
igerisinde en onemlilerindendir ve yaklasik olarak 3780 tiir ve 434 cinsi kapsamaktadir.
Havucun yani sira, kimyon (Cuminum cyminum L.), rezene (Foeniculum vulgare Mill.),
kisnis (Coriandrum sativum L.), anason (Pimminella anisum L.), dereotu (Anethum
graveolens L.) ve maydanoz (Petroselinum crispum L.), bu biyiik taksonomik
gruplandirmada en ¢ok yetistirilen iyelerdendir (Sayed-Ahmad ve digerleri, 2017).
Havucun, ilk olarak nerede ve ne zaman kiiltiire edilmeye baslandig1 bilinmemektedir.
Vavilov, kiiltlirii yapilan havuglarin Anadolu (Dogu Tirkiye) ve Asya’nin ig
bolgelerinden koken aldigini belirtmektedir. Kazakistan, Kirgizistan, Tacikistan,
Tiirkmenistan ve Ozbekistan’1 igine alan Orta Asya, dogu tipi havuglarm ilk kiiltiire
alinmaya basladig1 bolgedir (Iorizzo ve digerleri, 2013). Yetistirilen havuglarin kok
renklerine bakilarak mor, sari, beyaz ve turuncu olarak siniflandirildiklar1 goriilmektedir.
20. yiizyildan beri Avrupa’da dogu tipi havug olarak bilinen mor renkli havuglar, Misir,
Anadolu, Hindistan, Japonya, Cin ve diger Asya iilkeleri de dahil olmak tizere biiyiik bir
cografyada yetistirilerek tiiketilmektedirler. Rengini antosiyanin pigmentinin
birikiminden alan bu havuglar  ‘antosiyonin tipi havu¢’ olarak da
siniflandirilabilmektedirler. Sar1 havuclar gegmiste Avrupa’da oldukca popiiler olarak
tilketilen kig sebzelerinden iken, giiniimiizde bu popiilerliklerini kaybetmislerdir. Beyaz
kokli havug varyeteleri 18. ve 19. yiizyillarda insanlar tarafindan tiiketilirken ayni
zamanda biiylikbas hayvanlarda yem olarak da kullanilmakta idiler. Giliniimiizde bati
diinyasinda oldukga sik tiiketilen havuclar turuncu renk olanlardir. Bati tipi havug olarak
da bilinen turuncu havuglarin orijini net olarak bilinmemektedir. Ancak 17. yiizyilin
baslarinda Hollanda tablolarinda bu havug¢ tipinin goriilmesi kdkeninin Hollanda
olabilecegi fikrini vermektedir. Bat1 tipi havuglar, rengini karotenden aldigi i¢in ‘karoten

tipi havug’ olarak da anilmaktadir (Banga, 1963; Rong ve digerleri, 2014).



Diinyanin farkli yerlerindeki tiiketiciler tarafindan tercih edilen ¢esitli havug kokii tipleri
vardir. Ozellikle Asya’da Kuroda, Avrupa’da ‘Nantes, Chantenay, Danvers, Paris
Market, Flakkee’ tipi havug kokleri tiiketiciler tarafindan daha ¢ok tercih edilmektedir.
Giliney Amerika’da ‘Brasilia’ tipi havug kokii tercih edilirken Kuzey Amerika ‘Imperator’
tipi havug kokleri tercih edilmektedir (Simon, 2000).

Havugta cigekler semsiye seklindedir. Ciceklenen bir havug bitkisinde biiylime
noktasindaki yaprak rozeti semsiyenin ilk sirasini olusturmaktadir, buna ana umbel adi
verilmektedir. Daha sonra sira ile ikinci, tiglincli, dordiincii siralar gruplasarak
olusmaktadirlar. Bir semsiye tizerindeki umbellerde hem erselik, hem disi, hem de erkek
cicekler bulunabilmektedirler. Erselik ciceklerde yumurtalik alt durumludur. Bes adet
yesil kaliks ve bes adet beyaz petal, bes adet stamen ve iki adet stilus igermektedirler.
Meyve, iki gozlii sizokarpik yapidadir ve olgunlastiginda her biri bir tohum igeren iki
akene ayrilmaktadir. Havug bitkisinde protandri ¢igek yapisi goriilmesine karsin farkli
zamanlarda olgunlasan ¢igekler birbirlerini tozlayabilmektedirler (Braak ve Kho, 1958;

Cebeci ve Hanci, 2017).

Havug, tohum ile yetistirilmektedir. Ekim 6ncesi giibrelenmis, drenaji iyi, organik madde
igerigi yiiksek kumlu topraklarda ¢ok iyi yetismektedir. Toprak sicakligi 4 °C’yi
buldugunda ekim yapilabilmektedir. Tohumlar 12-18 °C’de ¢ok iyi ¢imlenmektedirler ve
hava sicakliklar1 23 °C’yi asmadiginda ¢ok iyi gelisim gostermektedirler. Diizenli sulama
gerektiren havug yetistiriciliginde damla sulama en uygun yontemdir. Ekimden 70-100
giin sonra kokler olgunlagsmaktadir. Havug yetistiriciliginin en biiyiik problemleri yabani

otlar, bocekler ve fungal hastaliklardir (Drost ve Bitner, 2020).

Daucus cinsi yaklagik 40 tiirii kapsamaktadir. Cogunlukla diploid yapida olan bu cins n=8
ile n=11 aras1 kromozoma sahiptir. Havug ise 9 ¢ift (2n=18) kromozoma sahiptir.
Havucun tiim genom sekanslanmasi 2016 yilinda DH (doubled haploid) turuncu Nantes
tipi havug bitkisinde tamamlanarak yaymlanmistir (Klimek-Chodacka ve digerleri,
2019a). Nispeten daha kiigiik genoma sahip olan havucun genom biiyiikligiiniin yaklagik
473 Mb oldugu tahmin edilmektedir (Iovene ve digerleri, 2019). Bu boyutun 421,5 Mb’1,



bircogu bilinen cDNA’larla homoloji gosteren 32,133 gen bdlgesinden, 532 kiiclik
niiklear RNA ve 248 mikro RNA’dan olusmaktadir. (Klimek-Chodacka ve digerleri,
2019a).

2.2. Herbisitler

Yabani ot kontroliinde kullanilan herbisitlerin insan sagligina ve ¢evreye olan etkilerini
belirlemek icin sayisiz ¢aligma yapilmaktadir. Cevre kirliligi yakin gelecekte kars
karstya kalinacak en zorlu problemlerden birisi olarak goriilmektedir (Celik ve digerleri,
1996). Kirliligin en biiyiik bilesenlerinden birisi olan ve yillar gectik¢e kullanim miktari
da artan pestisitlerin yararlarinin yani1 sira ¢evre icin toksik sayilabilecek etkileri de ¢ok
fazladir. Tarim tirtinleri ile rekabet eden istilact bitki ortiilerini kaldirmak i¢in kullanilan
herbisitler de bu kirlenmede biiyiik paya sahip olan pestisitler igerisindedirler (Kolpin ve
digerleri, 1998).

Insanoglu, tarmm iiriinlerinin kiiltiire edilmeye baslandig1 tarihlerden itibaren yabani
otlarin olumsuz etkileri i¢in miicadele vermektedir. Otlarla miicadele ilk olarak ilkel
capalar ile manuel olarak baslamistir. Daha sonra miicadelede hayvan giiciinden
yararlanilmis ardindan mekanik gii¢ devreye girmistir. 1930’lardan itibaren biyolojik
miicadele baglamistir ve 1947’lerden sonra miicadele kimyasal yani herbisit kullanimlari
ile devam etmistir. 2,4-D (diklorofenoksiasetik asit) ve MCPA (2-metil-4-
klorofenoksiasetik asit) kullanilan ilk se¢ici herbisitlerdir. Bu herbisitlerin kullanimlar
zirai iretimde ¢ok biiyiikk olumlu etkilere neden olmustur (Heap ve digerleri, 2001).
Herbisit, insektisit, fungusit gibi kimyasallari da kapsayan pestisitler kamu sagligi ve gida
tiretimine sayisiz katkilar saglamaktadirlar. Diger baz1 6nemli kimyasallarin aksine,
pestisitler canli sistemleri hedeflemek iizere iiretilmektedirler. Uzun siiredir kullanilan
pestisitlerin insan sagligina ve c¢evre iizerine etkileri her zaman siiphe konusu olmustur.
Bu kullanimin yaklasik %40’lik boliimiinii tarim arazilerinde yaygin olarak kullanilan
herbisitler olusturmaktadir (Blair ve digerleri, 2014). FAO, diinyada pestisit kullanim
miktarini1 2021 yili i¢in yaklasik 3 535 375 ton olarak agiklamistir (FAO, 2022c). 2021
yili toplam herbisit kullanimimi ise 1 732 297 ton olarak bildirmektedir. 2019-2020
yillarinda kullanilan herbisit miktarinin kitalar aras1 dagilimi; %64,9 Amerika Kitasi,

%17,4 Asya Kitasi, %11,1 Avrupa Kitasi, %2,8 Okyanusya Kitasi, %3,8 Afrika Kitasi



olarak belirtilmistir. Ayn1 yilin verilerine gore; tarim alaninda diinyada herbisit en ¢ok
Brezilya’da kullanilirken bunu Amerika, Arjantin, Cin, Kanada, Endonezya, Avustralya,
Rusya, Fransa ve Malezya takip etmektedir. Tiirkiye’de ise bu miktar 13 320 ton olarak
belirtilmektedir (FAO, 2022d). Herbisitler bitkilerde hedefledikleri yerlere veya
mekanizmalara gore siniflandirilmaktadirlar. Herbisit Dayaniklilik Calismalart Komitesi
(HRAC) tarafindan diizenlenen herbisitlerin etki mekanizmalari ve siniflandirilmalarina
iliskin veriler Cizelge 2.1°de belirtildigi gibidir. Herbisitlerin siniflandirilmalar1 bir¢ok
yonden faydahidir. Bitkilerde etkiledikleri mekanizmalara goére ya da belli bash
ozelliklerine gore ayrilmalari hem kullanimlarindaki hem de ticari faaliyetlerdeki hatalari
azaltmaktadir. Ulkemizde satista bulunan herbisit ambalajlarinda HRAC’1n 2021 dncesi
siniflandirma kodlar1 yer almaktadir (Ates, 2021). Cizelge 2.1°de HRAC kodlari, I, M, P,
Q, R, S, T, Z olarak belirtilen smiflar disinda kalan biitiin gruplar {ilkemizde ruhsatl
olarak satista bulunmaktadir (Torun, 2017).

Cizelge 2.1. HRAC’a gore herbisitlerin etki mekanizmalari ve siniflandirilmalari (HRAC,
2022)

Sira HRAC kodu Etki mekanizmasi
1 A Asetil CoA karboksilaz (ACCase) inhibitorii
2 B Asetolaktat sentaz (ALS) inhibitorii
3 K1 Mikrotiibiil inhibitérleri
4 o) Sentetik oksinler
5 C1-2 Fotosentez II inhibitori (PS II)-Serin 264
6 C3 Fotosentez II inhibitori (PS II)-Histidin 215
9 G 5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat inhibitorii (EPSP)
10 H Glutamin sentetaz enzim inhibitorii
12 F1 Karotenoid biyosentezi
inhibitoril (phytoene desaturase=PDS agamasinda)
13 F4 Deoksiksiliiloz 5-fosfat (DOXP)-sentaz enzim inhibitorii
14 E Protoporfirinojen oksidaz enzim inhibitori (PPO)
15 K3 Cok uzun zincirli yag asitlerinin (VLCAFs) inhibitorii
18 I Dihidropiridin sentez (DHP) inhibitdrii




Cizelge 2.1. HRAC’a gore herbisitlerin etki mekanizmalari ve siniflandirilmalari (devam)

Sira HRAC kodu Etki mekanizmasi

22 D Fotosistem | (PS 1) elektron transferini engelleyen
inhibitorler

24 M ATP ayirici ajan inhibitorii

27 F2 4- hidroksifenilpiruvat dioksijenaz (HPPD) inhibitorii

28 - Dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) enzim inhibitorii

29 L Seliiloz sentez inhibitorii

30 Q Yag asidi dioesteraz enzim inhibitdrii

31 R Serin-treonin protein fosfotaz inhibitori

32 S Solanesil difosfat sentetaz enzim inhibitorii

33 T Homojentisik solanesil transferaz inhibitorii

2.2.1. ALS inhibitorii herbisitler

Herbisitler, yabani otlarda hedefledikleri enzim ya da proteinleri inhibe ederek etki
etmektedirler. Amino asit biyosentezini inhibe eden herbisitler, bitkideki enzimin
isleyisini durdurarak amino asit ya da protein gruplarinin sentezlenmesini
engellemektedirler. Hayvanlar tiim amino asitleri sentezleyemedikleri i¢in bu amino
asitleri bitki ve bakteriler araciligi ile almaktadirlar. Bu nedenle amino asit biyosentezini
inhibe eden herbisit gruplari, diger grup herbisitler kadar hayvanlara etki
edememektedirler. Bu durum enzim ya da protein hedefli herbisit gruplarini yeni
herbisitlerin gelistirilmesinde olduk¢a One ¢ikartmaktadir. Amino asit biyosentezini
inhibe eden herbisitlerin etkiledigi {i¢ temel enzim vardir. Bu enzimler; asetohidroksi asit
sentaz (AHAS) ya da ALS olarak anilan dallanmis amino asitlerin biyosentezindeki
yolakta bulunan enzim, sikimat yolaginda bulunan S5-enolpiruvil-shikimat-3-fosfat
(EPSPS) enzimi ve amonyum asimilasyonunda bulunan glutamin sentaz (GS) enzimidir
(Tan ve digerleri, 2006). Son zamanlarda herbisit alanindaki hizli ilerlemeler, yenilikler
mevcut olsa da bunlarin higbirisi AHAS ya da ALS inhibitor grubu herbisitlerdeki
degisimler kadar hizli degildir. (Stidham, 1991).



Birgok kiiltiir bitkisinin yetistirilmesinde siklikla kullanilmakta olan en énemli herbisit
siift ALS inhibitorleridir. Bu grup inhibitérlerin etki ettigi yabani ot spektrumu oldukga
genistir. Genis triin segiciligine sahiptirler ve az miktarlardaki doz uygulamalar1 dahi
etkilidir. ALS inhibitorii herbisitler yapisal olarak bes ayri1 grupta toplanmaktadir;
sulfonylurea, imidazolinonlar, triazolopirimidinler, pyrimidinylthio benzoates ve
sulfonylamino-carbonyltriazolinones (Park ve digerleri, 2003; Zhou ve digerleri, 2007).
Bu simf herbisitlerin etki ettigi birincil hedef bolge iki farkli reaksiyonun
katalizlenmesinden sorumludur. Bu reaksiyonlardan ilki, piriivatin asetolaktata veya o-
ketobiitirata doniisiimii ikincisi ise piriivatin, 18sin, 1zoldsin, valin gibi dallanmig amino
asitlerin biyosentetik yolaklarinda bulunan asetohidroksibiitirata dontistimiidiir (Park ve

digerleri, 2003).

Sulfonylurea smifi herbisitler 1982 yilindan beri aktif olarak kullanilmaktadirlar.
Sulfonylurea ve imidazolinonlarin hedef bolgeleri 16sin, isolosin ve valin amino
asitlerinin sentezinden sorumlu ALS enzimidir. Tahil yetistiriciliginde kullanilan
klorstilforon, sulfonylurea grubu herbisittir. Bugday bitkisi klorsiilforonu metabolize
edebildigi i¢in bu grup herbisitlere karsi tolerans gosterebilmektedir. Kochia (Kochia
scoparia [L.] Schrad.), ALS inhibit6r grubu herbisitlere karst direng gosterdigi belirlenen
ilk yabani ottur. Bu tanimlamalardan itibaren dayanimin fizyolojik ve molekiiler diizeyi
birgok yabani ot ¢esidinde ¢alisilmaktadir (Saari ve digerleri, 1989). Bu grup herbisitler
bitkilerde ALS bdlgesini blokladigindan dallanmis amino asit sentezi durmaktadir
(Beetham ve digerleri, 1999). ALS toleransinin molekiiler mekanizmasi bakteri, maya ve
yiiksek yapili bitkilerde belirlenmistir. Bitkilerde tolerans gdsteren gesitler klonlanarak
sekanslanmistir. Tiim yiiksek yapili bitkilerde, ALS proteininin kodlandigi lokasyon
oldukga korunan 5 domain bolgeye sahiptir. Bu bes korunmus bolge A-E arasi harfler ile
kodlanarak anilacaktir. Domainler bitkilerde 12-57 b¢ (baz ¢ifti) arasinda degisen
uzunluklara sahip olabilmektedirler. (Boutsalis ve digerleri, 1999). Her domainde amino
asit degisimine sebep olabilecek tek niikleotid degisiminin bile bu toleransi saglamaya
yeterli oldugu gorilmiistiir (Beetham ve digerleri, 1999). Domainlere ait diziler ve her

birinin tasidig1 degisken amino asit alt1 ¢izili olarak asagida belirtilmistir;
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domain A (AITGQVPRRMIGT),

domain B (QWED),

domain C (VFAYPGGASMEIHQALTRS),
domain D (AFQETP),

domain E (IPSGG) (Boutsalis ve digerleri, 1999).

2.2.2. Bitkilerde dallanms amino asitler ve biyosentezleri

Dallanmis zincirli amino asitler i¢erisinde bulunan valin, 16sin ve izoldsin, memelilerde
sentezlenemeyen 10 esansiyel amino asitten bazilaridir. Bu amino asitler bitki, mantar,
bakteri ve arkeler tarafindan sentezlenebilmektedirler. Bu nedenle antifungallar,
antimikrobiyallar ve de herbisitler gelistirilirken bu yolaklara ait enzimler
hedeflenmektedir. Bu amino asitlerin onemini arttiran bir diger nokta ise insan ve
hayvanlarin giinliik diyetlerindeki yerleridir (Singh ve digerleri, 1995; McCourt ve
digerleri, 2006).

Asetohidroksiasit sentaz (AHAS) ya da asetolaktak sentaz (ALS) (EC 2.2.1.6) enzimi,
ototrof canlilarda bulunmaktadir. Dallanmis zincirli amino asitlerin biyosentezindeki ilk
basamagini katalizlediginden bu yolak ototrofik canlilar i¢in ¢ok dnemlidir. Bu amino
asitler bitkilerin tiim boliimlerinde, hiicresel bazda ise kloroplastlarda sentezlenmektedir.
Valinin biyosentezi tek bir metabolik yolak ile olurken izoldsinin biyosentezinde ikinci
bir yolak aktive olmaktadir. Losin sentezi ise, valin sentezinin ara maddesi olan 2-keto-
isovalerate lizerinden yapilmaktadir. Buradan 16sin ve valinin ortak bir metabolik yoldan
sentezlendikleri acik¢a goriilmektedir. Izolosin ise bu yolaklara paralel farkli bir

metabolik yol ile sentezlenmektedir (Singh ve digerleri, 1995; Ceylan Baloglu, 2017).
2.3. CRISPR/Cas Sistemlerinin Tarihi ve Biyolojisi

CRISPR/Cas9 sistemi, bakterilerin %40’inda ve arkelerin tamamina yakininda bulunan
edinilmis bagisiklik sistemidir. Sistem RNA giidiimlii niikleazlardan olugmaktadir ve
bugiin genom diizenleme ve genetik miihendisligince kullanilan en giivenilir teknolojidir.
Hikayesi 1987 yilinda baslayan yontemin kesfi (Hsu ve digerleri 2014), gelistirilmesi,
genom diizenleme teknolojisi olarak bilim insanlarmin kullanimlarina sunulmas1 yaklasik

olarak 30 y1l stirmiistiir (Sekil 2.1). Genom iizerinde yapilan ¢aligmalar ilk zamanlarda
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tracrRNA ve crRNA'nin Casg
proteini ile iliskili dubleks yapi
olusturmasi.

Tip I CRISPR sistemlerinin
modiler olmasi ve diger
organizmalarda sentezlenebilir

CRISPR, adaptif
bagisiklik sistemidir

olmalan
C.R .‘SPB : CRISPR olarak Tip lll-8 Cmr
dizilerinin e . .
isimlendirilmesi ve CRISPR Casd'un Skaryotik
tanimlanmasi . - . .
cos genlerinin kompleksinin hiicrelerde ilk kullanimi
tanimlanmasi RNA'y1 kesmesi
I ! | ¥y
CRISPR ailelerinin CRISPR hedeflenen Cas9araclipile  Casdile genomda
prokaryotlarda Aralik dizilerinin-~ | DNA'lar Gzerinde DNA fonksiyon taramalarinin
bulundukdarinin yabancigenomlara  etkilidir. hedeflenmesinin ~ yapilmasi
belirlenmesi aitoldugununve  Bosluk dizilerinden invitro
adaptif bagigikign  olgun crRNA'ar karakterizasyonu apo-Cas9'un kristal
saflanmasinda olusturulmaktadir ve o yapist
gorevaldklarnn  buRNA'ar rehber (as9'a bosluk dizileri
beliflenmesi RNAolarakgorey  refiberlikederek hedef gRNA ve DNA le
almaktadirlar. DNA da cift zincirkinilan kompleks olugturmus
olusturmaktadirlar Cas9'un kristal yapisi

Sekil 2.1. CRISPR sisteminin kesfi ve genom diizenleme araci olarak kullanim siireci
(Hsu ve digerleri, 2014°den degistirilerek alinmistir)

daha ¢ok kodlama yapan bolgeler iizerine yogunlagsmakta idi. Zaman gectik¢e genomda
kodlama yapmayan bolgelerin, hiicre fonksiyon ve regiilasyonundaki islevleri ortaya
cikmistir. Simdilerde kodlama yapmayan bdlgelerden tekrarli dizilerin transkribe
edilmesi olduk¢a kabul gormektedir. 1987 yilinda tanimlanmigs CRISPR dizileri,
transkribe edilen ancak kodlama yapmayan bircok RNA ¢esidinden birisidir (Deveau ve
digerleri, 2010). Ishino ve digerleri (1987) tarafindan Escherichia coli bakterisinin K12
susunda alkalin fosfotaz izoenzimlerinin doniisiimlerinden sorumlu olan iap (alkalin

fosfotaz izoenzim) gen bolgesi iizerine bir arastirma yiiriitiilmiistiir. Caligsma sirasinda gen
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bolgesi klonlanarak sekanslanmistir. Bu bolgede 29 niikleotidlik tekrarli dizilerin
bulundugu ve bu dizilerin farkli niikleotid dizilimine sahip baska kisa dizilerce boliindiigii
fark edilmistir. Bu gelisme literatiirde CRISPR hakkindaki ilk bildiridir (Shabbir ve
digerleri, 2016). CRISPR dizileri bu donemlerde kisa diizenli aralikli tekrarlar (short
regularly spaced repeats; SRSR), direkt tekrar (direct repeat;DR), direkt ¢esitli tekrarlar
(direct variant repeats;DVR), arka arkaya tekrarlar (tandem repeat;TREP) gibi farkl
kisaltmalar ile anilmaktaydilar. Yapilan ¢alismalar cogaldikca benzer dizilere hem farkli
bakterilerde hem de halofilik arke genomlarinda rastlanilmistir. Dizilerin ilk fark
edilmeye baslandig1 bu dénemlerde dizi fonksiyonlarinin biyolojik olarak tespit edilmesi
oldukga zordu. Ozellikle de hareketli genetik elementler icin, DNA veri tabanlarindaki
bilgiler ¢ok smirliydi (Deveau ve digerleri, 2010).

2002 yilinda, Jansen ve digerleri tarafindan diizenli araliklar ile boliinen diziler igin
CRISPR adi tanimlanmistir. 2000’11 y1llarin ortalarina dogru, CRISPR dizileri igerisinde
yer alan ve aralik (spacer) olarak tanimlanan dizilerin bakteriyofaj gibi onceden
karsilasilan istilac1 genomlara ait diziler oldugu anlasilmistir (Mojica ve digerleri, 2005;
Bolotin ve digerleri, 2005). Mojica ve digerleri (2004) ¢alismalarinda, bu dizileri tagiyan
bakteri irklarinin, istilact organizmalar ile karsilastiklarinda enfekte olmadiklarini
gormiisler ve CRISPR’1n bakterilerde bulunan bagisiklik sistemi ile arasinda bir baglanti
oldugunu belirtmislerdir. Barrangou ve digerleri (2007) tarafindan CRISPR/Cas-aracili
uyarlanabilir bagisiklik sisteminin ilk deneysel kanit1 elde edilmistir. Caligsma, laktik asit
bakterisi olan Streptococcus thermophilus ile yapilmistir. Bakteri hiicrelerinin litik fajlar
ile muamele edilmesinin ardindan, bakteri hiicresinde bulunan CRISPR lokusuna fajin
genomuna ait kisa diziler eklendigi belirtilmistir. CRISPR ve cas genlerinin birlikte faja
kars1 direng gostermesi, aralik ve faj genom dizilerindeki komplementerlik ile
belirlenerek CRISPR/Cas aracili bagisikligin saglanma mekanizmasi da agikliga

kavusturulmustur (Barrangou ve Horvath, 2012).

Sistemin 6nemli bir bileseni olan Cas proteinlerinin ilk zamanlarda DNA onarim
mekanizmasinda gorev aldiklart  disiiniilmekteydi. CRISPR dizilerine yakin
konumlanmis proteinlerin yapilar1 ve gorevleri incelendiginde bu proteinlerin
transkriptlerin islenmesinden, hedef DNA/RNA’larin kesilmesinden ve CRISPR

dizilerinin aralarma istilaci organizmaya ait yeni dizinin eklenmesinden sorumlu
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olduklar1 belirlenmistir. Bu proteinler, 25 protein ailesinde bulunan domainleri
icermektedirler (Makarova ve digerleri, 2006; Makarova ve digerleri, 2011). Cas
proteinleri igin 6ne atilmis bir diger goris ise arke ve bakterilerde bulunan bu sistem ile
Okaryotlarda bulunan RNA interferans (RNAi) mekanizmasi arasinda benzerlik
olmasidir. Her iki sistemde de RNA spesifik ¢ift iplikli helikaz-niikleaz, mRNA’lar1
hedefleyen endoniikleaz gibi bilesenler bulunmaktadir. Ancak CRISPR/Cas ve RNAi
sistemlerinde bulunan hicbir bilesen ayni kokenden gelmemektedir. Okaryotlarda
bulunan RNAi mekanizmasinda, CRISPR/Cas sisteminde oldugu gibi istilact
genomlarma ait dizilerin eklendigi CRISPR dizisi gibi bir dizi bulunmamaktadir. Bu
eklenme CRISPR/Cas sisteminde, istilaci genoma karsi baslatilan savunmanin ilk
adimidir ve savunma bunu takip eden ilave iki asama ile devam etmektedir. RNAi
mekanizmasinda bu olaylar zinciri de bulunmamaktadir (Makarova ve digerleri 2006).
Farkliliklar da gz oniine alindiginda iki sistemin birbiri ile benzer olmadig1 agikca

anlasilmaktadir.

CRISPR lokusu ve cas genleri her zaman birbirlerine yakin olarak konumlanmaktadirlar.
Bu durum her ikisinin de fonksiyonel olarak iliski iginde oldugunu gostermektedir.
Birgok tiirde cas genlerine ait 4 adet bolge bulunmaktadir ve bu gen bolgeleri genomda
cas3-cas4-cas2-casl sirasina gore yer almaktadirlar. casl geni tiim tiirlerde CRISPR
lokusu ile birlikte bulunmaktadir. Diger 3 cas geni tiim tiirlerde bulunmaktadir ancak bu
organizmalarin hepsinde CRISPR lokusu bulunmayabilmektedir. Cas3 proteinlerinin
amino asit dizilimleri yedi motif icermektedir (Jansen ve digerleri, 2002). Bu yap1
DNA’nin ¢6ziilmesinden sorumlu proteinlerden, helikaz 2 enzim ailesine ait karakteristik
bir 6zelliktir. Bu enzim ailesi homologlarinin; DNA onarimi, transkripsiyonel diizenleme,
kromozom ayrilmasi, rekombinasyonu ve kromatinlerin tekrar diizenlenmesinde gorev
aldiklar1 distintilmektedir (Hall ve Matson, 1999). Cas4 proteinin; RecBCD
(Rekombinasyonal onarim B-C-D) kompleksinin bir pargasi olan ve DNA’da ¢ift zincir
kirig1 meydana geldiginde homolog rekombinasyonu baslatmak tizere kirigin uglarindaki
parcalari ayiran RecB ekzoniikleazi ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Cas1 ve Cas2
yapilari i¢in ¢aligmalar halen siirmektedir. CRISPR/Cas sistemlerinin evrimsel gelisimi
incelendiginde, sistem igerisinde korunan tek niikleazlarin Casl ve Cas2’ler oldugu

goriilmektedir. CRISPR/Cas sisteminin orijin aldig1 diisiiniilen casposon (CRISPR iliskili
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transpozonlar) isimli hareketli genetik elementler hakkindaki c¢aligmalar devam
etmektedir. (Ishino ve digerleri, 2018). Casposonlar, bakteri ve arke genomlarinda
rastlanan hareketli elementlerdir. Bu elementler, Casl proteinlerinin alt ailesini
kodlamaktadirlar. Diger bilinen mobil genetik elementlerden (MGE) farkli olarak,
casposonlarin, konak organizma genomlarina Casl endoniikleazlarini kullanarak entegre
olmalar1 i¢in CRISPR-Cas sistemi tarafindan kullanilan aralik (spacer) entegrasyonunu
andiran bir mekanizma kullandig1 diistiniilmektedir. Bu neden ile Cas1’in CRISPR/Cas9
sisteminin sagladigi bagisikliktaki anahtar enzim oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii
casposon homologlarinin Casl filogenisi igerisinde gosterdigi genis dallanma,
casposonlarin prokaryotlardaki adaptif bagisiklik sisteminin tam ortasinda olduklarini

acikca gostermektedir (Krupovic ve digerleri 2014).

CRISPR/Cas lokuslarinin yapist zaman igerisinde hizla degisim gostermektedir. Lokus
yapilarinda yeni diizenlemelerin ortaya ¢ikmast ya da lokuslarin tamaminin veya modiiler
olarak bir kismmin yatay transferler icermesi, baska simif ve tip CRISPR/Cas
sistemlerinin ortaya ¢ikmalarina neden olmaktadir (Makarova ve digerleri, 2015; Godde
ve Bickerton, 2006). Bazi 6zellikler tiim siniflar i¢in korunmusken bazi 6zellikler de ayirt
edici niteliktedir. Bu sistemler birbirinden 6zellikle CRISPR lokuslari ile ayrilmaktadir.

Her sinifin tekrarh dizileri siniflar igin karakteristiktir (Plagens ve digerleri, 2015).

CRISPR/Cas sistemleri, istilact genomlara karst bagisiklik yamitini; adaptasyon,
ekspresyon ve interferans olmak {izere 3 asamada vermektedirler (Jore ve digerleri, 2011)
(Sekil 2.2 A). Adaptasyon agsamasi; viriis ya da plazmit genomuna ait kisa fragmentlerin,
konakta bulunan kromozomal CRISPR lokusuna entegre olma asamasidir. Bakterinin
viral istilas1 sonucunda, viriis genomu ile homoloji gosteren ve yaklasik 30 b¢’den olusan
bir aralik dizi, CRISPR lokusunun lider ucuna baglanmaktadir. Ayni faja ait birden fazla
aralik dizisinin eklenmesi c¢ok nadir olmaktadir. Lokusa her yeni aralik dizisinin
baglanmasi, palindromik tekrar dizilerinin dublikasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Bu da yeni
bir aralik-tekrar dizi {initesinin olusumuna neden olmaktadir. Bosluklarin olusturulma ve
eklenme mekanizmasi tam olarak acikliga kavusturulmamistir ancak Casl ve Cas2
proteinlerinin bu siirecte gorev aldiklar1 diisliniilmektedir (van der Oost ve digerleri,
2009). Sistemin ikinci asamasi ekspresyondur. CRISPR lokusundan uzun 6nciil-crRNA

(pre-crisprRNA) sentezlenmektedir. Cas proteininlerinin aktivasyonu ile olgunlagarak
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kisa crRNA’lar olusturulmaktadir. Pre-crRNA’nin olgunlastirilmasi tracrRNA (trans-
crisRNA) adi verilen kiigiik bir RNA tarafindan yapilmaktadir ve Cas9 olarak da bilinen
Csnl varliginda, RNAse III tarafindan katalizlenmektedir (Deltcheva ve digerleri, 2011).
Sistemin son asamasi interferanstir. Bu asamada crRNA ve Cas enzimi riboniikleoprotein
kompleksi olusturmaktadir. crRNA, hedef DNA ile eslesmektedir. iki dizi arasinda
komplementerlik saglandigi zaman Cas proteini hedef DNA dizisini kesmektedir

(Horvath ve Barrangou, 2010).

Istilac1 organizma genomunun neresinden aralik dizisi almacagini belirleyen nispeten
kisa bir dizi daha vardir; PAM (Protospacer Adjacent Motif=Protoaralik Bitisik Motif)
sekansi (Makarova ve digerleri, 2011). PAM sekanst; aralik dizisinin istilac1 organizmaya
ait oldugunu sisteme tanitacak olan ve sistemdeki niikleazlara 6zel 3-5 niikleotidden
olusan dizilerdir. PAM sekansi, kompleksin DNA’ya ilk baglanmasinda anahtar role
sahiptir. Bu sekans hedef dizide olmadiginda, gRNA’nin tamami bolge ile komplementer
ozellik gosterse de Cas9-RNA kompleksi tarafindan taninmamaktadir. PAM sekansinin
bir diger 6nemli gorevi ise Cas9 enziminin katalitik aktivitesini arttirmasidir (Sternberg

ve digerleri, 2014).

CRISPR/Cas sisteminin I-II ve III olmak tizere 3 sinifi bulunmaktadir. Her bir sinif]
niikleik asitlerin taninmasi ve kesilmeleri agsamalarinda farkli molekiiler mekanizmalar
kullanmaktadir. Bagisiklik yanitinda ilk basamak olan adaptasyon, her 3 siifi¢ginde ortak
seyretmektedir. Bu asamada evrensel Casl ve Cas2 proteinleri esliginde istilact
genomdan elde edilen 6n aralik dizisinin homologu, konakta bulunan CRISPR lokusuna
entegre edilmektedir (Yosef ve digerleri, 2012). Adaptasyon ve interferans asamalarinda
kritik role sahip olan PAM dizileri sinif I ve sinif II CRISPR sisteminde aynidir. Her ikisi
de istilact genomda 2-5 niikleotidlik PAM sekansi aramaktadirlar. Ancak smif III
CRISPR sisteminde PAM sekansi1 aranmamaktadir (Sahah ve digerleri, 2013). Her 3
sistemin crRNA ile kompleks olusturdugu Cas proteinleri birbirinden farklidir. Sinif I
Cas3, smif II Cas9, sif III ise Cas10 proteinini kullanmaktadir (Plagens ve digerleri,
2015). Olusturulan riboniikleoprotein (RNP) kompleksleri de 3 sistem i¢in birbirlerinden
farklidir. Sinif I crRNP’ye ‘antiviral savunma i¢in CRISPR iligkili kompleks’ (Cascade)
ad1 verilmektedir. Stif I ve III’te interferans asamasi, ¢oklu-Cas protein kompleksi

olusumunu gerektirirken sinif II sistemde sadece Cas9 (Csnl) proteini hedef dizi icin
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yeterlidir (Sekil 2.2 B). Sinif II’yi digerlerinden ayiran bir diger farklilik da trans -aktive
edici CRISPR RNA (trans-activating; tracrRNA) dir. Sinif 1 ve 1II’de tek bir crRNA
coklu-Cas protein kompleksine rehberlik edip, istilact hedef genoma dogru yonelirken,

siif II ¢ift RNA olan crRNA-tracrRNA’y1 kullanmaktadir (Plagens ve digerleri, 2015).

oo P

cas genleri . CRISPR dizisi

Adaptasyon @@ -7
Viral DA
l pre cr-RNA transkripsiyonu

Ekspresyon

Cas kompleksi

Interferans

)
e

R-loop olusumu ve DNA'nm kesimi

A
cok iiniteli crRNA-efektdr kompleksi
sof L1 [DEPEDO D ED e
tek finiteli ctRNA-efektér kompleksi
sof [ N D D

Sekil 2.2. Bakterilerde bulunan CRISPR/Cas sistemleri (Mohanraju ve digerleri,
2016°dan degistirilerek alinmistir) A) CRISPR/Cas sistemlerinin bagisiklik yanitini
verdigi adaptasyon, ekspresyon ve interferans asamalari B) Sinif I-IIT ¢ok tiniteli crRNA-
efektor kompleksi, Siif II tek tiniteli crRNA-efektor kompleksi

17



Prokaryotlarin viriis istilasindan kurtulmasi, CRISPR/Cas sistemindeki crRNA ile istilact
genomda bulunan 6n aralik (protospacer) dizisinin eslesmesi ile olmaktadir. Virtislerdeki
mutasyon ve rekombinasyon orani oldukg¢a yiiksek oldugu i¢in prokaryotlarin savunma
sistemlerinden kacislari kolay olabilmektedir (Mohanraju ve digerleri, 2016). Bazen
tasidiklar1 nokta mutasyonu ile bile prokaryotik CRISPR/Cas sistemlerinin sagladigi
bagisiklik yanitindan kagabilmektedirler. Semenova ve digerleri (2011) istilaci
genomdaki On aralik dizisinin her niikleotidindeki mutasyonun bu kagisi saglamadigini
belirtmislerdir. PAM dizisinin ardindan gelen ilk 7 niikleotid crRNA ve istilac1 genomda
bulunan 6n aralik dizisinin sik1 komplementerliginden sorumludur. Bu bolgeye ‘cekirdek
bolge’ adi verilmektedir. Sadece ¢ekirdek bolgede bulunabilecek bir mutasyon crRNA-
Cas kompleksinin istilact genomdaki komplementer bolgeye karsi olan baglanma
afinitesini diisiirmektedir ve de bagisiklik yanitindan kagisa sebep olabilmektedir. Ancak
¢ekirdek bolge disinda meydana gelen ¢oklu mutasyonlarda viriis CRISPR/Cas sistemin
sagladig bagisikliktan kagamamaktadir.

2.3.1. Fonksiyonel olarak CRISPR/Cas9 sistemi

Literatiirde COG3513, Csx12, Cas5, Csnl olarak da karsimiza ¢ikabilen Cas9, RuvC ve
HNH olarak adlandirilan iki niikleaz domainine sahip multifonksiyonel 6zellikli bir
proteindir (Deltcheva ve digerleri, 2011; Doudna ve Charpentier, 2014). Deltcheva ve
digerleri (2011) tarafindan insan patojeni olan Streptococcus pyogenes bakterisinde
yapilan ¢aligmada, tracrRNA ile crRNA’nin tekrar dizileri arasinda 24 niikleotidlik
komplementer bir baglanma alan1 oldugu belirlenmistir. tracrRNA, crCRNA’larin
olgunlagsmasinda RNaselll ve Cas9 proteini ile birlikte caligmaktadir. tracrRNA-CrRNA
eslesmesinin ardindan bu yap1 Cas9 proteinine baglanarak kompleksi olusturmaktadir.
Cas9 proteini bakteri hiicrelerinin viriis istilalarina kars1 korunmasinda gorevlidir. Bir
diger 6nemi de sahip oldugu RuvC ve HNH domainleri sayesinde istilact plazmitlerin
transformasyon etkinliklerinin azaltilmasidir. CRISPR/Cas sistemleri farkli tiirlerdeki

bakterilere de aktarilabilmektedir (Sapranauskas ve digerleri, 2011).

Cas9 proteininde bulunan HNH domaini, crRNA ile komplementer olan DNA ipligini
kesmektedir. RuvC domaini ise komplementer zincirin karsisindaki zinciri kesmektedir.

Cas9 proteininin HNH ya da RuvC domainlerinden birinde mutasyon olusturulursa, Cas9
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proteini tek DNA ipliginde kirtk meydana getirmektedir. Olusan mutant Cas9 proteini de
nCas9 adin1 almaktadir. Cas9 proteininin her iki domaininde de mutasyon olusturulursa
Cas9 proteini mutant dCas9 proteinine dontismektedir (Jinek ve digerleri, 2012). dCas9

enzimi DNA zincirlerinde kesim yapmamaktadir.

tracr-crRNA ile calisan Cas9 sistemindeki RNA’lar tek bir RNA olacak sekilde
diizenlenmektedirler (Sekil 2.3). Diizenlemenin ardindan bu RNA, gRNA olarak
anilmaya baslanmistir. gRNA iki onemli bolgeye sahiptir. 5° ucunda yaklasik 20
niikleotidlik bir dizi icermektedir. Bu dizi ile hedef genomdaki komplementer diziye
baglanmaktadir. 3’ ucunda ise Cas9 proteinine baglanmak i¢in bir dizi bulunmaktadir.
Kimerik gRNA’nin kesfinden sonra 2012 yilinda Dr. Doudna ve Dr. Charpentier
tarafindan CRISPR/Cas9 sisteminin genom bilgisi bilinen herhangi bir organizmada da
hedeflenen DNA bélgesinde ¢ift zincir kirigi meydana getirebildigi belirtilmistir (Jinek
ve digerleri, 2012). Bu gelismelerin 1s18inda S. pyogenes tabanli CRISPR/Cas9 sistemi
bilim insanlarinin goézdesi olmus ve hizlica istenilen organizma genomlarindaki
diizenlemeler i¢in adapte edilerek kullanilmaya baslanmistir (Doudna ve Charpentier,

2014).
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Sekil 2.3. CRISPR/Cas9 sisteminde RNA giidiimlii Cas9 enziminin hedef DNA
ipliklerini kesmesi (Bortesi ve Fischer, 2015’ten degistirilerek alinmistir)

A) CRISPR/Cas9 sisteminin bakteri hiicresindeki isleyisi B) Genetik miihendisligince
gelistirilen CRISPR/Cas9 sisteminin isleyisi
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2.3.2. Bir bagisikhik yamiti olarak CRISPR/Cas sistemi ve genom diizenleme araci
olma yolculugu

CRISPR lokusu 20-50 b¢ uzunlugunda palindromik tekrarli diziler igermektedir (Sorek
ve digerleri, 2013). Bu diziler, baz igerikleri birbirlerinden farkli ancak benzer
uzunluklardaki ‘aralik (spacer)’ olarak adlandirilan baska dizilerce ayrilmaktadirlar
(Semenova ve digerleri, 2011). Aralik dizileri, bakteri ya da arkelerin karsilastiklar
istilac1 genomlardan elde edilen dizilerdir. CRISPR dizileri ‘lider dizi’ olarak tanimlanan
yaklasik 500 b¢ uzunlugundaki AT niikleotidlerince zengin dizilerce ¢evrelenmektedir.
Bu bolgenin transkripsiyon igin sinyal olusumu baslattigi ve yeni aralik-tekrar dizilerinin
olusumunda gorev aldigi sanilmaktadir (Pul ve digerleri, 2010). Yani istilact genomdan
aliman DNA dizisi, yeni bir aralik olarak lider bolgenin u¢ kismina baglanmaktadir. Bu
bolge biitiin istilacilar igin molekiiler hafiza gibi ¢alismaktadir. Bu hafizadan crRNA
sentezlenmektedir. Bagisiklik yanitt CRISPR dizisinden iiretilen ve molekiiler olarak
rehber gorevi goren RNA’nin (crRNA) Cas proteinleri ile kompleks olusturmasi ile
baslamaktadir. crRNA eslesecegi istilact DNA’ya dogru yonelmektedir. CRISPR
lokusundan elde edilen ve Cas proteini ile de kompleks halinde bulunan crRNA ve istilact
DNA eslesmesi gerceklestiginde, yabanct DNA, Cas proteinleri tarafindan kesilmektedir.
Boylece CRISPR/Cas sisteminin bagisiklik yanit1 basari ile sonlandirilmis olmaktadir
(Nufiez ve digerleri, 2014; Sontheimer ve digerleri, 2010; Sahah ve digerleri, 2013).

Genom diizenlemede temel olan DNA zincirinin iki ucunda meydana getirilen kiriktir.
Okaryotlarda bu kiriklar hataya acik bir sistem ile onarilmaktadir ve kirik olusan
lokasyonda mutasyon meydana gelmektedir (Hsu ve digerleri 2014). Meydana gelen
mutasyonun 6zelligi kirigin onarildigi tamir mekanizmasina baglidir. Hiicrelerdeki DNA
onarim mekanizmalari tezde ‘DNA onarim mekanizmalar1’ baghig altinda detayli olarak
incelenmistir. Prokaryotlarda birgok genom diizenleme olay1 genotiplerin rekombinasyon
bazli se¢imi ile CRISPR’1in yaptig1 hedefler sonucunda olmaktadir. Bu yiizden siire¢
Okaryotlarda endojen DNA tamir mekanizmalar1 ile bakterilerde ise rekombinasyon
temelli CRISPR aracili genom diizenleme ile yonetilmektedir (Barrangou ve van

Pijkeren, 2016).

Dogada 4 bilesenden olusan sinif II CRISPR/Cas9 bagisiklik sisteminin genetik

miithendisligi tarafindan 2 bilesenden olusan kullanima hazir bir paket teknolojisine
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doniistiiriilmesi CRISPR sistemlerine olan ilgi ve meraki arttirmistir (Jinek ve digerleri,
2012). Simf II CRISPR/Cas sistemindeki Cas9 endoniikleazi aktive olabilmek igin
crRNA ve tracrRNA’nin rehberligine ihtiya¢ duymaktadir (Deltcheva ve digerleri 2011).
Bu teknolojide gelinen son noktada kimerik sentetik bir rehber RNA, crRNA ve
tractRNA’nin islevini iistlenerek sekans spesifik hedefine dogru ilerleyebilmektedir

(Jinek ve digerleri, 2012).

Kimerik gRNA, enzimatik olarak ya da kimyasal olarak sentezlenebilmektedir.
gRNA’nin enzimatik olarak sentezlenmesi oldukga diisiik maliyetlidir. In vitro olarak
yapilan bu sentezleme de kalip DNA, T3, T7 ya da SP6RNA polimerazlara ve
riboniikleosit trifosfatlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontemin dezavantaji kullanilan
kalibinin dogrulanmasi i¢in sekans analizine ihtiya¢ duyulmasidir. Sekanslamanin yani
sira senteze dahil olmayan trifosfatlar kaldirilmali, sentezlenen RNA’dan DNA ve protein
kalintilar1 temizlenmelidir. Ek olarak bu yontemde molekiiliin 5° ucunda hatalar ile
karsilasilabilmektedir (Afzal ve digerleri, 2020; Kelley ve digerleri, 2016). Bir diger
sentez yontemi kimyasal sentezdir. Kimyasal sentez ile zamandan ve {iriinden tasarruf
saglanmaktadir. Zorunlu olmamakla beraber bu yontemle sentezlenmis gRNA’lar da
klonlanip sekanslanabilmektedirler. Kimyasal sentezde niikleozid fosforamid yap1
bloklari birlestirilerek gRNA’lar elde edilmektedirler (Kelley ve digerleri 2016). crRNA,
tractRNA, ve gRNA’lar sirasi ile 40, 70 ve 100 baz uzunluklarina sahip yapilardir. Bu
uzunluktaki fragmentler, kimyasal sentez ile daha hizl, yiliksek verimli, saflik orani
yiiksek ve fazla miktarda temin edilebilmektedirler (Afzal ve digerleri, 2020; Jinek ve
digerleri, 2012).

2.3.3. Cas9 proteini

Cas9 proteinleri, gRNA gilidiimlii hedeflenmis niikleazlar (RGNs; RNA guided site-
specific nucleases) olarak da bilinmektedirler (Sandhya ve digerleri, 2020). Farkli bakteri
tiirlerinden elde edilerek c¢alismalarda kullanilan Cas9 enzimleri birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. Her enzimin tanidig1 PAM sekansi birbirinden farklidir. Bu nedenle bir
genomda hedeflenen gen bolgesi igin Cas9 enziminin se¢imi ¢aligmanin basarisini
etkilemektedir (Lino ve digerleri 2018). Ilave olarak Cas9 enziminin aktivitesinden

bagimsiz olarak sistemi etkileyen baska faktorler de vardir. Prokaryotlardan farkli olarak
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Okaryotik hiicrelerde gen bolgesinin hedeflenebilmesi i¢in niikleazlarin, niiklear
translokasyonu gerekmektedir. Niiklear translokasyon sinyali (NLS) Cas9 enzimine
baglanmaktadir. NLS ve Cas9 arasina 32 amino asitlik baglayici fragment eklendiginde
Cas9’un hedef DNA bolgesi iizerindeki etkinliginin de arttig1 belirtilmektedir (Shen ve
digerleri, 2013).

S. pyogenes bakterisinde bulunan Cas9 proteini iizerinde yapilan ¢alismalar sayesinde
CRISPR/Cas9 mekanizmasi daha da iyi anlagilmistir. Cas9 proteininin molekiiler yapisi
elektron mikroskobu ve X 11 kristalografisi araciligi ile incelenmistir. Incelemeler
enzimde farkli zamanlarda meydan gelen iki yapisal degisikligi ortaya c¢ikarmistir.
Bunlarin ilki, enzim gRNA’ya baglanirken olmaktadir ve enzimin {i¢ boyutlu yapisinda
biiylik bir degisim meydana gelmektedir. Enzimde olusan ikinci ve daha biiyiik degisiklik
ise hedeflenen DNA bolgesine baglanmasi sirasinda olugmaktadir. Bu degisimler
proteinin, DNA’ya baglanan kismi ile gRNA’nin bagl oldugu bolgede bir kanal
olugmasina neden olmaktadir. Meydana gelen bu degisikliklerin bir diger nedeninin ¢ift
iplikli hedef DNA zincirlerinin agilmasi i¢in olabilecegi yapilan tahminler arasindadir
(Jinek ve digerleri, 2014). Katalitik olarak inaktif Cas9 proteini aktif formuna gore daha
fazla hedef dis1 diziye gitmektedir. Aktif Cas9 proteinleri ¢ok nadir olarak hedef dis1
baglanmalarin oldugu DNA bdlgelerinde kirtk meydana getirmektedirler. Hedef dis1
DNA baglanmasi, hedeflenen genom bolgesindeki PAM yogunlugu ile iliskilidir. DNA
ipliklerindeki ayrisma ve RNA-DNA heterodubleksinin olusumu PAM bdlgesinde
baslayip hedef dizinin ucuna dogru devam etmektedir. Cas9 proteini, acik kromatin
bolgelerde transkripsiyonun olmadigi inaktif kromatin bolgelere oranla daha cok
baglanma egilimi gostermektedir (Doudna ve Charpentier 2014, Sternberg ve digerleri

2014).

2012 yilinda Cas9’un in vitro’da hedeflenen DNA dizilerinde kirik meydana getirdiginin
belirlenmesinin ardindan bir¢ok canli organizmada calismalar yapilmistir. Bu tarihten
itibaren Cas9, maya, tiitiin, Arabidopsis thaliana, geltik, bugday, fare, tavsan, kurbaga
gibi bir¢cok organizmada genlerin diizenlenmesinde kullanilmaya baglanmistir (Sander ve

Joung, 2014).
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2.3.4. DNA onarim mekanizmalari

Endojen ve ekzojen kaynakli birgok genotoksik ajan, hiicrelerin DNA’larinda ¢ift zincir
kiriklart meydana getirmektedirler. DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kiriklarinin
onarimi i¢in hiicrelerde birkag onarim mekanizmasi vardir (Rudin ve digerleri, 1989; Vats
ve digerleri, 2019). Bu onarim mekanizmalari, hedeflenen gen modifikasyonlar1 ya da
diizenlemeleri i¢in genomun belirli bolgelerinde kiriklar meydana getirmek i¢in oldukga
onemlidirler (Vats ve digerleri, 2019). Hiicrelerin durumlari, tipleri ve ¢ift zincir
kiriklarinin olusum sekilleri DNA onarim mekanizmalarini etkilemektedir. Her ne
sebeple olusmus olursa olsunlar DNA’da olusan kiriklar hiicre i¢in oldukga risklidir.
Kiriklarin onarimlart sirasinda meydana gelen mutasyonlar, genomun devamliligin
bozabilmekte hatta hiicre 6liimleri ile sonuglanabilmektedir. Sebep olduklari bu etkilerin
yani sira ¢ift zincir kiriklari, ¢esitliligin temel nedeni olan mayozun fizyolojik siirecine
ve immiin sistemin repertuvarinin zenginligine de hizmet etmektedirler (Mcvey ve Sang,
2008; Le Guen ve digerleri, 2015). DNA onarim mekanizmalar1 genetik stabiliteyi
korurken ayni zamanda popiilasyonlardaki genetik ¢esitliligi de siirdiirebilmelidir. Bu
neden ile onarim siirecinin yiiksek hassasiyet ve dogrulukla ilerlemesi biitiin canlilar igin

oldukg¢a 6nem tasimaktadir (Guirouilh-Barbatve digerleri, 2014).

Hiicrede DNA’da olusan ¢ift zincir kiriklarinin onarimindan sorumlu 2 temel mekanizma
vardir; homolog olmayan uglarin birlesimi (NHEJ=Non-homologous end joining)
homolog rekombinasyon ya da homoloji yonlendirmeli onarim (HR=homologous
recombination; HDR=homology directed repair) (Sekil 2.4). NHEJ, hata yapmaya meyilli
bir mekanizmadir. NHEJ ile yapilan onarim bolgede ekleme-¢ikarma, yer degistirme
mutasyonlarinin goriilmesine neden olmaktadir. Buna ragmen NHEJ, tiim o6karyot
hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin fazina bakilmaksizin siklikla devreye giren onarim seklidir
ve hiicrede iki onarim mekanizmasi oranlandiginda NHEJ ile onarim oran1 daha yiiksektir
(Lino ve digerleri, 2018; Anzalone ve digerleri, 2020). Bu onarim mekanizmasinda
homolog kalip kullanilmadigindan kirik olan uglar rastgele tekrar baglanmaktadir (Lino
ve digerleri, 2018). HDR onarim mekanizmasi, genom miihendisliginin temeli olarak
goriilmektedir. Hiicre siklusunun interfaz evrelerinden biri olan S fazi ve mitotik fazdan
onceki hazirlik evresi olan G2 evresinde, kardes kromatitler DNA kiriginin onarilmasi

icin kalip olarak kullanilmaktadir. Bilim insanlar1 bu mekanizmay1 gen bolgesi ekleme,
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gen fonksiyonlarinin degistirilmesi, yeni gen fonksiyonlarmin tespiti gibi ¢aligmalarda

kullanabilmektedirler (Wang ve Xu, 2017).
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Sekil 2.4. DNA’da olusan ¢ift zincir kiriginin NHEJ ve HDR yolaklarinin aktivasyonu
ile onarimi (Afzal ve digerleri, 2020°den degistirilerek alinmistir)

2.3.5. Bitkilerde genom diizenleme teknolojisinin uygulanmasi ve genetigi
degistirilmis organizmalarla iliskisi

Genetik ¢esitlilik, tarimsal {irlinlerin gelistirilmesinin temelini olusturmaktadir. Bitki
1slahinin amaci, genetik varyasyonlar olusturarak bu ¢esitliligi kullanmaktir (Gao, 2021).
Bitki 1slahinin uzun tarihine bakildiginda bu amagla dort temel teknik kullanilmistir;
caprazlama, mutasyon 1slahi, transgenik 1slah ve genom diizenleme (Chen ve digerleri,
2019). Caprazlama 1slahinda, istenilen 6zelliklere sahip bitki genomlarinin ¢aprazlanarak

ozelliklerin bir genomda toplanmasi hedeflenmektedir ki bu yontem tarimsal {iretimi en
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cok arttiran yontemdir. Ancak ¢aprazlama ebeveyn hatlarin sahip oldugu o6zelliklerle
sinirli oldugundan 1slahgilara genis cesitlilikte bir genetik kaynak sunmamaktadir.
Mutasyon 1slahinda, kimyasal veya radyasyonla mutasyon indiiklenereck genom genelinde
rastgele mutasyonlarin olusturulmasi hedeflenmektedir. Fakat istenilen 6zellikleri tasiyan
bireylerin biiyiik bitki popiilasyonlarindan se¢imi olduk¢a zaman alic1 bir yontemdir.
Bitki 1slahinin doniim noktasi olan transgenik 1slahta ise iyilestirilmek istenilen 6zellige
ait gen bolgesi farkli organizmalardan tarim bitkilerine aktarilmaktadir. Yabanct DNA
fragmentinin rastgele bitki genomlarina entegre edilmesi sonucu elde edilen bitki,
genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) kapsamina girmektedirler ve bu bitkilerin
tretimleri siki devlet kontrolleri yapilarak engellenmektedir (Gao, 2021). Genom
diizenleme 1ile 1slahta genomdaki manipiilasyonlar niikleazlar araciligi ile

yapilmaktadirlar.

GDO, ilgili yasal diizenlemelerde en temel anlami ile genetik materyalin, dogada
kendiliginden meydana gelemeyecek bir sekilde degistirildigi organizmalar olarak
tanimlanmaktadir (Kuntz, 2020). Diinya genelinde GDOQ'lar iizerindeki mevcut
diizenlemeler, ya baglayici olmayan rehber nitelikteki uluslararasi diizenlemeler olarak
ya da baglayici hukuki diizenlemeler olarak ele alinmaktadirlar. Bunlar arasinda
Biyolojik Cesitlilik Uzerine Birlesmis Milletler Sozlesmesi ve Cartagena Biyogiivenlik
Protokolii, GDO'lar i¢in dilizenlenmis baslica uluslararasi metinlerdir. Genetigi
degistirilmis bitkiler, {ilkeler bazinda ilgili yasal diizenlemelerce prosediiriin tamamen
yasaklandigi veya son iriin Ozelliklerinin kontrol edildigi iki c¢ercevede
degerlendirilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Tarim Bakanligi, GDO’yu
belirli durumlarda geleneksel iiretimle esdeger olarak goérmektedir. Kanada yerel
diizenleme sistemine koydugu bilimsel kriterlere gore yetistiricilige izin vermektedir.
Arjantin, genetigi degistirilmis Uriinlerin onaylanmas1 icin islevsel bir diizenleme
mekanizmas1 kurmustur. Ancak Avrupa Birligi {ilkeleri, ABD, Brezilya, Kanada ve
Arjantin  gibi {ilkelerin aksine GDO irilinlerinin iretimini ve ticaretini
desteklememektedirler. Biyolojik Cesitlilik Uzerine Birlesmis Milletler S6zlesmesi ve
Cartagena Biyogiivenlik Protokolii, Tiirkiye tarafindan da taninmaktadir (Turkoglu
Coskun ve Olhan, 2022). Ulkemizde 5977 sayili Biyogiivenlik Kanunu ve Y énetmelikleri
2010 yilindan itibaren yiiriirliiktedir. Yonetmelige gore Tiirkiye’de GDO’lu bitki ve
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hayvan iiretimi yasaklanmistir. Su an i¢in 26 ¢esit misir ve 10 ¢esit soya fasiilyesinin

sadece yem amagli kullanimi izne tabiidir (Y1lmaz Cebi ve Olhan, 2019).

ISAAA (Uluslararas1 Tarimsal Uygulamal1 Biyoteknoloji Hizmetleri Ag1) verilerine gore
2019 yilinda, biyoteknolojik yontemler kullanilarak tiretilen GDO’lu bitkilerin ekim
alanlar1 diinya capinda 190,4 milyon hektardir. Bu alanlarin %56’s1 gelismekte olan
iilkeler, %46’s1 gelismis iilkeler tarafindan kullanilmaktadir. GDO’lu iiriinlerin en ¢ok
yetistirildigi ilk 5 tilke Amerika (71,5 milyon hektar), Brezilya (52,8 milyon hektar),
Arjantin (24 milyon hektar), Kanada (12,5 milyon hektar) ve Hindistan (11,9 milyon
hektar) olarak gosterilmektedir. Ayni yilin verilerine gore ekimi en ¢ok tercih edilen
GDO’lu tarim bitkileri %48,2 soya fasiilyesi, %32 musir, %13,5 pamuk, %5,3 kanola, %1
diger bitkilerdir. ISAAA 2023 Genetik Modifikasyon Onay Veritabani’na gore bu
bitkilerin gelistirilmesinde kullanilan yontemlerden bazilari arasinda; Agrobacterium
rhizogenes ve Agrobacterium tumefaciens-aracili aktarim, kimyasal olarak indiiklenmis
tohum mutasyonu, geleneksel 1slah ve transgenik bagisci/bagiscilar iceren capraz
melezleme ve secim, elektroporasyon, bitki hiicre ve dokularina mikropartikiil

bombardimani, mutasyon 1slahi, polen tiipii yolag: sayilabilmektedir.

GDO’lara kars1 gelistirilen olumsuz tutumlarin altinda GDO hakkinda edinilen yetersiz
bilgiler, yapilan arastirma-gelistirme c¢aligmalarina kars1 duyulan giivensizlik, risk-yarar
analizlerindeki eksiklikler ve etik bazi degerler yer almaktadir (Ishii ve Araki, 2016;
Zhang ve digerleri, 2018). Bu neden ile artan diinya niifusunun gida ihtiyacina cevap
verecek, insan saglig1 ve ¢evre giivenligi agisindan kamu onayini alabilecek, yeni nesil,
hizli ve giivenilir teknolojilerle gelistirilmis yeni varyetelere ihtiya¢ duyulmaktadir (Gao,
2015).

Son zamanlarda yasam bilimlerinde gelistirilen teknolojilere verilebilecek 6rneklerin
basinda genom diizenleme teknolojisi gelmektedir. Bu teknoloji, biyolojik olaylarin
kesiflerinde ve arastirmalarinda kullanilmaktadir (Vats ve digerleri, 2019). Genom
diizenleme teknolojisi aslinda ileri diizey molekiiler biyoloji tekniklerinin bir toplamidir.
Bu teknikler kullanilarak, genomik lokuslarda, etkili ve kararli modifikasyonlar
yapilabilmektedir. GDO’lu bitkilerin elde edildigi klasik genetik miihendisligi

uygulamalarinda istenilen 6zelliklere sahip bitki genomlarinin elde edilebilmesi igin
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transgenler kullanilmaktadir. Genom diizenleme teknolojisinde istenilen ozellikler,
genomda hedeflenen bolgede degisiklikler yapilarak ya da sadece birkag niikleotidin
degistirilmesi ile elde edilebilmektedir (Zhang ve digerleri, 2018). Yeni nesil bu teknoloji,
genomda hedeflenen bolgedeki degisiklikleri niikleazlar araciligi ile DNA’da kirik
meydana getirerek yapmaktadir. (Sun ve digerleri, 2016; Komor ve digerleri, 2017).
Temel olarak genom diizenleme teknolojisi ile hedeflenen gen bolgesinde calismanin
amacia gore diizenleme 4 farkli sekilde yapilabilmektedir. Bu diizenlemeler; genlerin
susturulmasi, silinmesi, eklenmesi ve de gen bolgesinde degisiklik meydana getirilmesi
olarak siralanmaktadirlar. Bolgede meydana gelen ekleme-cikarma ya da cergeve
kaymas1 mutasyonlari, anlamsiz mRNA transkriplerine neden olmaktadir. Bu durum gen
bolgesinin sessizlesmesi ile sonuglanmaktadir. Gen silmede kullanilan iki farkli niikleaz,
hedeflenen gen bolgesinin kodlama kisminda kiriga neden olmaktadir. Bu diizenleme gen
iriinli  olan proteinin sentezlenememesine neden olmaktadir. Gen bdlgesinin
diizenlenmesi ya da gen bolgesi ekleme calismalari, iki niikleaz tarafindan isaretlenmis
ve hiicre DNA’s1 ile homoloji gosteren tek ya da cift iplikli fragment tarafindan
yapilmaktadir. Hiicre onarim sirasinda fragmentin gosterdigi homoloji ile kirigi HDR
onarim mekanizmasi ile onarmakta ve hedeflenen gen bolgesinde istenilen diizenleme
yapilmis olmaktadir (Lino ve digerleri, 2018). Bu teknolojide dizi hedefli niikleazlarin
bitkisel dokulara aktarimi s6z konusudur. Baslica 3 cesit dizi spesifik niikleaz vardir;
cinko parmak niikleazlar (ZFN, zinc-finger nucleases), transkripsiyon efektdr benzeri
niikleazlar (TALEN, transcription activator-like effector nucleases) ve de CRISPR/Cas
sistemleri. 2002 yilinda kullanilmaya baslanan ilk niikleazlar ZFN’ lerdir. (Gao, 2015).
Cys2His2 c¢inko parmaklar, 6karyotlarda transkripsiyon faktorlerinde bulunan baslica
DNA baglayici motiflerdir. Bu proteinler bulundurduklari ¢oklu parmak yapilari
sayesinde DNA’ya baglanma saglayabilmektedirler (Wolfe ve digerleri 2000). FoklI
endoniikleazinin katalitik domaini ile fiizyon haline getirilmis ZF protein domaini,
DNA’nin hedeflenen bolgelerine baglanmaktadir ve hedeflenen bolgede kesik meydana
getirmektedir (Budhagatapalli ve digerleri, 2015). ZFN’ler tiim okaryotlarda ortak olarak
bulunmaktadirlar. Transkripsiyonel diizenleme ve protein-protein etkilesimlerinden
sorumludurlar. ZFN’lerin kesfinden 4 yi1l sonra DNA’ya baglanabilen yeni bir protein
kesfedilmistir. Bu protein bitkilerde patojen olarak bulunan Xanthomonas bakterisinde

bulunmaktadir (Zhang ve digerleri, 2013). Protein DNA’ya baglanacagi merkez etrafinda
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33-35 amino asitlik tekrar dizileri igermektedir. Her tekrarin 12 ya da 13. pozisyonunda
bulunan ve RVDs (Tekrarlanan Degisken Di-kalintilar) ile anilan ikili amino asit vasitasi
ile hedef DNA bolgesine baglanmaktadir. Protein, ZFN’ de oldugu gibi, Fokl
endoniikleazi ile birlestirilmis ve TALE niikleazlar1 yani TALEN’ler gelistirilmistir
(Christian ve digerleri, 2010). Iki yontemde oldukca yiiksek etkinlikle calismaktadir.
Ancak yeni hedefler icin protein ¢iftlerinin tasarimlari, bu yontemlerin kullanimlarini
oldukca kisitlamaktadir (Gao, 2015) ZFN’lerin aksine TALEN’lerin dizayni ¢ok daha
kolay ve daha az zaman alicidir (Cermak ve digerleri, 2011). ZFN’ler gibi hedef dis1
mutasyona da neden olmayan TALEN ayrica ¢ok daha az sitotiksiktir. TALEN’in
smirlayict yoni 3 kb olan boyutudur. ZFN’ler i¢in bu deger 1 kb’dir. Bu kadar biiyiik
boyutlu fragmentlerin transformasyonlari da olduk¢a giictiir. Bugiin DNA
manipiilasyonunda giivenle kullanilan ve en gelecek vaat eden teknoloji CRISPR
teknolojisidir. Bu teknolojinin kullanim1 bolgeye 6zgili niikleazlar i¢in protein tasarimi
gerektirmemektedir. Sadece kiigiik bir parca RNA sentezi yeterli olmaktadir. Bu da gen
diizenleme aracinin dizaynini ve de uygulanabilirligini ciddi oranda kolaylastirmaktadir
(Lino ve digerleri, 2018). Ozellikle de smf II CRISPR/Cas9 sistemlerinde genomda
hedeflenen bolgeye, hedefe spesifik bir rehber RNA aracili Cas9 endoniikleazi ile birlikte
oldukg¢a basarili bir sekilde miidahale edilmektedir. Bu teknoloji gilinlimiizde bir¢ok
kiiltiir bitkisi tizerinde basari ile kullanilmaktadir. Cizelge 2.2°de ayrintili belirtildigi gibi
her ii¢ teknoloji kullanilarak diizenleme yapilan 6zellikler arasinda; verimin arttirilmast,
gelistirilmis kuraklik toleransi, sinirli nutrient iceren topraklarda yetisen {iriin veriminin
arttirllmasi, bitki patojenlerine karsi tolerans gosterilebilmektedir (Zhang ve digerleri,

2018; Sant’ Ana ve digerleri, 2020).
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Cizelge 2.2. Genom diizenleme teknolojileri kullanilarak tarim bitkilerinde iyilestirilen
ozellikler (Zhang ve digerleri, 2018’den degistirilerek alinmistir)

Bitki adi  Genom Hedefgen  DNA Hedeflenen Referans
diizenleyici onarim ozellik
tipi
Misir ZFN ZmIPK1 HDR Misirda  fitik Shukla  ve
asit sentezinin digerleri,
azaltilmasi 2009
Misir ZFN ZmTLP HDR Agronomik Ainley ve
ozelliklerin digerleri,
arttirilmasi 2013
Patates TALEN Vinv NHEJ Indirgen seker Clasen ve
miktarinin digerleri,
azaltilmasi 2015
Domates  TALEN ANT1 HDR Antosiyanin Cermak ve
miktari digerleri,
arttirllmig mor 2015
domates
Patates CRISPR/Cas9 ALS HDR Herbisit Butler  ve
toleransi digerleri,
2016
Domates  CRISPR/Cas9 SIAGL6 NHEJ Partenokarpi Klap ve
digerleri,
2017

Gerek bilim gerekse kamu otoritelerince, genom diizenlenmesi yapilmis bitkilerde
yabanct DNA fragmentinin, bitki genomuna entegrasyonu istenmemektedir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi bitki 1slahinda oldukga yeni bir teknolojidir. Etkin ve kolay
kullanimi, genomda ¢oklu bolge hedefleyebilme secenegi gibi sahip oldugu avantajli
ozellikler nedeni ile CRISPR/Cas9 teknolojisi diger niikleazlarin kullanildig1 yontemlerin
Oniline gegmis bulunmaktadir. Bircok canli grubunda kullanilan bu yeni nesil genom
diizenleme teknolojisi olduk¢a fazla sayida bitki tiirlinde de kullanilmaktadir (Zhang ve
digerleri, 2018). Ozellikle Kkiiltiir bitkilerinin 1slahinda kullanilan CRISPR/Cas9
teknolojisinin, bitki genomuna yabanci DNA fragmenti girmeden uygulanmasi en ¢ok

caligilan konular arasindadir. Yabanct bir DNA fragmenti icermeyecek sekilde yapilan
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transformasyonlar i¢in birka¢ yontem bulunmaktadir. Bunlarin ilki riboniikleoprotein
(RNP) komplekslerinin hiicre i¢ine PEG-aracili ya da gen tabancasi araciligi ile
ulastirilmasidir. CRISPR/Cas9 bilesenlerini, riboniikleoprotein (RNP) kompleksi halinde
hiicre igerisine gondermek plazmit DNA’s1 kullanarak genomun hedeflenen bolgesinde
istenilen mutasyonu yapmanin alternatifidir ve bitki genomuna entegre olan fragment de
bulunmamaktadir (Andersson ve digerleri, 2018). Agrobacterium-aracili transformasyon
ile transgen igermeyen genomlarin elde edilmesi bir diger yontemdir. Bu yontemde
genom diizenlenmesi yapilmis bitkilerin T1 jenerasyonunda secilimi esastir ve Mendel’in
acilim yasasindan yararlanilarak yabanci fragment icermeyen genotipler se¢ilmektedirler

(Danilo ve digerleri, 2019).

Bugiin diinyamizda bir milyar insan yeterli beslenme olanaklarina ulasamamaktadir.
Halihazirda kullanilmakta olan arazilerde toprak ve su kaliteleri giderek kotiilesmekte,
biyolojik cesitlilik gitgide azalmakta ve degisen iklim kosullar kiiresel anlamda bir¢ok
belirsizligi beraberinde getirmektedir (Foley ve digerleri, 2011). Genom diizenleme
teknolojilerinin ziraat alaninda kullanimi ile verimi yiiksek, stress kosullarina dayanikli
ve besin degeri yiiksek bitki ¢esitlerinin hizli ve etkin bir sekilde 1slah edilmesi
miimkiindiir. Bu teknolojiler sayesinde giderek artan diinya niifusu i¢in yeterli besin

saglanabilecektir (Li ve digerleri, 2021).
2.3.6. CRISPR/Cas9 bilesenlerinin bitki dokularina transformasyonlari

Cas9 ve gRNA, uygun promotdrlerin kullanilmasi halinde herhangi bir vektor araciligt
ile bitki dokularina aktarilabilmektedir. Bitkinin rejeneratif dokularina transforme olmay1
basaran gRNA ve Cas9 enzimi, hedef bolgede Cas9 enziminin tanidigi PAM bolgesi de
var ise, her iki DNA ipliginin de kesilmesine neden olmaktadir. Tiim bu komponentlerin
sert bir yapi ile ¢evrilmis bitki hiicrelerine aktarimlari oldukg¢a zordur. Bitki hiicrelerinin
genetik transformasyonunda kullanilan baslica 3 esas yontem bulunmaktadir. Bu
yontemler; PEG-aracili protoplast aktarimi, (Sant’Ana ve digerleri, 2020), gen tabancasi
araciligi ile aktarim (Hamada ve digerleri, 2018) ve de Agrobacterium -aracili aktarimdir
(Zhang ve digerleri, 2020).
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PEG-aracil1 aktarim yonteminde polietilen glikol (PEG) kullanilmaktadir. Bu yontem
celtik, soya fasiilyesi gibi bitkilerde basar1 ile uygulanmistir. Bitki hiicre ¢eperlerinin
eleminasyonu sonucu olusan hiicrelere protoplast adi verilmektedir. Protoplast
siispansiyonu ile Cas9 ve gRNA’y1 i¢eren plazmit DNA’lar karistirilmaktadir. Daha sonra
protoplastlar, rejenere olabilecekleri uygun rejenerasyon ortamlarina alimmaktadirlar.
Kullanilan PEG sayesinde hiicre zarlarinin gegirgenlikleri artmakta ve plazmit

DNA’larmin hiicre i¢erisine alinmasi miimkiin olmaktadir (Liang ve digerleri, 2014).

Biyolistik yontem ilk defa sogan hiicre kiiltiirlerinin transformasyonlarinda kullanilmistir.
Bu yontemde ‘gen tabancasi’ adi verilen cihaz yardimi ile vektor ya da CRISPR/Cas9
riboniikleoproteinleri hiicrelere gonderilmektedirler (Williams ve digerleri, 1991; Hanson
ve digerleri, 2016; Sandhya ve digerleri, 2020). Yontemin basar1 ile uygulanmasinda;
helyum gazinin basinci, hedef uzakligi, partikiil boyutu, kullanilan eksplant tipi gibi
bilesenlerin optimizasyonu sarttir. Transforme oldugu varsayilan eksplantlar, seleksiyon
baskis1 altinda yetistirilmek iizere uygun rejenerasyon ortamlarina alinmaktadirlar

(Sandhya ve digerleri, 2020).

Agrobacterium -aracili transformasyon, transgenik bitkiler olusturmak i¢in rutin olarak
kullanilan yontemdir. CRISPR/Cas9 bilesenlerini bu yontem araciligi ile bitki genomuna
yerlestirmek tizere bircok vektor gelistirilmistir (Xing, 2014). Bu transformasyon

yontemine boliim 2.4.”de ayrintili olarak deginilmistir.

2.4. Bitkilerde Agrobacterium-aracili Gen Transferi
2.4.1. Agrobacterium biyolojisi

Agrobacterium, dikotiledon bitkilerin yaralanmis dokularindan sizarak tiimér olusumuna
neden olan gram negatif toprak bakterisidir (Mozo ve Hooykaas, 1992). Bu viriilent
bakteri, tag uru indiikleyici (Ti) ya da kok uru indiikleyici (Ri) olmak tizere iki farkl
plazmitten birini tasimaktadir. Ti plazmit tasiyan Agrobacterium tumefaciens, Ri
plazmitini tastyan tiirii ise Agrobacterium rhizogenes’dir. Her iki bakteri tiirii de bitkilere
gen aktarimi yapabilmektedir. Agrobacterium rhizogenes, Ri plazmitte tasidigi kok lokus

genleri (root locus; rol) sayesinde enfekte ettigi bitkilerde sagak kok olusumuna neden
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olmaktadir. Agrobacterium tumefaciens ise Ti plazmitinde tagidig1 tiimor indiikleyici gen
bolgeleri sayesinde, bitkilerin ta¢ bdlgelerinde ur olusumuna neden olmaktadir (Sekil

2.5).

T-DNA| Sqenem - —>

Bakterinin bitki
hiicrelerini enfekte etmesi ve

T-DNA nin bitki genomuna entegre
olmasi

Enfekte bitkide
tag uru yada
tiimoér olusumu

Sekil 2.5. Agrobacterium tarafindan enfekte edilen bitki (Kroemer, 2023’den
degistirilerek alinmistir)

Plazmit DNA’sinda transformasyon i¢in olduk¢a onemli birka¢ bolge bulunmaktadir.
DNA’nin bir kismi, timdr hiicrelerinde transkribe edilerek bitki biiyiime diizenleyicilerin
sentezinden sorumlu enzimleri kodlamaktadirlar (Wang ve digerleri, 1984; Douglas ve
digerleri, 1985; Tomilov ve digerleri, 2006). Plazmitte bulunan ve transformasyon
acisindan 6nemli olan bir diger bolge de 35 kilobaz (kb) biiytikliige sahip viriilans (vir)
bolgeleridir (Klee ve digerleri, 1983). vir genleri, Ti plazmitinin bitki doku hiicrelerine
transferinden sorumlu fonksiyonlarin kodlanmasinda gorevlidir ve timor hiicrelerinde
bulunmazlar. Bakteri hiicresinden bitki hiicrelerine DNA transfer yontemleri ¢cok agik
olarak bilinmesede bakteriyal tiimorijenez genetigi hakkinda birgcok mekanizma
aydinlatilmistir (Bundock ve digerleri, 1995). vir bolgesinde Ti ya da Ri plazmitinin
olmasma bagli olarak yaklagik 10 adet operon bulunmaktadir. Bu bolgeler 4 ana
fonksiyona hizmet etmektedir. Bu fonksiyonlarin ilki bitkilerde salinan fenolik
bilesiklerin algilanarak vir A, vir G gibi vir genlerinin ekspresyonlarinin indiiklenmesidir.
Bu iki vir bolgesi, yaralanmis bitkilerden salinan fenolik bilesiklere yanit olusturan iki
bilesenli bir sistemi olusturmaktadir. Agrobacterium, bitkide salinan fenolik bilesikler
sayesinde enfekte edebilecegi bir konak oldugunu anlamaktadir. Algilanan fenolik

bilesenler vir A bolgesini aktiflestirmektedir. vir A bolgesinin aktiflesmesi sonucu vir G
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bolgesi de aktiflestirilmektedir. Ko-indiikleyici olarak spesifik seker salinimlari
baslamaktadir. Salinan sekerler bakteriyal kromozomda kodlanan ChvE proteini
tarafindan taninmaktadir. Sekerlerin varliginda vir genlerinin ekspresyonlar1 oldukga
artmaktadir (Winans, 1991). ikinci ana fonksiyon T-DNA’nm hazirlanmasi ve bitki
hiicresinin igerisine gonderilmesidir. Bir helikaz (virD1) ve endoniikleaz (virD2), T-
DNA’nin yaklasik 25 bg¢ olan tekrarli sinir bolgelerine baglanarak, o bdlgelere ¢entik
atmaktadir. VirD2 proteini kesilmis bu tek iplikli DNA fragmentinin (T strand; T zinciri)
5" ucuna kovalent olarak baglanmaktadir. Hazirlanan T zinciri, protein esliginde, bakteri
hiicresinden bitki hiicre ¢ekirdegine gotiiriilmek iizere yola ¢ikartilmaktadir (Ward ve
Barnes, 1988). Ugiincii fonksiyon ise T-DNA ve Vir proteinlerinin virB operonu ve virD4
araciligi ile salinmasidir. Bu fonksiyon, bakterilerin konjugasyon makineleri olarak da
bilinen ‘Tip IV sekresyon sistemi’ya da ‘T4S’ olarak anilmaktadir. Bu sistem hem gram
negatif hem de gram pozitif bakterilerde hiicre zarflar1 igerisinde; translokasyon kanali,
ylizey filamenti ya da protein adezini olarak bulunmaktadir. Bu organeller DNA’nin ve
protein substratlarinin prokaryotik ve Okaryotik hedef hiicrelere tasinmasinda goérev
almaktadirlar. virB operonu, 11 gen bolgesi igermektedir ve vir proteinlerinin zar boyunca
gegisini kolaylastiracak porlarin olusumundan sorumludur (Christie ve digerleri, 2005).
Son fonksiyon ise, T-DNAnin sitoplazmadaki yolculugu, niikleusun hedeflenmesi, hedef
genoma integrasyonudur. Burada gorev alan vir bolgeleri; virD2, virD5, virE2, VirE3, ve
virF’dir. VirD2 ve VirE2’nin T-iplik¢iginin niikleusa transferinde gorev aldigi
diginiilmektedir.  VirE2, T-iplik¢iginin  bitki  hiicresinde degrede  olmasini
engellemektedir. VirF ise T-iplik¢iginin integrasyonu sirasinda iplik¢ige bagli olan
proteinlerin iplik¢ikten ayrilmasini saglamaktadir (Lee ve Gelvin, 2008).

Agrobacterium’da tiimor olusumundan sorumlu Ti plazmit ya da Ri plazmitlerinin
yaklasik %5’ini olusturan kiiciik bir parcast T-DNA (transfer DNA) ad1 ile anilmaktadir.
Bu boélge aktarim yapilan bitki kromozomlarina istikrarli bir sekilde entegre olabilmekte
ve de bitki genomunda aktif olarak transkribe edilmektedir (Braun ve Wood, 1962; Fraley
ve digerleri, 1983). Dogada T-DNA’da bulunan gen bolgelerin ifadesi bitki hiicrelerinde
fitohormonlarin asir1 olarak tiretilmesi ile sonuglanmaktadir (Sekil 2.6). Bu durumun
fenotipik ifadesi tiimdr yapisinin olusmasidir (Joos ve digerleri, 1983). Boylece

transforme bitki hiicreleri herhangi bir fitohormon igermeyen ortamda rahatlikla biiylime
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gosterebilmektedirler. Transforme hiicreler, bazal ortamda bulunan mineral tuzlarindan
ve siikrozdan ihtiya¢ duyduklar tiim biiyiime faktorlerini sentezleyebilmektedirler
(Braun ve Wood, 1962). Laboratuvar ortaminda yapilan manipiilasyonlar sonucu bu
bakterilerin bitkiler disindaki canli hiicrelere de aktarim yapabildigi belirtilmektedir.
Bundock ve digerleri (1995), yaptiklart calisma ile A. tumefaciens bakterisinin
Saccharomyces cerevisiae irklarina da T-DNA transferini basart ile yapabildigini
gostermislerdir. Ayrica Kunik ve digerleri (2001) Agrobacterium-araciligi ile HeLa
hiicrelerinin (Henrietta Lacks servikal habis tiimorii) de icinde oldugu birkag insan hiicre

tipinde transformasyonun basari ile gergeklestirildigini bildirmislerdir.

10

Bitki niikleu$

-
-
o
— |
4
o
3
T
1

S

|
opin ],;__llgilenilen

Y r I
3 {@ gen esinin
sitokinin gen bolgesi

" entegrasyonu

)

e

Sekil 2.6. Agrobacterium-aracili transformasyon (Science Learning Hub, 2023’den
degistirilerek alimmistir). A) Ti plazmit ve T-DNA yapisi B) T-DNA bdlgesine
yerlestirilen ilgili gen bdlgesinin, bakteri hiicresinden bitki hiicre niikleusuna
transformasyonu ve entegrasyonu

2.4.2. Agrobacterium-aracih transformasyon

Diinyada hizla degisen iklim kosullar1 ve stirekli artan niifus nedeni ile tarim triinlerinin
hizl1 bir sekilde istenilen 6zellikler agisindan 1slahina gerek duyulmaktadir. Bu amag ile
giiniimiizde in vitro biyoteknoloji uygulamalar1 kullanilmaktadir. Boylece nadir bulunan
kiymetli genotipler hizli bir sekilde cogaltilabilmekte, mikrogogaltim ydntemi ile
hastaliktan ari bitkiler elde edilebilmekte, bitki temelli metabolitler iiretilebilmekte ve gen
transformasyonu gibi ¢alismalar1 yapilabilmektedir (Hesami ve digerleri, 2020). Genetik
transformasyon, biyoteknojik uygulamalar arasinda bitkilerde istenilen Ozelliklere
ulagilarak verimliligin arttirilmasinda ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Transformasyon, konu

olarak bitki biyolojisi ve transgenik bitkiler i¢in dnemlidir. Ayrica bugiin bitkiler izerinde
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yapilan ¢aligsmalar ve 1slah programlarinin odak noktasi konumundadir. Agrobacterium-
aracili transformasyon, spesifik DNA fragmentlerinin bitki genomlarina aktarimlarinda
siklikla uygulanan yontemler arasindadir. Bu yontem araciligi ile istenilen gen bolgesinin
bitki genomuna aktarilmasi basit ve etkili bir sekilde yapilabilmektedir (Alimohammadi

ve Bagherieh-Najjar, 2009; Yun ve digerleri, 2019; Niedbata ve digerleri, 2021).

Yontemin uzun yillardir bitkilere basari ile uygulanmasi ile birlikte yeni nesil genom
diizenleme teknolojisi olan CRISPR/Cas9 sisteminin bilesenlerinden, Cas9 ve gRNA
bolgelerini  bitkilerde etkin bir sekilde eksprese edebilecek binary vektorler
gelistirilmistir. Diizenleme yapilan allellerin kalitimsal olarak nesiller aras1 aktarimlar1 da

saglanabilmektedir (Yun ve digerleri, 2019).

Ti plazmitinde bulunan T-DNA’nin bitki hiicrelerine entegrasyonu ile ilgili yapilan
calismalar sonucunda bugiin bu yontemin bitki transformasyonunda kullanilmasinin
temellerini atan 3 6nemli veri elde edilmistir. Bunlarin ilki Agrobacterium tarafindan
bitkilerde olusturulan tiimor dokusunun, T-DNA’nin bitki hiicrelerine entegrasyonu ve
T-DNA iizerindeki genlerin ekspresyonu sonucunda olusmasidir. Ikincisi, T-DNA
tizerinde bulunan genlerin bitki hiicrelerine transformasyon siirecinde eksprese
edilmemeleri, sadece bitki hiicrelerinde ekspresyonlarinin yapilmasidir. Son veri T-DNA
sinirlart arasinda kalan bolgenin bitki genomuna aktariminin yapilmasi seklindedir. Bu
veriler 1s1ginda ilk  vektor tasarimi  yapilmistir ve bakteri hatlar1  bitki
transformasyonlarinda  kullanilmaya baslanmistir (Zhang ve digerleri, 2020).
Agrobacterium -aracili aktarim yapilan ilk bitki tiitindiir (Herrera-Estrella, 1983, aktaran
Riva ve digerleri, 1998). Tiitiin bitkisi, bitkilerde gen transformasyon calismalart i¢in
model bitkidir. Bu bitkide optimize edilen transformasyon protokolii, aktarimin zor

oldugu diger bitki tiirleri agisindan fikir verici olmaktadir (Niedbala ve digerleri, 2021).

A. tumefaciens’de bulunan Ti plazmiti araciligi ile bitkilere genetik transformasyon
yapilabilmektedir. Bu konuda yeterli ¢aligma yapilmis olmasina ragmen aktarimlarda
problemler ile karsilagilabilmektedir (Fraley ve digerleri, 1983). Ti plazmiti aracilig ile
yapilan aktarimlardan sonra bitki dokularindan tam bir bitki olusumu
gerceklesmemektedir. Bunun nedeni Ti plazmitinin hiicrelerde fitohormon iiretimlerini

cok arttirmasidir. Ancak T-DNA’da bulunan fitohormon genleri inaktiflestirilir, silinirek
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viriilanslar azaltilir veya aktarimda Ri plazmiti kullanilirsa transforme dokulardan tam
bitki rejenerasyonu gergeklesebilmektedir. Bu gibi durumlarda bile gelisen bitkiler,
morfolojik anormallikler ve bazi tiimor 6zellikleri gosterebilmektedirler (An ve digerleri,
1985; Fraley ve digerleri, 1983). Bu plazmitlerin aktarimlarda kullanilmasinin bir diger
dezavantaji ise plazmitte bulunan gen bolgelerinin yetersiz ekspresyonlaridir. Yapilan
caligmalarda bu durum, bitki RNA polimerazlarinin bakteri, mantar ya da memeli
hiicrelerinden gelmis olabilecek heterelog genleri tanimiyor olmasi ya da normal sartlarda
bitki dokularinda yliksek regiilasyona sahip gen bdlgelerinin tiimor hiicrelerinde
sentezlenememesi olarak acgiklanmaktadir (Fraley ve digerleri, 1983). Ti plazmitinin
neden oldugu bu sorunlar disinda 200 kb¢’lik boyutu da in vitro da rekombinant DNA
manipiilasyonlarin1 zorlastirmaktadir. Bu nedenler ile bitki hiicrelerine transformasyon
basarisin1 arttirmak ve aktarimi1 yapilan genlerin ifadesini saglamak i¢in bitki
transformasyon vektorleri ve metodolojileri gelistirilmistir. Tlk gelistirilen vektorler Ti
plazmit tabanli vektorlerdir. Bu vektorler gelistirilirken Agrobacterium’un yiiksek
transformasyon basaris1 ve kararli genom entegrasyonu baz alinmistir ve bu vektor
sistemleri bitki transformasyonunda halen en etkili sistemlerdir. Bir baska vektor ¢esidi
de vir genlerini igeren binary vektorlerdir. Ayrica bu vektorlerde matris baglama bolgeleri
(MAS), marker ve reporter gen bolgelerine eklenmis intronlar da bulunmaktadir (An ve

digerleri, 1985; Veluthambi ve digerleri, 2003).

Bitki transformasyonu i¢in tasarlanmis vektorlerde kullanilan birkag markor gen bolgesi
vardir. Vektorler segilirken kullanilan markdrlarin belirlenmesinde gz 6niinde tutulmasi
gereken bazi kriterler bulunmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi markdriin bitki hiicrelerini
inhibe edebilir olmasidir. Ancak bitki hiicrelerini inhibe edebilen her ajanin bu amagla
kullanim1 uygun olmayabilmektedir. Bazen markor se¢ciminin dogru olmasi da aktarim
yapilmis hiicreleri se¢cmeye yetmemektedir. Transformasyon sirasinda &len bazi
hiicrelerden fenol gibi toksik bilesikler sentezlenmektedir. Transformasyonu basarili
olmayan ve 6len bu hiicrelerden sizan fenolik bilesikler, transforme komsu hiicreler i¢in
toksik etki yapmaktadirlar. Bu durumda aktarim yapilan hiicreler tolerans gelistirmis
olsalar bile bu toksik etkiye kars1 koyamamaktadirlar. Bu neden ile se¢ilen markor,
aktarim yapilmayan hiicrelerin gelismesini durdurup yavagsca Oldiirebilme 6zelligine

sahip olmalidir (Klee ve digerleri, 1987). Bakterilerde bulunan Tn5 transpozonu,
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Kanamisin ve Neomisin i¢in direng saglayan neo (neomisin direng geni, nptll) adinda bir
gen bolgesi bulundurmaktadir. Tn5 transpozon bolgesinden izole edilen bu gen bolgesi
prokaryotlarda ve okaryotlarda kullanilmak igin tasarlanan vektorlerde markor olarak
kullanilmaktadir (Beck ve digerleri, 1982). Ancak Kanamisin toleransi bazi bitkilerde
calismamaktadir, bunun en bilinen 6rnegi Arabidopsis thaliana var. Columbia’dir. Bu
durum Kanamisinin yeterli toksisiteyi saglayamamasi ya da enzimin transforme
hiicrelerde segici 6zelligi gosterememesinden kaynaklanabilmektedir. Kanamisin
toleransi, petunya, marul, domates, tiitiin, kereviz, aycicegi, pamuk gibi bitkilerde
transforme hiicrelerin birincil se¢iliminde basar1 ile uygulanmaktadir (Klee ve digerleri,
1987). Havug bitkisinde de Kanamisin toleransi transforme hiicrelerin ilk basamak
seciminde kullanilmaktadir. Pawlicki ve digerleri (1992) havug bitki eksplantlarinin
Kanamisin hassasiyeti iizerine yaptiklari ¢alismada 10-25 mg/L Kanamisinin somatik
eksplant gelisimini ¢ok az inhibe ettigini, 50 mg/L Kanamisinin eksplant gelisimini %42
oraninda azalttigini, 100 mg/L ve {izeri dozlarin eksplant gelisimini tamamen inhibe

ettigini bildirmislerdir.

Agrobacterium-aracili transformasyonda tek hiicreye aktarim esastir. Bu tek hiicre
geliserek biitiin bir bitkiyi vermektedir. Boylece dogrudan aktarim yontemlerinde ortaya
¢ikan mozaik yapil bitkiler bu aktarim yonteminde olusmamaktadir (Riva ve digerleri,
1998). Arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilan bu aktarim ydnteminin en biiyiik
zorlugu diisiik transformasyon etkinligine sahip olmasidir. Transformasyon yonteminde
kullanilan genetik ve c¢evresel bilesenlerin modifiye edilmesi ile sistemin daha
anlasilabilir olacag1 ve de transformasyon etkinliginin arttirilabilecegi diigiiniilmektedir
(Alimohammadi ve Bagherieh-Najjar, 2009). Transformasyon basarisin1 etkileyen
etmenler arasinda; kullanilan Agrobacterium irki, bakteri hiicrelerinin yogunlugu,
eksplantlar ile bakteri hiicrelerinin muamele stireleri, bakterilerin bitki doku
hiicrelerinden eleminasyonu sirasinda kullanilan antibiyotigin tiirii ve konsantrasyonu,
enfekte dokularin se¢iminde uygulanan antibiyotigin tiirli ve konsantrasyonu,
asetosiringon miktari, ko-kiiltivasyon siiresi, ortamlarin pH ve sicakliklari, eksplantlarin
yaralanma metotlar1 sayilabilmektedir. Her calisma ig¢in bu etmenlerin her birinin
optimize edilmesi gerektigi goz onlinde bulundurulmalidir (Liu ve digerleri, 2020). Bu

faktorler dnem sirasina gére 4 gruba ayrilabilmektedirler. Ilk sirada bakteri yogunlugu,
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kullanilan bakteri irk1 ve bakterilerin bitki dokularindan eleminasyonunda kullanilan
antibiyotik gelmektedir. ikinci sirada eksplant tipi, yasi, bakteri ile muamele siiresi ve
yaralama yontemleri yer almaktadir. Ucgiincii etmen bitki dokularmi se¢mek icin
kullanilan antibiyotikler olurken doérdiincii sirada sicaklik, pH, siire gibi ko-kiiltiivasyon
parametreleri bulunmaktadir. Ayrica bitkiye aktarimi yapilan plazmitin bitki dokularinda
ekspresyonunun iyi olmasi da transformasyon basarisim1 etkileyen Onemli

etmenlerdendir. (Niedbala ve digerleri, 2021).
2.5. Sitidin Baz Editorleri

Mutajenezis, gen fonksiyon analizlerinde ve yeni bitki varyetelerinin elde edilmesinde
siklikla kullanilan bir aragtir. Bugiin kimyasal, fiziksel bir¢ok mutajenik teknik
kullanilarak mutasyonlar olusturulabilmektedir. Ayn1 zamanda CRISPR/Cas9 tabanl
sistemler gibi modern genom diizenleme yontemleri de bu amagla kullanilmaktadir
(Szurman-Zubrzycka ve digerleri, 2018). CRISPR/Cas9 sisteminin genom diizenleme
icin uyarlanmis olmasi hedeflenmis mutajenezisin doniim noktasidir (Jinek ve digerleri,
2012). RNA tarafindan rehberlik edilen endoniikleazlarin bir olumsuz yonii, genomda
rastgele indel (insertion-deletion; ekleme-gikarma) mutasyonlarinin olusmasina neden
olmasidir. Bu nedenle hedeflenen genom bélgesinde baz degisimleri yapabilen yeni
yontemler gelistirilmistir. Ilk kez memeli hiicrelerinde ¢alisilan baz diizenleme teknigi,
DNA zincir kirigi ve kalip gerektirmeden hedef bazin digerine geri doniisiimsiiz olarak
dontistiiriilmesini saglamaktadir (Lu ve Zhu, 2017). Bu degisim, fare sitidin deaminaz
enzimi olan APOBECL1 (apolipoprotein B mRNA diizenleme enzimi katalitik, polipeptit-
benzeri 1) aktivitesine dayanmaktadir. APOBECI1 enzimi dCas9 enzimi ile kompleks
haline getirilmistir. gRNA esliginde hedef genom bélgesine giden komplekste bulunan
enzim, Cas9 vasitasi ile tek zincir haline getirilen DNA zincirinin L-loop boélgesine
baglanmaktadir ve sitozinden amino grubunu ¢ikararak sitozin (S) bazinin urasil (U)
bazina doniismesine neden olmaktadir (Komor ve digerleri, 2016). Bu enzimler, sitozin
baz editorleri (CBE) olarak adlandirilmaktadir ve 1. nesil CBE (BEI)’lerdir.
Etkinliklerinin arttirilmasi i¢in CBE’ler iizerinde yapilan ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. 2.
nesil CBE (BE2)’lere PBS (Flavobacterium okeanense) fajindan izole edilen UGI (urasil
DNA glikozilaz inhibitorii) bolgesi eklenmistir. UGI, urasil DNA glikozilazin aktivitesini

inhibe ederek diizenleme siirecini optimize etmektedir. Bu nedenle BE2, BE1’e gore 3
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kat yiiksek etkinlikte diizenleme yapabilmektedir. 3. nesil olan BE3’de ise BE2’nin
baglandigr dCas9 proteininin yerini nCas9 proteini almig bulunmaktadir. nCas9,
diizenlenmemis DNA sarmalinda bir bosluk olusturmaktadir. Bu durum baz eslesme
onariminin uyarilmasimma neden olarak sarmalda gerekli diizenlemelerin yapilmasina
yardimer olmaktadir. Yapilan bu diizenlemeler verimliligi artirarak istenilen genetik
degisikliklerin daha etkili bir sekilde yapilmasini saglamaktadir. Gelistirilen tiim yeni
nesil CBE’lerin temelinde urasil, timinin baz esleme 6zelligine sahip olmas1 yatmaktadir.
Replikasyon veya DNA onarim siirecinde urasil bazi, timin bazi ile degistirilmektedir.
Sonug olarak DNA zincirinde bulunan C/G baz ¢ifti T/A olarak degistirilmis olmaktadir.
Bu yontem basari ile bitki genomlarina uygulanmaktadir (Li ve digerleri, 2023).

2.6. Literatiirde CRISPR/Cas9 ve Sitidin Baz Editoriiniin Bitki Islahinda Kullanimi

Literatiirde CRISPR/Cas9 sisteminin bitkiler iizerindeki ilk uygulamasi Li ve digerleri
(2013) tarafindan yapilmistir. Yapilan ¢alismanin amaci, model bitkilerden Arabidopsis
thaliana genomunda sgRNA:Cas9 tabanli genom diizenleme teknolojisinin
uygunlugunun ve etkinliginin belirlenmesidir. Calismada, kodon optimizasyonu yapilmis
SpCas9 (pcoCas9)’un ve genomda bulunan PDS3 (phytoene desaturase) gen bolgesini
hedefleyen sgRNA Arabidopsis thaliana’nin mezofil protoplastlarina aktarilarak hedef
bolgenin ifade diizeylerine bakilmistir. pcoCas9 i¢in 35SPPDK promotorii kullanilirken
sgRNA icin Arabidopsis U6 polimeraz I1I promotorii kullanilmistir. Belirtilen sonuglara
gore pcoCas9 Arabidopsis protoplastlarinda, ayni ekspresyon vektorii ile aktarim yapilan
insana ait PGP1 iPS (pluripotent kok hiicreler) hiicrelerine oranla (Mali ve digerleri,
2013) cok daha yiiksek seviyelerde ifade olmustur. Arabidopsis protoplastlarindaki
sgRNA:pcoCas9 sisteminin mutajenez verimliliginin belirlenmesi i¢in transformasyon
yapilan protoplastlardan elde edilen toplam genomik DNA (gDNA) Sanger Sekanslama
yontemiyle analiz edilmistir. Ko-transfeksiyonda sgRNA:pcoCas9 oraninin 1:1 oldugu
protoplast orneklerinden elde edilen AtPDS3 hedefli, rastgele 180 amplikonda yapilan
sekans sonucuna gére mutasyon orant % 5,6 olarak belirlenmistir. Ko- transfeksiyonda
sgRNA:pcoCas9 oraninin 1:19 olarak uygulandigi protoplast drneklerinden elde edilen
93 amplikonda ise mutasyon saptanmamistir. Bu 6rneklerde sadece pcoCas9’un ifade
oldugu belirtilmistir. Ayn1 analizler ikinci hedef gen bolgesi olan AtFLS2 (flagellin

sensitive 2) i¢in yapildiginda benzer sonuglar elde edilmistir. Ko-transfeksiyon sirasinda
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sgRNA:pcoCas9 oraninin 1:1 oldugu 6rneklerden elde edilen amplikonlardaki mutasyon
orani % 1,1 olarak belirlenmistir. Sonuglar ¢alisma grubu tarafindan, bitki hiicrelerinde,
insan hiicrelerinde oldugu gibi, optimal hedefleme ve mutajenez i¢in sgRNA ifadesinin

sinirlayici faktor oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Jiang ve digerleri (2013) tip Il CRISPR/Cas9 teknolojisini dikotiledon bitkilerden
Arabidopsis ve tiitiin, monokotil bitkilerden ise ¢eltik bitkisine uygulamislardir. Cas9,
gRNA ve fonksiyonu olmayan mutant yesil floresan proteinlerini (GFP) kodlayan gen
bolgeleri, Arabidopsis ve tiitiin bitkilerine Agrobacterium-aracili transformasyon
yontemi ile aktarilmistir. Arabidopsis ve tiitlin bitkilerinde, fonksiyonel olmayan mutant
GFP’nin 5° kodlama bolgesi hedeflenmistir. Hedef bolgede CRISPR/Cas9 sistemi aracili
olusturulan mutasyon sonucu fonksiyonel GFP genleri elde edilmistir. CRISPR/Cas9
araciligi ile olusturulan mutasyon, bolgenin sekanslanmasi ile de dogrulanmistir. Celtik
bitkisinde OsSWEET14 ve OsSWEET11 gen bolgeleri, bitkilerin bakteriyel yanikliga
duyarli olmasindan sorumlu olarak goriilmektedir. Bu bdlgelerin promotér bolgelerindeki
mutasyon CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak basari ile olusturulmus ve hedef

bolgedeki mutasyonlar sekans analizi ile dogrulanmstir.

Upadhyay ve digerleri 2013 yilinda CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisini
oldukg¢a biiyiik ve karmasik bir genoma sahip olan bugday bitkisine uygulamislardir.
Siispansiyon hiicre kiiltiirii kullanilan ¢alismada bugday genomunda bulunan inositol
oksijenaz (inox), fitoenden desaturaz (pds) ve Nicotiana benthamiana bitki genomundaki
pds gen bolgeleri hedeflenmistir. Tekli ve g¢oklu bolgeleri hedefleyen kimerik rehber
RNA'larin (cgRNA) ifadesi, tiim test edilen 6rneklerde indel mutasyonlarina yol agmuistir.
Ancak sadece Cas9’un veya gRNA'nin ifadesi herhangi bir mutasyona neden olmamuistir.
Ayn1 gende iki farkli bolgeyi hedefleyen Cas9 ile ¢ift cgRNA'nin ifadesi, hedeflenen
diziler arasindaki DNA parcasinin silinmesine yol agmistir. Coklu cgRNA kullanimi ile
birden fazla genom bolgesinin hedeflenmesi miimkiindiir. cgRNA'nin hedef bolgeye olan
spesifikligi analiz edildiginde, cgRNA'nin hedef bolgenin 3’ ucu ile olusturdugu yanlis
eslesmeler DNA ipliginin kesilmesini tamamen engellerken 5° ucundaki yanlis
eslesmeler azda olsa DNA kiriklari ile sonuglanmistir. Bu sonuglar genomda calisilmak

istenilen bolgenin 3’ ucundaki dogru dizilerin belirlenip hedeflenmesi ile in vivo da
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istenmeyen mutasyonlar azaltilabilecegini gostermektedir. Caligsma ekibi bu yaklagimin

bitki genom miihendisligi i¢in gii¢lii bir yontem olabilecegini 6ne siirmektedir.

Celtik tanesinde bulunan yiiksek protein miktari tat ve pisirme kalitesinin diismesine yol
acmaktadir. Tanedeki protein miktarini diisiirebilmek amaci ile amino asit tastyicilari
(AAP) hedeflenmistir. Amino asitler, protein sentezinde kullanilan substratlardir. Tagima
sisteminde yer alan genlerin ifade diizeyleri, amino asitlerin taginma verimliligini gii¢lii
bir sekilde etkilemektedir. Bu diisiinceden hareketle Wang ve digerleri (2020) tarafindan
CRISPR/Cas9 teknigi, 4 farkli geltik ¢esidinde, amino asit tasinmasindan sorumlu olan 2
gen bolgesini (OSAAP6 ve OsAAP10) hedef alarak, bu genlerin susturulmasi igin
kullanilmistir. Gen bolgelerinin 1. ekzonunda olusan indel sonucu cerceve kaymasi
mutasyonu meydana gelmis ve gen bolgesi susturulmustur. Mutasyon verimliligi To
jenerasyonunda genetik yapiya bagli olarak degismistir ve T1 jenerasyonunda yiiksek
protein igerigi 6nemli dl¢lide azalmistir. Bu sonucun ¢eltik tanelerinde bulunan gluten
iceriginin azalmasi ile elde edildigi diisiiniilmektedir. Ayrica bazi OSAAp6 ve tiim
OsAAp10 mutasyonlarinda amiloz icerigi de dnemli 6lgiide azalmistir. Calisma ekibi,
celtikte CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak OsAAP6 ve OsAAP10 gen golgelerinden
Ozellikle de OsAAP1Q0'un hedeflenmesi ile tanedeki yiiksek protein miktarinin
diisiiriilebilecegini ve pisme kalitesinin artacagini bildirmislerdir. Bu yontem, ¢aligmay1
yapan grup tarafindan, istenilen kaliteye sahip celtik g¢esitlerinin yetistirilebilmesi i¢in

yeni bir strateji olarak sunulmaktadir.

Lu ve Zhu (2017) yaptiklar1 calismada sentezlenen APOBEC1 enzimini 16 aminoasitten
olusan baglayic1 ara fragment vasitasi ile Cas9 (D10A) enziminin N terminaline
baglamislardir. Niiklear lokalizasyon siyalini de Cas9 (D10A) enziminin C terminaline
baglamislardir. Bu calismada nCas9 (Cas9 (D10A)) enziminin kullanilmasinin amaci,
yart aktif olan nCas9 enziminin diizenleme yapilmayan DNA ipliginde onarimi uyararak
bu iplikteki U-G uyusmazlhigimi ortadan kaldirmasi ve bazlarin U:A ya da T:A
doniisiimiine tesvikin arttirilmasidir. Calismanin yapildigi geltik bitkisinde (Oryza sativa)
bu kompleks kullanilarak C bazinin T bazina doniisiim yiizdesinin 1,4’den 11,5’e
cikarildigr bildirilmigtir. Ayni1 yi1l nCas9-PBE (bitki baz editori)) ve dCas9-PBE
flizyonlar1 Zong ve digerleri (2017) tarafindan tahil bitkilerinde (geltik, misir, bugday)
calisilmistir. Fiizyon proteinleri tahil bitkileri i¢in optimize edilerek Ubiquitin-1 (Ubi-1)
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promotorii kullanilmigtir. Calismada BFP (mavi floresan proteini) proteinini kodlayan
gen bolgesi hedeflenmistir. Hedeflenen bolgede 66. kodonda meydana gelen mutasyon
sonucunda histidin (CAC) amino asidi ile tirozin (TAC) amino asidi yer degistirmektedir.
Bu degisim BFP’nin GFP’ye doniisiimiine neden olmaktadir. Celtik, bugday ve misir
bitkilerinin tiimiinde 3, 6 ve 9. pozisyonlarda sitozin bazi doniisiimleri gézlemlenmistir.
Mutasyon oranlart sirasi ile %2,48-3,92, %5,86-8,75 ve %6,47-7,86 araliklarinda elde

edilmistir.

Tian ve digerleri (2018) karpuz bitkisinde, bitkilerde valin, 16sin, izoldsin sentezinden
sorumlu, asetolaktat sentaz (ALS) gen bélgesini hedef alarak CRISPR/Cas9 teknigini
uygulamiglardir. ALS geninin korunmus boélgelerinde olusan tek nokta mutasyonlari
herbisitlere yiiksek seviyede tolerans saglayabilmektedir. Bu nedenle bu bolge ¢alismada
hedef olarak belirlenmistir. Sonuglara gére Pro 190 kodonundaki her iki sitozinin en az
biri timin bazina doniligmiistiir. Doniisiim orani To jenerasyonu i¢in %23 diir. Mutasyonu
tastyan genotipler, tribenuron etken maddeli herbisit uygulamalarinin yapildigi arazilerde
yetistirilebilme potansiyeline sahiptirler. Calisma ekibi, CRISPR/Cas9 aracili baz
diizenleme sisteminin, karpuz genomunda ¢esitli varyetelerin elde edilmesinde oldukca

giiclii bir ara¢ oldugunu bildirmislerdir.

Hunziker ve digerleri (2020) yaptiklar1 arastirmada, domates bitkisinde karotenoid
birikimi ile iligkili coklu gen bolgesine yonelik CRISPR/Cas9 ile birlestirilmis Target-
AID (hedef-aktivasyon indiiklenmig) baz diizenleme teknolojisi kullanilmigtir.
Karotenoid birikimindeki rolleri nedeniyle SIDDB1(UV hasarina ézgii DNA baglay:ci),
SIDET1 (deetiolasyonl) ve SICYC-B (likopen beta siklaz-B) gen bolgeleri hedeflenmistir.
Bu gen bolgeleri domateste 6zellikle likopen birikiminden sorumludurlar. Bu amag ile
her 3 bolgeyi de hedefleyen 3 adet gRNA ve nCas9-CDA-UGI (Urasil-DNA glikozilaz
inhibitdrii) protein kompleksini iceren plazmit kullanilmistir. 12 transforme To hatti
icerisinden, hedeflenen genlerin her birinde baz degisimi olan 10 adet To hatt1 elde
edilmistir. Diger iki hattin karotenoid birikimlerinde 6nemli dlgiide degisiklikler oldugu
belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglar esiginde arastirmacilar, Target-AlD teknolojisinin

coklu gen hedeflerinde uygulanabilecek etkili bir ara¢ oldugunu 6ne siirmektedirler.
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Parsa ve digerleri (2023) genetik aktarimlarda zorlu genoma sahip olan kavun bitkisinde
transformasyon agamalarindaki anahtar parametrelerin optimize edilmesi odakli ¢caligma
yapmislardir. Bu amag ile eksptlanlarin hem ko-kiiltiivasyon hem de infiltrasyon
(daldirma) yontemlerine verdikleri cevaplar belirlenmeye calisiimistir. CRISPR/Cas9
kompleksinin sitidin deaminaz ile olusturdugu fiizyonun kullanildig: ¢alismada, hedef
bolgesi elF4E (6karyotik translasyon baslatma faktorii 4F) olarak secilmistir. Kavun
bitkisinde Potyviridae viriislerine karsi tolerans, istenilen bir agronomik 6zelliktir. Bu
tolerans elF4E genindeki mutasyonlar ile saglanabilmektedir. Ciinkii Poty viriislerinin
viral protein genomu (VPg) ile bitkide bulunan eIF4E bdlgesinin interaksiyonu viriis
siklusunun devamlilig1 agisindan oldukga 6nemlidir. Elde edilen sonuglara gére 20 dakika
boyunca OD600’daki hiicre yogunlugu 0,4 olan Agrobacterium soliisyonuna daldirilan
eksplantlarda daha stabil genetik doniigiim elde edilmistir. Uzun siirelerde ve daha yogun
Agrobacterium tumefaciens hiicrelerinin bulundugu soliisyona daldirilan eksplantlarda
transformasyon etkinligi diigmiistiir. Bu sonug bitkide devreye giren savunma sistemi
olarak yorumlanabilmektedir. Bunun yan1 sira uzun siireli inokiilasyonlarda kullanilan
secici gen bolgesinin ekspresyonu artarken transforme eksplantlarin rejenerasyon ve
hayatta kalma siirelerinin azaldig1 belirtilmistir. Kullanilan 3 farkli ¢esit kavun
genomunda sitidin baz editoriiniin yaptig1 diizenleme gercevesi PAM sekansini takiben
10. ve 17. niikleotidler arasinda gozlemlenmistir. Sekans analizi sonuglarina gore genetik
transformasyonun yapildig1 {i¢ kavun ¢esidinin To jenerasyonunda genom diizenleme
sikligr %20 ila %40 arasinda degismektedir. Calisma ekibi, optimize edilen genetik
transformasyon protokoliiniin, CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme teknolojisinin
hizlandirilmis kavun 1slahinda ve arttirilmis viriis toleransina sahip genotiplerin eldesinde

onemli bir arag olabilecegini belirtmektedir.

Bir diger calismada, domates ve patates bitkilerinde ALS gen bolgesini hedeflemislerdir.
Model organizmalardan biri olan Arabidopsisin, ALS bolgesinde 197. siradaki amino asit
olan Prolini kodlayan bolgede meydana gelen mutasyonlar sonucu bitkinin, klorsiilforona
dayanim sagladigi Dbelirtilmektedir. Calismada Agrobacterium aracili  aktarim
gergeklestirilmis ve domateste baz degisim oran1 %71 in iizerinde saptanmigtir. Ayrica
klorstilforona direng gosteren bitkilerin ilk jenerasyonlarinin %12,9’unun transgenik

olmadig belirtilmistir. Patateste ise bu direnci gosteren ve transgenik olmayan bitkilerin
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orani %10 olarak belirtilmistir (Veillet ve digerleri, 2019). Cas9 enzimi ile birlestirilen
sitidin deaminaz enziminin hedef bdlgede yaptigr degisimin bitkilerde klorsiilforona
direng gostermesinin yani sira transgenik olmayan bitkilerin elde edilebiliyor olmasi

olduk¢a 6nemlidir.

Veillet ve digerleri (2020) yaptiklar1 ¢alismada Staphylococcus aureus (SaCas9) tabanl
CRISPR/Cas9 sistemini kullanmislardir. Bu sistem kullanilarak tetraploid patates
(Solanum tuberosum) genomunda g¢ergeve kaydirma mutasyonlarinin indiiklenmesini
hedeflenmislerdir. Ayrica patateste S. aureus-sitozin bazi diizenleyici kullanilarak
diizenleyici elementlerde mutasyonlar hedeflenmistir. Hedeflenen gen bolgesi bitkilere
mildiyo toleransi saglayan StDMR6-1 (Downy Mildiyé direnci 6)’ dir. CRISPR/Cas9
kompleksini igeren plazmitin bitki hiicrelerine aktariminda Agrobacterium-aracili
transformasyon yontemi kullanilmistir. CRISPR/SanCas9 sitidin baz editorii patates
bitkisinde PAM sekansindan (5’-NNGGAT-3) itibaren olduk¢a uzak konumunda sitozin
bazinda dontisiimii saglamistir. Calisma ekibi, bu uygulamanin dikotiledonlardaki ilk
calisma oldugunu belirtmektedirler. CRISPR/SanCas9 sitidin baz editorii (18-24 bg),
Streptococcus pyogenes tabanlit CRISPR/Cas9 sitidin baz editoriine (yaklasik 20 bg) gore
hedef genom bdlgesinde daha uzun hibrit olusturma imkanina sahiptir. Bu durum, aralik

dizisindeki uzak konumlu niikleotidlerin hedeflenebilmesi agisindan avantajlidir.

Havug bitkisi, in vitro hiicre ve doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan model
organizmalardan birisidir. Yeni havug ¢esitlerinin gelistirilmesi, {iretici, endiistri ve
tiiketici talepleri dogrultusunda olmaktadir. Ileri biyoteknolojik yontemler kullanilarak
havu¢ genomunda yapilan iyilestirmeler, arastirmacilar i¢in ilgi ¢ekici ve ylksek
potansiyele sahip olarak goriilmektedir. Ozellikle yatay gen transferinin kesfinden sonra
1980’lerden itibaren havucta hiicre g¢ogaltim teknikleri, mikrogogaltim ve somatik
emriyogenez i¢in protokoller olusturulmaya baslanmistir. Young ve digerleri (2001)
havug bitkisini, Agrobacterium rhizogenes araciligi ile yaptiklari gen transferi sonrasinda
sacak kok olusum mekanizmasiin aydinlatilmasinda, heterolog gen ve promotor
islevlerinin ortaya ¢ikarilmast i¢in model organizma olarak kullanmiglardir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi, transgenik teknolojiler, RNAi (RNA interferans), bolgeye 6zel
rekombinasyon gibi genetik miihendislige 6zel teknolojilerin havu¢ genomu ig¢in

optimizasyonu ile havugta besin degerlerinin arttirilmasi, abiyotik etmenlere dayaniklilik,
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patojenlere karst dayanimin arttirilmasi alanlarinda birgok ¢alismalar yapilmaya
baslanilmistir. Su ana kadar genetigi degistirilmis havuclarin ticarilestirilmesi i¢in 6n
arazi denemelerine iliskin kayit bulunmamaktadir. (Baranski ve Lukasiewicz, 2019).
Genetigi degistirilmis havug hiicreleri tarafindan biyoreaktorlerde tiretilen rekombinant
bir protein, 2012 yilinda Gaucher hastaliginin tedavisi icin onaylanmis ve
ticarilestirilmistir. Sentezlenen bu protein, havugta genetik transformasyon ¢alismalarinin
sonucu insanlarda kullanilan ilk iiriindiir. Farkli rekombinant proteinler i¢in yapilan klinik

denemeler devam etmektedir (Klimek-Chodacka ve digerleri, 2019a).

Xu ve digerleri (2019)’ne gére CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisi havucun da
dahil oldugu bir¢ok bitki tiiriine uygulanmistir ancak simdiye kadar havug bitkisinde
kalic1 ve devamli sonuclar elde edilememistir. Bu amag ile turuncu ve mor havug
tirlerinde klorofil biyosentezinde rol oynayan PDS (fiton desatiiraz) enzimini kodlayan
gen bolgesi ve antosiyanin biyosentezinden sorumlu olan DcMYB113 gen bolgesi
hedeflenmistir. PDS gen bdlgesinin ilk dort ekzonunu hedefleyen birer adet, DcMYB113
gen bolgesinin ilk ekzonunu hedefleyen iki adet, ikinci ve li¢iincii ekzon bolgelerini
hedefleyen birer adet gRNA bolgeleri belirlenmistir. Hedeflere 6zel dizayn edilen her 4
gRNA i¢in AtU3b, AtU3d, AtU6-1 ve AtU6-29 promotorleri kullanilmistir. PDS gen
bolgesinin susturulmasi sonucu turuncu havug eksplantlarindan albino bitkicikler elde
edilmistir. Transformasyon etkinligi %35,3 olarak bildirilmistir. DcMYB113 gen
bolgesinin hedeflendigi mor havug eksplantlarinda depigmentasyon goriilmiistiir ve
mutasyon orant %36,4 olarak belirlenmistir. AtU6-29 promotoriiniin kullanildigr gen
kasetleri, hedeflenen her iki gen bolgesi i¢in en iyi mutajen dzelligi gostermistir. Caligma
grubu, CRISPR/Cas9 teknolojisi ile havug bitkisinde de kalici transformasyonlarin
yapilabilecegini belirtmektedir.

Klimek-Chodacka ve digerleri (2019b) tarafindan yapilan bagka bir c¢alismada,
CRISPR/Cas9 teknolojisinin  havu¢ genomunda etkili kullanimi igin teknigin
optimizasyonu amaglanmistir. Genomda hedef olarak antosiyanin sentezinden sorumlu
F3H (flavanon-3-hidroksilaz) gen bolgesi seg¢ilmistir. Kullanilan eksplant tipi mor havug
kallus dokularidir. Bitki dokularma aktarim, Agrobacterium-aracili transformasyon
metodu kullanilarak yapilmistir. Hedeflenen gen bdlgesinin susturulmasi ile bu

hiicrelerde antosiyanin sentezi olamayacak ve boylece hiicrelerde olusturacak renk
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degisimi ile teknigin basarisi kolayca belirlenebilecektir. Hedef gen bolgesinin ikinci
ekzonu igin iki adet gRNA dizisi belirlenmistir. Arabidopsis kodon optimizasyonlu Cas9
geni kullanilmigtir. CRISPR/Cas9 tekniginin kullanilmasimin sonucu olarak hedef
bolgede olusan kiicliik ekleme-¢ikarma mutasyonlart ve daha biiyiik delesyon
mutasyonlarinin restriksiyon parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP) analizleri ve
sekanslama ile belirlenebildigi belirtilmistir. Yapilan calismada RFLP sonuglarina gore
kontrol grubuna ait DNA 6rneginde hedeflenen F3H gen bolgesine ait DNA fragmenti
Ncol enzimi ile kesildiginde, 147 ve 391 bg¢ uzunlugunda fragmentler ortaya ¢ikmaktadir.
CRISPR/Cas9 aracili diizenlemenin yapildig1 eksplantlardan elde edilen hedef bolgeye
ait DNA fragmenti ayni1 enzim ile kesildiginde 538 bg¢’lik bir bant elde edilmistir. Bu
sonu¢ diizenleme sonucu enzim kesim bolgesinin  kaybolmast  seklinde
yorumlanmaktadir. Caligma ekibi bu yontemin havucta diger gen bdlgelerinin

hedeflenmesinde de kolaylikla uygulanabilecegini belirtmistir.

Dunemann ve digerleri (2019), CRISPR/Cas9 teknolojisi aracilifi ile CENH3
(sentromerik histon H3)’de olusturduklari mutasyon ile havugta haploid indiikleyici
bitkiler elde etmeyi hedeflemislerdir. CRISPR/Cas9 aracili diizenleme i¢in hedef bolge
CENH3 bolgesindeki besinci ekzondan belirlenmistir. Havug bitkisine genetik
transformasyon Agrobacterium rhizogenes aracili yapilmistir. CRISPR/Cas9 teknolojisi,
kiiltiire edilen havug bitkilerine basar1 ile uygulanmig, hedeflenen bolgede istenilen
mutasyonlar olusturulmustur. Yapilan sitogenetik analizler, mutant sagak koklii hatlarda
ve rejenere olan havug bitkilerinde farkli seviyelerde CENH3 birikiminin oldugunu
gostermistir. Haploid indiikleyici oldugu belirlenen bazi genotipler gelistirilmistir ancak
caligma grubu, diger bitki tiirlerinde oldugu gibi havugta da heniiz etkili CENH3 tabanl

haplodizasyon yonteminin gelistirilemedigini bildirmislerdir.

Havugta CENH3’lin hedeflendigi bir diger calisma 2022 yilinda Meyer ve digerleri
tarafindan yapilmistir. Calismada PEG-aracili transformasyon yontemi kullanilmistir.
Calismanin amaci, CENH3 gen bolgesinde sitozin baz editorii araciligi ile hedeflenen
mutasyonun gecici ekspresyon yolu ile elde edilmesidir. Transformasyonun ardindan
protoplast hiicreleri somatik embriyolarin gelismesi i¢in uygun ortam ve kosullarda
inkiibe edilmiglerdir. Gen bolgesinde iki farkli bolge hedeflenerek iki gRNA
kullanilmigtir. Ik gRNA’nm kullanildigi transformasyonda 184 rejenere bitkiden 22
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tanesinde hedeflenen mutasyon olusturulmustur ve mutasyon orant %11,9 olarak
belirtilmistir. Tkinci gRNA’nm kullanildig1 transformasyon sonucu, 190 bitki rejenere
olmus ve 28 tanesi hedeflenen mutasyonu tasimaktadir. Mutasyon orant bu gRNA i¢in
%14,7 olarak belirtilmistir. Elde edilen 50 mutant bitkinin 43 tanesinin tagidig1 mutasyon
bakimindan homozigot oldugu belirlenmistir. Bitkilerde ekspresyon vektoriine ait
herhangi bir fragment bulunmadig: bildirilmistir. Elde edilen sonuglara gore ¢alisma
ekibi, kullandiklar1 yontem ile transgenik olmayan fazla sayida havug genotipinin elde

edilmesinin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu c¢alisma Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliim
laboratuvarlarindan ‘Doku Kiiltiirii Laboratuvari, Biyoteknoloji Laboratuvari ve

Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlarinda yiriitilmiistiir.
3.1. Bitki Materyali

Bu tez calismasinda Dragon F1 havu¢ tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle elde edilen

eksplantlara Agrobacterium- aracili genetik transformasyon yapilmustir.
3.2. Steril Kabin ve Diger Malzemelerin Sterilizasyonu

Tezde bulunan ¢alismalarin ¢ogu steril kabin kullanimini1 gerektirmektedir. Steril kabin,
caligmanin yapilmasindan 15 dk 6nce agilarak %70’lik (v/v) etil alkol ile iyice silinmistir.
Calismada kullanilacak steril pens, petri, beher, meziir gibi tiim ekipmanlar %70°1ik alkol
ile silindikten sonra kabine alinarak 10-15 dakika boyunca UV 1sigina maruz
birakilmislardir (Sekil 3.1). Calisma esnasinda kullanilan pens, bistiiri, makas gibi metal

malzemelerin sterilizasyonlart cam boncuk sterilizatér (Yooning-GS300D, Cin)

kullanilarak 300 °C’de yapilmaigtir.

Sekil 3.1. A), B) Calisma oncesinde malzemelerin hazirlanmasi ve kabin sterilizasyonu

Tez calismasi sirasinda kullanilan tiim bakteriyel ortamlar ve bitki doku kiiltiirii ortamlari
calisma Oncesinden hazirlanarak petri ve bitki biiylitme kavanozlarma aktarilmislardir.
Calisma boyunca bakteri hiicrelerinin ve havug eksplantlarinin yetistirilmelerinde 90x17
mm boyutlarinda steril polistiren petri kaplar1 kullanilmistir. Otoklavlanamayan ortam

bilesenlerinin sterilizasyonunda filtrasyon yontemi kullanilmistir. Hazirlanan stok
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cozeltiler 151k ve sicaklik hassasiyetlerine uygun olarak ve son kullanma tarihleri de
dikkate alinarak stoklanmiglardir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Ortam ve antibiyotik solliisyonlarmin hazirlanmalart A) Ortamlarin
hazirlanarak otoklavlanmasi B) Antibiyotik soliisyonlarinin filtre ile sterilizasyonu
C), D) Bitki doku kiiltiirii ortamlar1 ve bakteriyel ortamlarin petrilere dokiilmeleri

3.3. Gen Kasetinin Dizayn Edilmesi

Havug bitkisine ait ALS gen bdlgesinin sekansina NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’da bulunan ‘gen’ veritabani araciligi ile erisilmistir.
NCBI’da ‘acetolactate synthase 2’ olarak anilan ALS gen bdlgesinin havug genomunda
iki adet kopyast bulunmaktadir. Kopyalarin birisi 2. kromozom iizerindedir ve gen 1D
numarast 108209456°dir. Diger kopya 6. kromozom {iizerinde bulunmaktadir ve gen 1D
numaras1t 108228060 olarak belirtilmektedir. gRNA dizayn1 i¢in gen bdlgesinde
belirlenen diziler kromozom 2 ve kromozom 6 i¢in hizalandiginda, PAM sekansindan
itibaren 6. ve 12. niikleotidlerin farkli oldugu goriilmiistiir. Bu neden ile hedef bolge igin
2 adet gRNA dizisi belirlenmistir. Kromozom 2’de bulunan kopya i¢in belirlenen dizi
gRNAL; kromozom 6’da bulunan kopya i¢in belirlenen gRNA dizisi gRNA2 olarak
adlandirilmigtir. gRNA bolgeleri, PAM sekanslari hari¢ 20 niikleotitten olusmaktadirlar
(Sekil 3.3).
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gRNA1: CAAGTGCCAAGGAGGATGATTGG
ERNA2: CAAGTGCCTAGGAGAATGATI

Sekil 3.3. Kromozomlara 6zel dizayn edilen gRNA’lar

Havu¢ genomunda ALS geni igin belirlenen gRNA boélgelerinin  uygunlugu
CRISPRDirect (Naito ve digerleri, 2015) programinda kontrol edilmistir. Hedef genomda
gRNA bdélgelerinin belirlenebilecegi birgok ¢cevrimigi program mevcuttur. Ancak birgogu
siirli genom verisi ile kisith kullanim alanlarina sahiptir. Bu neden ile CRISPRDirect

Programu tercih edilmistir.

NCBI araciligi ile edilen havug ALS gen bolgesinin amino asit dizisine EXPASy-translate
(Gasteiger ve digerleri, 2003) araciligi ile ulasilmistir. Yapilan bu biyoinformatik
calismalar sonunda hedeflenen bolgeye 6zel olarak dizayn edilen gRNA dizileri ve
mutasyon olusturulmasi beklenen amino asit bdlgeleri kontrollii tekrarlar yapilarak

belirlenmistir.

Kromozom 2 ve 6’ya ait gRNA’lar1 tagiyan gen kasetleri birbirinden Spel restriksiyon
enziminin kesim bolgesi ile ayrilmaktadir (Sekil 3.4). Bu bolge baglayici (linker) DNA
olarak kullanilmistir. Thtiya¢ duyulmasi halinde gen kaseti buradan kesilecek ve farkli
plazmitlere klonlanarak bitki dokularinin transformasyonu saglanabilecektir. Mutasyonu
olusturacak gen kaseti, kodon optimizasyonu yapilmis A. thaliana’ya ait universal AtU6-
26 promoter bolgesi (425 bg) ile baslamaktadir. 20 niikleotidden olusan gRNA dizisini
universal gRNA yapisal bolgesi (76 bg) takip etmektedir. Gen kaseti, AtU6-26 terminator
universal bolgesine ait (192 bg) dizi ile sonlandirilmistir. Gen kasetinin 5° ve 3’ uglarina
sirast ile Pacl ve BamHI restriksiyon enzimlerinin kesim bdlgelerine ait diziler

eklenmistir.

Calismada kullanilacak plazmit sekansi ve gen kaset dizileri, GenScrip Restriction
Enzyme Map Analyses (GenScript, 2022) programina ¢evrimic¢i olarak yiiklenmis ve
kesim enzimlerinin tanidig1 bolgelerin yiiklenen sekans igerisindeki yerleri kontrol

edilmistir.
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Pacl BamHI

[XUSIM  target PLULO  AtU6-26 AtU6-26 PLULO  AtU6-26
promoter Ve le: scaffold terminator DCALSChre scaffold terminator

Sekil 3.4. Mutasyonu indiikleyecek olan gen kaseti semast

3.4. Havu¢c DNA’larimn izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in havug bitkilerinden alinan geng yaprak ornekleri 2 mL’lik

mikrosantrifiij tiiplerine konularak liyofilizatérde (Christ Alpha 1-4 LD plus, Germany)
72 saat boyunca kurutulmuslardir (Sekil 3.5 A, B).

Sekil 3.5. Bitki orneklerinin kurutulmalart A) Bitki orneklerinin kurutulmak tizere
hazirlanarak stok kutularina yerlestirilmeleri B) Orneklerin vakum atmosferi altinda
dondurularak kurutulduklari liyofilizator cihazi

Calismanin farkli asamalarinda kullanilan DNA’larin izolasyonu, asagida detaylari
belirtilen modifiye CTAB (cetyltriethylammoniumbromide) yontemi kullanilarak
yapilmustir (Futterer ve digerleri, 1995).

I- DNA izolasyonunun ilk asamasinda igerikleri ve derisimleri asagida ayrintili olarak
verilen tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Ekstraksiyon soliisyonu (EB): 50 mM Tris-HCI (Tris(hydroksimetil)aminomethan
hidroklorid) pH 8.0, 700 mM NaCl, %1 (w/v) CTAB, 50 mM NaEDTA (sodyum
etilendiamintetraasetat) igeren EB soliisyonuna, kullanilmadan 6nce %1 (v/v) oraninda
-merkaptoetanol eklenmistir.

Kloroform:izoamil alkol ¢ozeltisi: 24:1 oraninda hazirlanmistir.
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CTAB ¢ozeltisi: %10’luk (w/v) hazirlanmis, otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

NaCl (sodyum kloriir) ¢6zeltisi: 1 M hazirlanarak otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

I1- Liyofilizatérde kurutulan yaprak ornekleri 25 mg olacak sekilde tartilarak, 2 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerine alinmiglardir. Orneklerin 6giitiilmesine mekanik olarak destek
vermesi amaci ile tiip iglerine cam boncuklar eklenmis vel5 dakika boyunca 6giitiiciide
birakilmiglardir (Sekil 3.6).

I1I- Orneklerin {izerlerine 1000 uL EB eklenerek, ornekler vorteks yardimi ile
siispansiyon haline getirilmis ve 65 °C’ye ayarli sicak su banyosunda 30 dakika
bekletilmislerdir.

IV- Inkiibasyon sonras1 érneklere 800 pL kloroform:izoamil alkol ¢ozeltisi eklenmis ve
16.000 g hizda 5 dakika santrifiij (VWR, Micro Star 17, ingiltere) edilmistir. Daha sonra
tiiplerin en tistlerinde bulunan fazlar, daha 6nceden hazirlanan ve iglerine %10’luk CTAB
sollisyonundan 100°er pL eklenmis tiiplere aktarilmislardir.

V- Tiplere 800 uL kloroform:izoamil alkol ¢ozeltisi eklenerek Ornekler iyice
karistirilmislardir. Ornekler 16.000 g hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra {istte
toplanan fazlar 2 mL’lik yeni tiiplere alinmiglardir.

VI- Orneklerin iizerlerine -20 °C’de tutulan 800 uL izopropanol eklenmistir ve drnekler
-80 °C’de 1 saat bekletilmislerdir. Daha sonra oda sicakligina getirilen 6rnekler 16.000 g
hizda 10 dakika santrifiij edilmislerdir.

VII- Ustteki sivi uzaklastirildiktan sonra tiiplere 1 M’Iik NaCl ¢ozeltisinden 400 pL
eklenmis ve 65 °C’ye ayarli sicak su banyosunda 15 dakika boyunca birakilmiglardir. Oda
sicakligina gelen tiipler 16.000 g hizda 5 dakika santrifiij edilmislerdir.

VI1I- Santrifiij isleminden sonra drneklerin iist fazlar1 1,5 mL’lik yeni tiiplere konulmus
ve 1000 puL %96°1ik etil alkol eklenerek -20 °C’de 1 gece bekletilmiglerdir.

IX- -20 °C’den ¢ikarilan Ornekler oda sicakligina geldikten sonra 16.000 g hizda 10
dakika santrifiij edilmis ve tstteki siv1 faz dokiilmiistiir.

X- Tiplere %70’lik 500 pL etil alkol eklenmis ve 16.000 g hizda 5 dakika santrifiij
edildikten sonra etil alkol dokiilerek tiiplerden uzaklastirilmstir.

XI- Etil alkoliin tamamen uguruldugu orneklerin iizerine 100 pL TE (Tris-EDTA)

tamponu eklenmis ve 6rnekler -20 °C’ye kaldirilmislardir.
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Izole edilen DNA ’nin konsantrasyonu Qubit flourometre (Invitrogen, A.B.D) araciligi ile
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen DNA ¢ozeltileri son konsantrasyonu 50 ng/uL olacak sekilde
ddH20 (double distile H20) ya da TE tamponu ile seyreltilmistir.

Sekil 3.6. Kurutulmus 6rneklerin dgiitiicii yardimi ile mekanik olarak pargalanmalari

3.5. NCBI Veri Bankasinda Belirlenen gRNA Dizilerinin Cahismada Kullanilacak
Havug Genotipinin ALS Gen Bélgelerinde Varhiklarimin Kontrol Edilmesi

NCBI veri bankasinda belirlenen ALS gen kopyalarindan dizayn edilen gRNA dizilerinin
caligmada kullanilanan havug genotipine ait genomdaki dizilerle ayni olup olmadigmin
kontroli i¢in hedeflenen kromozom 2 ve kromozom 6 ALS gen bdlgelerinden Primer3
web programi (Primer3 web, 2021) kullanilarak primerler dizayn edilmistir (Cizelge
3.1).Dizayn edilen primerler kullanilarak ALS gen bdlgeleri Dragon turuncu havug
cesidinde PZR ile ¢ogaltilmis ve elde edilen ALS genine ait DNA fragmentlerinde DNA
dizi analizi yapilmistir (Cizelge 3.2). Sekanslama hizmeti BM Yazilim Firmasi’ndan

(Ankara-Tiirkiye) alinmistir.
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Cizelge 3.1. PZR’da kullanilan kromozom 2 ve kromozom 6 ALS bolgeleri igin dizayn
edilen primerler

Uzunluk Tm

Primer Adi Primer Dizisi (5°—3’) (be) °C)
Dc-ALS-CR2-F TCTCCAGATTCTCCTCCGACGAG 23 66
Dc-ALS-CR2-R GGCCTCCCCGAAGTAGCT 18 61
Dc-ALS-CR6-F CACCTCCCGTTTCCCCCCTTC 21 67
Dc-ALS-CR6-R GGCGACCCGATGAGGCCA 18 63

Cizelge 3.2. Kromozom 2 ve kromozom 6 ALS bélgelerini ¢ogaltmak igin kullanilan PZR
bilesenleri

Bilesen Miktar (uL)
Kalip DNA 2,00
ddH20 10,55
10x Taq Buffer 2,00
dNTP (25 mM) 2,00
MgCl2 (25 mM) 1,30
Primer-F (5 puM) 1,00
Primer-R (5 uM) 1,00
Tagq DNA Polimeraz

(5 U/uL) 0,15
Toplam 20

Uygulanan PZR dongii kosullart sirasiyla; 95 °C’de 4 dakika bir dongii, 95 °C’de 45
saniye, 61 °C’de 50 saniye, 72 °C’de 2 dakika olarak 35 dongii ve son uzatma 72 °C’de 5
dakikadir. Biitiin PZR amplifikasyonlar1 Applied Biosystems Veriti 96-well termal dongii
(A.B.D.) cihazinda yapilmistir. PZR driinleri %1°lik agaroz jelde 75 V’da 60 dakika
kosturulmuslardir. Agaroz jelin goriintiillenmesi UVP High PerformanceTransilluminator

(A.B.D.) lizerinde yapilmustir.
3.6. Gen Kasetinin Genetik Transformasyona Hazirlanmasi

Bu béliim havug dokularina genetik transformasyon hazirliklarini igermektedir. Bolim
kapsaminda; transformasyonda kullanilan plazmitin se¢imi, gen kasetinin sentezlenmesi,
pUC-GW-Amp plazmitine klonlanlanan gen kasetinin g¢ogaltilmas1 ve izolasyonu,

pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della plazmitinin temini ve klonlamaya hazirlanmasi,
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pUC-GW-Amp ve pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitlerinin restriksiyon
enzimlerince kesilmeleri, gen kasetinin transformasyonda kullanilan plazmite ligasyonu

ve plazmitin E. coli hiicrelerinden LBA4404 hiicrelerine aktarim yontemi bulunmaktadir.
3.6.1.Vektor se¢cimi

Calismada klonlama vektorii olarak, Shimatani ve digerleri (2017) tarafindan gelistirilen
pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della binary plazmiti kullanilmistir. Bu plazmit
CRISPR/Cas9 ve sitidin baz editorii flizyonu ile olusturulmustur. Nokta mutasyonu
hedeflenerek yapilacak diizenleme i¢in kalip bir DNA pargasina ya da homolojiye dayali
onarima ihtiyag duyulmaktadir. Ancak bir¢ok bitki tiiriinde hiicrelere kalip DNA
parcasinin aktarilmasi oldukga zordur. Bu problemin iistesinden aktivasyonla indiiklenen
sitidin deaminaz enzimi vasitast ile gelinmektedir. Bu yontem niikleaz aktivitesi olmayan
Cas9 ya da nCas9’un sitidin deaminazla flizyonu ve bu fiizyonu hedefe gotiirecek olan
rehber RNA’lar ile yapilmaktadir (Shimatani ve digerleri, 2017). Plazmitte,
Streptococcus pyogenes bakterisine ait, tip 11 CRISPR/Cas sisteminin nikaz formu olan
Cas9 endoniikleaz1 bulunmaktadir. Nikaz olan bu endoniikleaz, tasidigit D10A mutasyonu
sayesinde rehber RNA esliginde ulastigi hedef bolgede sadece RuvC katalitik domain
bolgesi ile kirik meydana getirebilmektedir. PmCDAL bolgesi Bofa Baligi’na
(Petromyzon marinus) ait sitidin deaminaz enzimini {ireten ve sitozin niikleotidinin timin
niikleotidine ¢evrilmesinden sorumlu olan bolgedir. Plazmit, bitki dokularinin
segilmesinde kullanilan Neomisin ve Kanamisin antibiyotiklerine dayanim saglayan
NeoR/KanR bdlgesini de igermektedir. Plazmitin aktarildigi bakteri kolonileri, plazmitin
sagladigr Spektinomisin ve Streptomisin direnci sayesinde bu antibiyotikleri igeren

ortamlarda segilebilmektedirler.
3.6.2. Gen kasetinin sentezi

Tasarlanan gen kasetine ait sekans bilgileri, yapilan kontrollerin ardindan, sentezlenmesi
icin GENEWIZ Firmast (South Plainfield, A.B.D.) ile paylasilmistir. Oligoniikleotid
sentezinin tamamlanmasinin ardindan fragment pUC-GW-Amp plazmitine klonlanarak

liyofilize olarak laboratuvarimiza gonderilmistir.
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3.6.3. pUC-GW-Amp plazmitinin ¢ogaltilmasi ve plazmit izolasyonu

Laboratuvarimiza liyofilize halde gelen pUC-GW-Amp plazmiti, 50 uL TE tamponunda
¢oziilerek kullanima hazirlanmigtir. Plazmit, NEB 10 Beta Kompotent Escherichia coli
bakteri hiicrelerinde ¢ogaltilmistir. Bakteri hiicrelerine plazmitin aktarilmasi ‘1s1 soku’
yontemi kullanilarak asagida detaylari verilen iiretici firma protokoliine uygun sekilde
yapilmistir. Inkiibatér kullanimini gerektirmeyen tiim asamalar steril kabin igerisinde

gerceklestirilmistir.

I- Bakteri hiicrelerinin 10 dakika boyunca buz i¢erisinde ¢éziinmesi saglanmastir.

I1- 1-5uL plazmit DNA’s1 bakteri hiicreleri ile ¢ok yavas bir sekilde karigtirilmistir.

I11- Bakteri hiicreleri 30 dakika boyunca buz igerisinde inkiibasyona birakilmiglardir.
IV-42 °C’de 30 saniye 1s1 soku uygulamasinin ardindan hiicreler 5 dakika boyunca buz
i¢cerisinde bekletilmislerdir.

V- Uretici firma tarafindan saglanan SOC (super optimal broth with catabolite repression;
katabolit represyonu ile siiper optimal besi ortami) ortamindan bakteri hiicreleri {izerine
950 uL ilave edilmistir.

VI- Hiicreler bir saat boyunca 37 °C’de 250 rpm’de inkiibasyona birakilmiglardir.

VII- Bakteri soliisyonu, oda sicakligindaki sivi LB (Luria-Bertani -Lennox) ortami1 (%1
tripton, %0,5 maya oziitii, 0,17 M NaCl, pH 7,5, Sigma Aldrich, A.B.D.) ile on kat
seyreltilmistir.

VI11- Daha 6nceden hazirlanarak 37 °C de inkiibe edilen 100 pg/mL Ampisilin i¢eren kati
LB ortamlar1 (%] tripton, %0,5 maya 6ziitii, 0,17 M NaCl; %1,5 agar, pH 7,5) bulunan
petri kaplarma 100-200 pl seyreltilmis bakteri hiicreleri eklenmis ve kati LB ortami
ylizeyine diizgiin bir sekilde yayilmistir. Petriler 37 °C de bir gece inkiibasyona
birakilmiglardir (Sekil 3.7 A). Bakteri hiicreleri tek tek biiyliyen kolonilerinden 100
pg/mL Ampisilin iceren 10 mL s1vi LB besiyerlerine (%1 tripton, %0,5 maya 6ziitii, 0,17
M NaCl, pH 7,5) inokiile edilmislerdir. inokiilasyon kiiltiirii 37 °C, 200 rpm’de 16 saat
sicaklik kontrollii ve ¢alkalayici Promax 1020 inkiibat6r cihazinda (Heidolph, Almanya)
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.7 B).

Hiicre soliisyonlarmin bir kismi %50’lik gliserol ¢ozeltisi kullanilarak -80 °C ye

kaldirilarak saklanmiglardir. Kalan hiicre soliisyonlart plazmit ekstraksiyonu igin
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kullanilmistir. Bakteri hiicrelerinden plazmit izolasyonlart NucleoSpin plasmid mini kiti

(Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak iiretici firma protokoliine uygun olarak

yapilmistir. Elde edilen plazmit miktarlar1 Qubit cihazinda (Invitrogen, ABD) Qubit
dsDNA Br Assay kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.7. Kati1 ve sivi ortamlarinda inkiibe edilen E. coli bakteri hiicreleri A) Kati
ortamlarinda 1 gece inkiibe edilen bakteri kolonilerinin olusumu B) Sivi ortamlarinda 200
rpm salinimda bir gece biiyiitiilen bakteri hiicreleri, fotografta sol tarafta bulunan tiip
kontrol grubudur ve bakteri hiicresi igermemektedir

3.6.4. Genetik trasformasyonda kullanilan pDicAlID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della
plazmitinin temini ve klonlamaya hazirlanmasi

pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmiti, tasarimcisi olan ¢alisma ekibinden
(Dr. Keiji Nishida, Kobe Universitesi, Kobe, Japonya) temin edilmistir. Filtre kagidina
emdirilmis olarak laboratuvarimiza gonderilen plazmit, TE tampon ¢ozeltisi ile ¢oziilerek
E coli bakterisinde gogaltilmak iizere hazirlanmistir. Plazmitin NEB 10 Beta E. coli
bakteri hiicrelerine aktarilmasinda, bir 6nceki boliimde detaylari verilen 1s1 soku yontemi
kullanilmistir. Aktarimi yapilan bakteri soliisyonlarinin 100-200 ul’si, 65 pg/mL
Spektinomisin (Sigma Aldrich, A.B.D) igeren kati LB ortamlarinin (%1 tripton, %0,5
maya Oziitii, 0,17 M NaCl; %1,5 agar, pH 7,5) ylizeylerine yayilmistir. Petriler 37 °C’de
bir gece inkiibasyona birakilmiglardir. Bakteri hiicreleri tek tek biiyiiyen kolonilerinden
65 ng/mL Spektinomisin igeren s1vi LB besiyerlerine (%1 tripton, %0,5 maya 6ziitii, 0,17
M NaCl, pH 7,5) inokiile edilmislerdir. Bakteri hiicreleri 37 °C, 200 rpm’de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Hiicre soliisyonlarinin bir kismi1 %50’lik gliserol
¢ozeltisi kullanilarak -80 °C’de saklanmiglardir. Kalan hiicre soliisyonlart plazmit

ekstraksiyonu igin kullanilmistir. Plazmit izolasyonlar1 NucleoSpin plasmid mini Kkiti
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(Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak iiretici firma protokoliine uygun olarak
yapilmistir. Elde edilen plazmit miktarlar1 Qubit cihazinda (Invitrogen, ABD) Qubit
dsDNA Br Assay kiti (Invitrogen, ABD) kullanarak 6l¢iilmiistiir.

izole edilen plazmitler PZR yapilarak kontrol edilmistir. PZR reaksiyonunda kullanilan
primerler, plazmit sekansinda bulunan Nptll gen bolgesinden dizayn edilmistir (Veillet
ve digerleri, 2019). Uygulanan PZR kosullari sirasiyla; 95 °C’de 3 dakika bir dongii, 95
°C’de 30 saniye, 58 °C’de 50 saniye, 72 °C’de 3 dakika olarak 38 dongiidiir ve son uzatma
72 °C’de 7 dakikadir. Uretilmesi beklenen bant uzunlugu yaklasik 592 bg¢’dir. PZR

tiriinleri ve plazmit %0,7’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.6.5. pUC-GW-Amp ve pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA
plazmitlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmeleri

Gen kasetinin 5’ ve 3’ u¢larinda sirasi ile Pacl ve BamHI kesim enzimlerinin tanidig:
diziler bulunmaktadir (Sekil 3.8). pUC-GW-Amp ve pDicAlID_nCas9-
PmCDA_Nptll_DELLA plazmitleri Pacl ve BamHI (New England Biolabs,
Ipswich, MA, A.B.D.) enzimleri ile kesilmistir. Kesim protokoli, {iretici firmaya ait

¢evrimici web araci kullanilarak olusturulmustur.

Pacl Spel
s 10 )
‘N AtU6-26 AtU6-26 AtU6-26
PIOmAIGE fenminatdr promotor,

5" TTAAT ITAA. 3" 5"..AC|TAGT..3’ 5..G |GATCC..3"

Sekil 3.8. Gen kasetinin 5’ ucuna, ortasina ve 3’ ucuna eklenen restriksiyon
enzimlerinin kesim noktalar1

Uygulanan Pacl-BamHI ¢ift enzim kesimi 50 pL’lik reaksiyon hacmi igin 2 pL
plazmit DNA’s1, 5 ul (1X) 10x rCut Smart Buffer, 1.0 uL (10 {inite) Pacl, 1.0 uL (20
tinite) BamHI ve 41 pL ddH20 kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Reaksiyon karisimi
37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonunda iiriinler, %1’lik agaroz jele
yiiklenerek degerlendirilmistir. Elde edilen DNA fragmentleri steril bistiiri yardimi
ile kesilerek, NucleoSpin Gel and PZR Clean-up kitinin (Macherey-Nagel, Almanya)

iiretici firma protokoliine uygun olarak agaroz jelden izole edilmistir.
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3.6.6. Gen kasetinin pDicAID_nCas9-PmCDA_NptlI_DELLA plazmitine
ligasyonu ve cogaltilmasi

Gen kasetinin (1446 bg) pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinde
bulunan Pacl ve BamHI enzim kesim bolgelerine (Sekil 3.9) ligasyonu T4 DNA
Ligaz (New England Biolabs, Ipswich, MA, ABD) enzimi ile iiretici firma protokolii
uygulanarak yapilmistir. NEB online hesaplama araci (NEBioCalculator)
kullanilarak reaktif hacimleri hesaplanmustir.

Ligasyon tepkimesinin protokolii;

I. Reaksiyon buz igerisinde ve toplam reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde
gerceklestirilmistir.

II. T4 DNA ligaz buffer (10X) 2 pL,

I11. Plazmit DNA 4,23 nuL,

IV. Fragment DNA 1,86 puL,

V. dH20 10,91 puL,

VI. T4 DNA Ligaz 1 pL hacimde kullanilmistir.

Ligasyon, 16 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakilarak ger¢eklestirilmistir.

(151) Pmel M13/pUC Reverse (374 .. 396)
M13 Reverse (393 ..409)
Pacl (547) Klonlama
BamHI (563) bolgesi
Spel (569)
BstXl (946)

pBluescriptkKS (1322 ..1338

Ascl (1349)

(16.090) BsiwlI Pmil (2075)

pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptil_Della
18,956 bp

Absl (6050)

(12,092) Aatil
(12,090) Zral

(11,298) Nrul *
(11,046) Alel SO (755E)
10.879) 20 Apal (7560)
(10.840) Rsril StakY. (2520

10,121 .. 10.141) 35S promoter
(9858) BspEIl
(9649) Ncol

Sekil 3.9. pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmit haritast ve klonlama
bolgesi (Addgene, 2020)
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Gen kasetini igeren plazmitin E. coli (NEB 10 Beta E. coli) bakteri hiicrelerine
aktarilmasi tretici firmanin protokoliine gore ‘1s1 soku’ yontemi kullanilarak
yapilmigtir. Bakteriler 65 pg/mL Spektinomisin igeren katt LB ortamlarinda (%]
tripton, %0,5 maya 6ziitii, 0,17 M NaCl, %1,5 agar, pH 7,5) 37 °C de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Secilen bakteri kolonileri plazmit ekstraksiyonu i¢in 65 pg/mL
Spektinomisin igeren sivi LB ortamlarinda (%! tripton, %0,5 maya 06ziitii, 0,17 M
NaCl, pH 7,5) 250 rpm’de 16 saat boyunca 37 °C ‘de inkiibasyona birakilmiglardir
(Sekil 3.10). Bakteri hiicrelerinin bir kism1 %50°lik gliserol soliisyonu iginde

-80 °C’ye kaldirilmistir.

Plazmitler, bakteri hiicrelerinden NucleoSpin plasmid mini kiti (Macherey-Nagel,
Almanya) kullanilarak {iiretici firma protokoliine uygun olarak izole edilmistir. Elde
edilen plazmit miktarlar1 Qubit cihazinda (Invitrogen, ABD) Qubit dsDNA Br Assay
kiti (Invitrogen, ABD) kullanarak 6l¢iilmiistiir.

Ekstraksiyonu yapilan plazmitler klonlama kontrolii i¢in Pacl ve BamHI enzimleri

ile kesilmistir. Kesim reaksiyonu %1°lik agaroz jele yliklenerek goriintiilenmistir.

Sekil 3.10. E. coli hiicrelerinin kat1 ve sivi ortamlarinda biiyiitiilmeleri A), B) ve C)
bakteri hiicrelerinin segici kati ortamlarina ekimi D) Kati ortaminda biiyiiyen bakteri
kolonisinin segilmesi. E) Segilen bakteri kolonisinin sivi ortamina inokiilasyonu

F) Uygun sicaklik, siire ve rpm’de bakteri kiiltiirlerinin bitytitilmeleri
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3.6.7. pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin NEB 10 Beta E. coli
hiicrelerinden LBA4404 Agrobacterium 1rkima transformasyonu ve
transformasyonun PZR ile kontrolii

pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin LBA4404 bakteri irklarina
aktarilmas1 Wise ve digerlerinin (2006) ¢alismasindan optimize edilerek ‘tri-parental
mating’ yontemi ile yapilmistir. Gen kasetini de igeren pDicAID nCas9-
PmCDA_Nptll_DELLA plazmitleri once NEB 10 Beta E.coli hiicrelerine
aktarilmistir. E.coli kompotent hiicrelerinden LBA4404 bakteri hiicrelerine plazmit
aktarimi, pPRK2013 plazmitini tagiyan E.coli’nin H101 irki vasitasi ile yapilmistir
(Sekil 3.11).

‘Tri-prental mating” ile aktarimin sonunda petrilerde gelisen kolonilerin
Agrobacterium’a ait transforme bakteriler olmasi beklenmektedir (Sekil 3.11 E).
Transforme Agrobacterium’larin yetistirildigi petrilerde kullanilan Rifampisin,
petrideki bakterilerin Agrobacterium oldugunu belirlemek igin; Spektinomisin ise
konjugasyon sonucu pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitini tasiyan

Agrobacterium hiicrelerini segmek i¢in kullanilmustir.

Sekil 3.11. Gen kasetini tasiyan plazmitlerin LBA4404 bakteri hiicrelerine
aktarilmas1 A) pRK2013 plazmitini tasiyan bakteri hiicrelerinin uygun antibiyotik
bulunan petrilerinde biiyitiilmeleri B) Gen kasetini tasiyan plazmiti iceren NEB 10
beta E.coli bakteri hiicrelerinin uygun antibiyotik bulunan segici ortamlarinda
biiyttiilmeleri C) LBA4404 bakteri hiicrelerinin 100 mg/L Rifampisin iceren
petrilerde biiyiitiilmeleri D) Tri-parental mating yontemi ile gen kasetini tasiyan
plazmitin LBA4404 bakteri hiicrelerine aktarilmasi E) Plazmit aktarimi yapilan
LBA4404 bakteri hiicrelerinin segici petrilerinde biiytitiilmeleri
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pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitini tasiyan Agrobacterium
hiicreleri, 100 pg/mL Rifampisin ve 65 ug/mL Spektinomisin igeren sivi LB
ortamlarina inokiile edilerek (%1 tripton, %0,5 maya 6ziitli, %0,5 NaCl, pH 7,0) 2
gece boyunca 200-250 rpm’de c¢alkalamali inkiibator cihazinda 28 °C’de
inkiibasyona birakilmiglardir (Sekil 3.12).

LBA4404 bakteri hiicreleri bitki dokularinin genetik transformasyonlarinda
kullanilmak iizere stoklanmadan once sivi LBA4404 bakteri kiiltlirinden alinan
hiicreler ile plazmit aktariminin bagarisinin tespiti amaci ile PZR yapilmigstir.
Aktarimi yapilan pDicAID nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitine ait gRNA,
Nptll, Cas9 (Veillet ve digerleri, 2019) ve CBE bolgeleri i¢in dizayn edilen primerler
kullanilmistir. Uygulanan PZR kosullar1 95° C’de yapilan 6n denatiirasyon isleminin
ardindan sirasiyla; 95° C 4 dakika, 95° C 45 saniye, 50° C 50 saniye, 72° C 2 dakika
olarak 35 dongiidiir ve son uzatma 72° C’de 5 dakikadir.

Bakteri hiicre soliisyonlari, %50°1ik gliserol stogu yapilarak havug bitki dokularinin

transformasyonlarinda kullanilmak iizere -80 °C’ye kaldirilmislardir.

Sekil 3.12. Bakteri transformasyonu yapilmig Agrobacterium tumefaciens irklarina
ait kolonilerin sivi ortama inokiilasyonu ile elde edilen LBA4404 hiicreleri,
fotografta sol tarafta bulunan tiip kontrol grubudur ve bakteri hiicresi igermemektedir
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3.7.  Agrobacterium-aracth ~ Transformasyonda  Kullanilacak  Havug
Eksplantlarinin Yetistirilmesi

Bu c¢alismada havug bitkilerine ait hipokotiller ve kallus dokulari genetik
transformasyonda eksplant olarak kullanilmistir. Hipokotil ve kallus dokular: steril
ortamda ekimi yapilan havug tohumlarinin ¢imlendirilmesi ile elde edilmisglerdir. Bu
bolim; tohum sterilizasyonu, ¢imlendirilme kosullari, hipokotil ve kallus dokularinin

elde edilmesini igermektedir.
3.7.1. Havug¢ tohumlarinin sterilizasyonu

Tohum sterilizasyonunda kullanilacak olan cam malzemeler, su, slizgegler, pensler
ve filtre kagitlari, materyal yapilarina uygun olan sterilizasyon yontemlerine gore

onceden steril edilerek, steril kabin igerisine alinmiglardir (Sekil 3.13 A).

Calismada kullanilan turuncu havug genotiplerine ait tohumlar; %70’lik etanol
icerisinde 5 dakika bekletildikten sonra, igerisine 2 damla tween-20 damlatilmis
%50’lik ticari camagsir suyuna alinmis ve 15 dakika bekletilmislerdir. Tohumlar iyice
durulanana kadar en az 3 kez steril distile su ile durulanmuslardir (Sekil 3.13 B). Tiim

sterilizasyon ve kurutma islemleri steril kabin igerisinde yapilmuistir.

Sekil 3.13. Tohum sterilizasyon asamalar1 A) Sterilizasyonunda kullanilan tiim
malzeme ve soliisyonlarin hazirlanmasi B) Tohumlarin sterilizasyonlar1

Steril filtre kagidina yayilarak kurutulan tohumlar, hormon i¢ermeyen kati MS
(Caisson, ABD) ortamlarina (Murashige&Skoog vitaminli 4,43 g/L; siikroz 30 g/L;
bitki agar1 8 g/L, pH 5.8) 10’ar adet ekilerek petriler parafilmle kapatilmistir (Sekil
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3. 14 A, B). Ekim yapilan petriler oda sicakliginda ve soguk beyaz floresan 1siklari
altinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ¢imlenmeye birakilmislardir (Sekil

3. 14 C). Kallus transformasyonunda kullanilacak tohumlar oda sicakliginda ve

karanlik ortamda ¢imlendirilmislerdir.

Sekil 3.14. Petrilere ekilen tohumlarin ¢imlendirilmesi A) Steril edilmis turuncu
havug tohumlarinin ortamlarina ekilmeleri B) Tohumlarda ¢imlenmenin baglamasi
C) 4 haftalik havug fideleri

Genetik transformasyonda iki farklt ¢esit havug eksplanti kullanilmistir.
Transformasyon hem havug hipokotillerine hem de kallus dokularina yapilmistir. Bu
amagla transformasyonda kullanilan hipokotiller, 4 hafta boyunca yetistirilen havug
fidelerinden elde edilmistir ve 1’er cm uzunlukta kesilerek transformasyona

hazirlanmiglardir.
3.7.2. Havug fidelerinin kallus baslangi¢ ortamlarina alinmasi

Dort haftalik olan havug fideleri, yaklasik 1’er cm uzunlugunda kesilerek, kallus
olusumu icin farkli bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonlari igeren farkli
ortamlara alinmistir (Sekil 3.15). Kallus olusumu i¢in eksplant aktarimi yapilan
ortamlar ve farkli bitki biiyiime diizenleyicilere ait konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te
verilmistir. Kallus baslangi¢c ortam1 olarak kullanilan MS ortami MS-k olarak, B5
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ortami ise B5-k olarak adlandirilmistir. Kullanilan B5-k ortamindaki biiyiime
diizenleyicilerin oranlari, kallus baslangi¢ ortami olarak MS ortamini tercih eden

Nong Liu ve digerlerinin (1992) ¢aligmasindan optimize edilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan kallus gelistirme ortamlari

Besi ortaminin adi Besi ortamn iceri@i ve bitki biiyiilme diizenleyici
konsantrasyonu ve pH

MS-k (Murashige&Skoog MS vitaminli toz ortam; 4,43 g/L, siikroz 30 g/L, plant agar 7
kallus baglangi¢ ortami) o/L, 2,4-D 1 mg/L, kinetin 0,1 mg/L, pH 5.8 (Ipek, 2002).

B5-k (Gamborg’s B5 kallus  B5 vitaminli toz ortam; 3,16 g/L, siikroz 30 g/L, plant agar 7
baslangi¢ ortam1) (Duchefa, g/L, 2,4-D 1 mg/L, kinetin 0,5 mg/L, pH 5.8
Hollanda)

Sekil 3.15. Havug eksplantlarinin kallus baslangi¢ ortamlarina alinmalari A) Dort
haftalik havug fideleri B) MS-k ortamina alinan havug eksplantlar1 C) B5-k ortamina
alinan havug eksplantlart D) MS-k ortaminda gelismeye baslayan kallus dokulart

E) B5-k ortaminda gelismeye baslayan kallus dokulari

3.8. Kallus ve Hipokotillere Agrobacterium-aracili Transformasyon
Calismanin bu bolimii; turuncu havug c¢esidinden kallus dokularinin  ve
hipokotillerin  yetistirilerek, gen  kasetini  igeren pDicAID_nCas9-

PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin A. tumefaciens’in LBA4404 k1 araciligr ile

eksplantlara aktarim agsamalarindan olugmaktadir.
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3.8.1. Agrobacterium tumefaciens irklarindan LBA4404 bakteri hiicrelerinin
transformasyona hazirlanmalari

LBA4404 bakteri hiicreleri 100 pug/mL Rifampisin, 65 ug/mL Spektinomisin
antibiyotiklerini i¢eren kat1 LB ortamlarinda (%] tripton, %0,5 maya 6ziiti, %0,5
NaCl; %1,5 agar, pH 7,0) 28 °C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmislardir.
Bakteri hiicreleri tek tek biiyiiyen kolonilerinden 100 ug/mL Rifampisin ve 65 ng/mL
Spektinomisin antibiyotiklerini igeren s1vi LB besiyerlerine (%1 triptone, %0,5 yeast
extract, %0,5 NaCl, pH 7,0) inokiile edilmislerdir (Sekil 3.16 A). Bakteri hiicreleri
28 °C, 200-250 rpm’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmislardir (Sekil 3.16 B).
Spektrofotometrede (Beckman Du530 Life Science UV/Vis Spectrophotometer,
A.B.D) bakteri siispansiyonunun ODesoo NM’deki yogunluk olgiimleri yapilmistir.
Bakteri hiicreleri 2500 rpm’de oda sicakliginda 15 dakika boyunca santriftij (Allegra
X-15R Centrifuge, Beckman Coulter, A.B.D) edilerek toplanmislardir. Hiicre pelleti
ODsoo nm’deki degeri 0,3 (Chen ve Punja, 2002) olacak sekilde 200 uM
asetosiringon igeren sivi BS ortami (B5 vitaminli toz ortam 3,16 g/L, siikroz 30 g/L,
2,4-D 1 mg/L, kinetin 0,5 mg/L, pH 5,8) ile tekrar siispansiyon haline getirilmistir.
Bakteri hiicreleri 200 rpm’de, 28 °C’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmislardir.

Hiicre silispansiyonlar1 kallus dokularinin ve hipokotillerin transformasyonlarinda

kullanilmiglardir.

Sekil 3.16. LBA4404 bakterilerinin kat1 ve sivi ortamlarinda kiiltiirii A) LBA4404
bakterilerinin LB kati1 ortamlarinda biiyiimeleri ve koloni se¢imi B) LBA4404
bakterilerinin LB siv1 ortamlarinda biiytitiilmesi
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3.8.2. Kallus dokularma Agrobacterium-aracihi transformasyon

Yaklasik 2 haftalik kallus dokusu, 6nceden hazirlanmis ve iizerine steril filtre
kagidinin yerlestirilmis oldugu ko-kiiltiivasyon ortamlarinin (B5 vitaminli toz ortam
3,16 g/L, siikkroz 30 g/L, bitki agar1 7 g/L, 2,4-D 1 mg/L, Kkinetin 0,5 mg/L,
asetosiringon 100 uM, pH 5.8) bulundugu petriye alinmistir. Kalluslarin genetik
transformasyonu i¢in bakteri siispansiyonlarinin 100 plL’si, 500 mg kallus icin
kullanilmistir (Ipek, 2002). (Sekil 3.17 A, B). Oda sicakliginda ve karanlik ortamda
LBA4404 hiicreleri ile 2 gece inkiibasyona birakilan kallus dokulari siirenin sonunda
secici antibiyotigin bulundugu B5 ortamina alinmiglardir (Sekil 3.17 C). Kullanilan
ortamda segici antibiyotik olarak 100 pg/mL Kanamisin (Sigma Aldrich, A.B.D)
kullanilmistir. Kanamisin, plazmit aktarimi basar ile ger¢eklesmis bitki dokularinin
secimi i¢in kullanilmistir. Ortamlarda kullanilan diger bir antibiyotik Timentin
(Goldbio)’ dir (Chen ve Punja, 2002; Veillet ve digerleri, 2019). Timentin, bitki
dokularindan bakteri hiicrelerinin elemine edilmesi amaci ile kullanilmistir.
Ortamlarinda 10-14 giin duran kallus dokulari, mutasyon tasiyan dokularin tespiti
i¢in 40 ng/mL klorsiilforon (Veillet ve digerleri, 2019) ve 250 ug/mL Timentin i¢eren
yeni ortamlarina (B5 vitaminli toz ortam 3,16 g/L; siikroz 30 g/L, bitki agar1 7 g/L,
2,4-D 1 mg/L, kinetin 0,5 mg/L, pH 5.8) alinmislardir. Yeni kallus dokular1 gelisene

kadar besi ortamlar1 birka¢ haftada bir yenilenmistir.

Sekil 3.17. Kallus dokularma genetik transformasyon asamalar1 A), B) kalluslara
genetik transformasyon C) LBA4404 bakteri hiicreleri ile ko-kiiltivasyon
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3.8.3. Hipokaotillere Agrobacterium-aracili transformasyon

Turuncu havug fideleri %3 siikroz, %0,7 agar igeren MS ¢imlendirme ortamlarinda
dort hafta boyunca yetistirilmistir (Sekil 3.18 A). Havug fidelerine ait hipokotiller
I’er cm olarak kesilmislerdir (Sekil 3.18 B). Bitki eksplantlarmin tizerlerine
Agrobacterium hiicre siispansiyonlar1 eklenerek 15 dakika beklenmistir (Sekil 3.18
C). Siire sonunda bakteri siispansiyonu petriden ¢ekilmistir. Filtre kagidi araciligi ile
kurulanan eksplantlar, ko-kiiltivasyon ortaminin (B5 vitaminli toz ortam 3,16 g/L,
stikroz 30 g/L; bitki agar1 7 g/L, 2,4-D 1 mg/L, kinetin 0,5 mg/L, asetosiringon 100
uM, pH 5.8) bulundugu petrilere alinmiglardir (Sekil 3.18 D). Oda sicakliginda ve
karanlik ortamda bakteri hiicreleri ile 3 gece ko-kiiltiivasyona birakilan hipokotiller,
stirenin sonunda 100 pg/mL Kanamisin ve 250 png/mL Timentin antibiyotiklerinin de
bulundugu, kallus gelistirme ortamlarina alinmiglardir. Gegici ekspresyon i¢in uygun
olan 10 giiniin (Veillet ve digerleri, 2019) gegmesinin ardindan ortamdan Kanamisin
kaldirilmigtir ve eksplantlar, hedeflenen mutasyonu tasiyan dokular1 belirleyecek
olan 40 ng/mL klorsiilforon ve 250 pg/mL Timentin igeren yeni kallus gelistirme
ortamlarma alinmiglardir. Yeni kallus dokular1 gelisene kadar besi ortamlar1 birkag

haftada bir yenilenmistir.
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Sekil 3.18. Havug fidelerine ait hipokotillere Agrobacterium-aracili transformasyon
A) Dért haftalik turuncu havug fideleri B) 1 cm uzunlugunda kesilmis hipokotiller
C) LBA4404 bakteri soliisyonu ile muamele edilen hipokotil eksplantlar1 D) 72 saat
boyunca ko-kiiltivasyona birakilan hipokotil eksplantlari

3.9.Transgenik Kalluslarin Tasidiklar1 Mutasyonun PZR ve Sekans Analizi ile
Degerlendirilmesi

Klorsiilforon igeren segici ortamlarinda gelisimlerini siirdiiren kallus dokularinda
olusmas1 beklenen mutasyonun tespiti i¢in, dokulardan alinan Orneklerden DNA
izolasyonu yapilmigtir. Kallus DNA’larinin bir kismi dokularda T-DNA varliginin tespiti
i¢in kullanmilmistir. Bu tespit, AtU6-gRNA, Cas9, Nptll (Veillet ve digerleri, 2019) ve
Cizelge 3.4’te belirtilen ve Primer3 web programi (Primer3 web, 2021) aracilig: ile
tasarlanan CBE bolgelerine ait primerler kullanilarak PZR ile yapilmistir. Uygulanan
PZR kosullar sirasiyla; 95° C 4 dakika, 95° C 45 saniye, 50° C 50 saniye, 72° C 2 dakika
olarak 35 dongiidiir ve son uzatma 72° C’de 5 dakikadir. PZR {irlinlerinin %1,5’1ik agaroz
jelde, 98 V’da, 50 dakika boyunca kosturulmasinin ardindan, dokulardaki T-DNA varlig
kallus DNA’larinda belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. PZR’da kullanilan CBE bolgesine 6zel primerler

Uzunluk Tm

Primer Ad1 Primer Dizisi (5° 2 3’

**=>3) (be) °C)
CBE-F GCTTTGGAACTTGAGGGATAATG 23 58
CBE-R CAGCTGGACTCTTAGTGGTATG 22 59

Kromozom 2 ve kromozom 6 da bulunan ALS gen bolgeleri, daha 6nceden dizayn
edilen ve Bolim 3.5’de detaylari verilen primerler kullanilarak PZR ile
cogaltilmistir. Agaroz jelde goriintiilenen DNA fragmentleri steril bistiiri yardimi ile
kesilerek NucleoSpin Gel and PZR Clean-up kitinin (Macherey-Nagel, Almanya)
iretici firma protokoliine uygun olarak agaroz jelden izole edilmistir. Mutasyon
tespitinde kullanilan sekanslama hizmeti BM Yazilim Firmasi’ndan (Ankara-

Tiirkiye) alinmistir.
3.10. Somatik Embriyolarm Olusumu

Klorsiilforon iceren kallus gelistirme ortamlarinda gelisme gosterebilen kallus
dokulart siirglin olusumlart i¢in rejenerasyon ortamlarina alinmiglardir. Calismada,
rejenerasyon ortami olarak klorsiilforon (40 ng/mL) ve kinetin (0,6 mg/L) iceren kat1
(agar 7 g/L) Gamborg’s B5 (B5 vitaminli toz ortam 3,16 g/L; siikkroz 30 g/L pH:5,8)
ortamlari kullanilmistir. Bitki dokulari, 23 °C’de soguk beyaz floresan 1siklar altinda

16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamlarina alinmiglardir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. A), B) Rejenerasyon ortamina alinan kallus dokularinda siirgiin
olusumlari
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3.11. Somatik Embriyolarin Koklendirme Ortamlarina Alinmalari

Koklendirme ortami olarak klorsiilforon (40 ng/mL) etken maddesini bulunduran,
hicbir bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen, yar1 kat1 (agar 4 g/L) Gamborg’s B5
ortamlar1 (B5 vitaminli toz ortam 3,16 g/L, siikroz 30 g/L, pH:5,9) kullanilmistir.
Kok ve siirgiin gelisimlerini tamamlayan bitkicikler, koklendirme ortamlarinin
bulundugu kavanozlara alinarak, 23 °C’de soguk beyaz floresan 1siklar1 altinda 16
saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamlarinda biiyiimeye birakilmiglardir (Sekil 3.20 A,
B, C).

3.12. Koklenen Transforme Havug¢ Fidelerinin Klorsiilforon Toleranslarinin
Klorosiilforon Iceren Kallus Baslangic Ortamlarinda Kontrolii

Koklendirme ortamlarinda yeterli derecede kok gelisimi gosteren transforme havug
fidelerinden, Kklorosiilforonlu ortamda kallus gelistirebilme yeteneklerinin
gbzlemlenebilmesi i¢in, hipokotil ornekleri alinmistir. Alinan hipokotiller 1 cm
boylarinda kesilmistirler. Hipokotil eksplantlari klorsiilforon igeren kallus gelistirme
ortamlarina (3,16 g/L vitaminli BS ortami, %3 siikroz, %0,7 agar, 1 mg/L 2,4-D, 0,5
mg/L kinetin, 40 pg/L klorsiilforon pH 5,8) alinarak gelisimleri gozlemlenmistir.

3.13. Koklenen Havug Bitkilerinin Dis Ortama Alstirilmalari

Kokleri iyi gelismis, boylari yaklasik 6-8 cm olan fideler dis ortama alismalari igin
iclerinde vermikiilit olan kavanozlara alinmislardir. Vermikiilitler 800 mL’lik
kavanozlarm dortte birine kadar doldurulmustur. iglerine yar1 yogun sivi B5
ortamindan (B5 vitaminli toz ortam 1,58 g/L, pH:6,3) eklenen kavanozlar 121 ‘C’de
20 dakika boyunca 1 atmosfer basing altinda otoklavlanarak hazirlanmislardir.
Fidelerin aktarimi i¢in kullanilan ddH20, pensler ve cam malzemeler de 6nceden
otoklavlanarak hazirlanmiglardir. Kéklendirme ortamindan alinan havug fidelerinin
kokleri seker ve agar kalintilarindan arinmalari igin ddH2O ile iyice yikanmislardir.
Vermikiilit igerisinde yetistirilen havug fidelerinin bulundugu kavanozlar kok
yapilarinin geligsmeleri i¢in parafilm ile kapatilarak 23 °C’de 16 saat aydinlik, 8 saat
karanlik ortama birakilmiglardir (Sekil 3.20 D).
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Sekil 3.20. Koklendirme ortamina ve vermikiilite alinan turuncu havug fideleri
A) Bitkilerin koklendirme ortaminda gelisimleri B), C) Koklenen havug fidelerinin
vermikiilite alinma hazirliklar1 D) Fidelerin vermikiilitte gelisimleri

Kok yapilann iyice gelisme gosteren kavanozlarin agizlari kademeli olarak
gevsetilerek acilmstir (Sekil 3.21 A). Havug fideleri yar1 hacimde torf, yar1 hacimde
perlit bulunan saksilara alinarak polietilen posetler igerisinde 23 °C’de 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik ortama birakilmislardir (Sekil 3.21 B, C). Posetler, nem
dengesinin saglanmasi igin kademeli olarak agilmigtir. Saksilar 2-3 giin araliklarla

sulanmistir. Gelisme gosteren fideler posetlerinden ¢ikartilmiglardir (Sekil 3.21 D,
E).
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Sekil 3.21. Havug bitkilerinin kademeli olarak dis ortama alistirilmalari

A), B) Koklenmenin kontrolii C) Nem dengesi olusana kadar havug fidelerinin
polietilen posetlere alinmalar1 D) Kok gelisimi ve nem dengesi iyi olan fidelerde kok
durumlar1 E) Havug bitkilerinin uygun saksilara alinmalar
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4. BULGULAR

4.1. Genetik Transformasyona Hazirhlk Asamalarinda Elde Edilen Bulgular

Bu boliim havug hipokotil ve kallus dokularina genetik transformasyon yapilana kadar

gerceklestirilen asamalarin sonuglarini igermektedir.
4.1.1. Gen kasetinin dizayn edilmesi

Havu¢ genomunda, kromozom 2 ve kromozom 6’da bulunan ALS gen boélgelerine ait
bilgilere, NCBI veri tabaninda bulunan havu¢ genom versiyon ASM162521v1 aracilig1
ile erigilmistir. Bu veri tabanindan her bir kromozomda bulunan gen bdlgesinin igerdigi
ekzon ve intron sayilar1 ve gen bdlgesine ait detayli transkript ve lokasyon bilgilerine
ulagilabilmektedir. Kromozom 2’de bulunan (gen ID: 108209456) hedef bdlge 1 ekzon
igermektedir. Bolgede intron bulunmamaktadir (Sekil 4.1). ilgili gen bdlgesi 34757721.
ve 34760037. niikleotidler arasinda bulunmaktadir. Gen bdlgesinin transkript referans
numarasi; XM _017380368.1, niikleotid uzunlugu 2317 baz c¢ifti, protein referans
numarast; XP 017235857.1° dir ve kodladig1 protein 648 amino asitten olugmaktadir.
Kromozom 6’da bulunan gen (gen ID: 108228060) bolgesinde 1 ekzon bulunaktadir ve
intron bolgesi bulunmamaktadir (Sekil 4.2). Lokasyon olarak 21387631. ve 21389946.
niikleotidler arasinda bulunmaktadir. Gen bolgesinin transkript referans numarasi;
XM _017403536.1, niikleotid uzunlugu 2316 baz ¢ifti, protein referans numarasi;
XP _017259025.1° dir ve 648 amino asitten olusan bir proteini kodlamaktadir.

NC_ 0303821 | Find: Toals Tracks

14,760,400 lé4,TSﬁ,EBEI F-I,TEBK 34,759,600 \34759,688 J34,TS9,4BB 34759000 [34759K F‘l 758,800 |34,F58,6IBB 34,758,400 34,758,200 134,?58 K |3-

Genes, NCBI Daucus carota subsp. sativus Annotation Release 100, 2016-06-27

LOC1BG289456

TR 3 ¥
Ganes, INSDC annotation provided by USDA ARS
OCAR 0a7493
WRbA-ypothetica .. K2eeese

RilA-seq exon coverage, aggregate (filtered), NCBI Daucus carota subsp. sativus Annotation Release 100 - log base 2 scaled

RNA-seq Intron-spanning reads, aggregate (filtered), NCBI Daucus carota subsp. sativus Annotation Release 100 - log base 2 scaled

Sekil 4.1. Havug genomu versiyon ASM162521v1’e gore kromozom 2’de bulunan ALS
gen bolgesine ait 6zellikler
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NC_030386.1 | Find: Toals Tracks
200 (37400 [LIETROD  [AL38TEe0 LB 2309200 (2138400 2103600 [2L33800 3K PLA9200 1309400 [21389600 (21099800

Genes, MCBI Daucus carota subsp. sativua Annotation Releasze 100, 2016-06-27
LOCBz2E060

s B >

Genes, INSDC annotation provided by USDA ARS

0CAR 921621
aFtiA-higothaticd . Karsianad

RNA-seq intron-spanning reads, aggregate (filtered), NCBI Davcus carcta subsp. sativus Annotation Release 100 - log base 2 acaled
1989
54

ENA-seq exon coverage, aggregate (filtered), MCBI Dawcus carota subsp. sativus Annotation Release 100 - log base 2 scaled

ENA=-seq intron features, aggregate (filtered), NCBI Daucus carotz subsp. sativ.

Sekil 4.2. Havug genomu versiyon ASM162521v1’e gore kromozom 6’da bulunan ALS
gen bolgesine ait 6zellikler

Kromozom 2 ve 6’da bulunan hedef bolge dizileri ExPASy-translate programina
cevrimici yiiklenerek ALS gen bolgesine ait proteinin amino asit dizisi elde edilmistir.
Hedeflenen bolgeye 6zel olarak dizayn edilen gRNA dizileri ve mutasyon ile degisimi
ongoriilen Prolin amino asidinin lokasyonu her iki kromozom i¢in de belirlenmistir. Sekil
4.3’te amino asit dizileri belirtilmistir. Her iki kromozomda da kirmizi ile vurgulanmis
bolgeler agik okuma gergevelerini belirtmektedir. Mavi ile vurgulanan kisim klorsiilforon
toleransinin olusmasindan sorumlu (Boutsalis vd., 1999) ve bu ¢alisma i¢in de hedef olan
domaini, kirmiz1 belirte¢ ile belirtilen P ise ¢aligmada havu¢ genomunda degisimi

hedeflenen ve 175. sirada bulunan Prolin amino asidini ifade etmektedir.
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~ §'3' Frame 1 l[ RS N\
GSN-ATHSLYYDTHSVTSPSFPHLTTIQPYYKHTKTK-TILFFSFLQLSTMAATALKPSTAKPPPSLEPKSPOPFSRFSLPIRPPSQFHRPATLRIT
NVLSKPTPTTTTTAPQQFISRFSSDEPRKGSDVLVEALEREGVEHVFAYPGGASMEIHQALTRSQTIONILPRHEQGGIFAREGYARATGRPGICIA
TSGPGATNLVSGLADALLDSTPLVWDAFQETPIVEVTRS ITKHNYLVLDVEDIPRIVKEAFFLATSGRPGPVLIDIPKDIQQQLV
VPDWDQPMRLPGYLSRLPKFPNIGILEQIVRLISESKKPVLYVGGGCLNSGDELKREVELTGIPVASTLMGLGAYPCSDDLSLOMLGMHGTVYANYA
VDKSDLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKT PHVSVCTDMKLALEGLNKILESKRGSLKADFSSWREELKEQKTNNPLVFKT
FGEAIPPQYAIQVLDELTNGEAIISTGVGQHOMWAAQYYKYNRPROWLT SGGLGAMGFGLPAATGARVGRPDCVVVDIDGDGSFMMNVQELATIRAS
KLPIKILLLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGDPANESEIFPNMLKFARACNIKAARVTKVGDLRAAIQKMLDYPGPYLLDVIVPHQEHVLPMI
PSGGAFKDVITEGDGRSSY-AQVTT-LVLGTIHCISSLCNVMLSTDOLHFFRKRMS-VLFWLCNSAN-TLFTMF-RIL-EVFIYIK-VGGFLL

\ y,
~5'3 Frame 1 | L) U0
i il f
YATSPYLN-YISHTLTK--TALATHHTSTNTLSLSLALSLSMAASTAAKARMT TTAPPSLSSLKSLNPSSPFSLPFPPSPVSLRRESLEITNVLSHR
TSPSPIPTHTSRFPPSEPRKGSDILVEALEREGVNEVFAYPGGASMEIHQALTRSNAIKNILPREEQGGVFAREGYARATGKPGVCIATSGPGATNL
VSGLADALLDSIPIAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLNVEDIPRIVKEAFFLASSGRPGPVLIDIPKDVQQQLVVPDWDQPMR
LNGYVSRLPKTPDFGLLEQILIGESKKPVLYVGGGCLNSSEELKRFVELTGIPVASTLMGLGAFPGSDDLSLRMLGMHGTVYANYAVDQSDLLLA
FGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKIPHVSICADVKLALNGLNKIFESKEGSVKGEFSQWREELAAQKMNYPLSFKTFGEATPPQY
AIQVLDELINGSAIISTGVGQHOMWARQFYKYNRPROWLT SSGLGAMGFGLPAAIGAAVGRPDCVVVDIDGDGSFIMNVQELATIRVEQLPVKIMLL
NNQHLGMVVQWEDRFYKSNRAHTFLGDPENESEIFPDMLKFAEACNIEAARVTKKGELRAAIQKMLDYPGPYLLDVIVPHQERVLPMI PSGGAFKDY
ITEGDGRSSH-ASALANLLWHHTCTLQFLAQDVS-ISA-KSSVCCILTECMY-VYYTENLSCLGNYQLYY-IKYQLQ-LANFQEMLLCYVLEA

Sekil 4.3. Havug genomuna ait hedef ALS gen bdlgelerinin amino asit dizilerinin ve
degisimi hedeflenen Prolin amino asidinin EXPASyY c¢evrimigi programi kullanilarak
belirlenmesi

Kromozom 2 (kr 2) ve kromozom 6’ (kr 6) da bulunan ALS gen bolgelerini hedefleyen
gRNA dizileri sirasi ile gRNA1 ve gRNA2 olarak adlandirilmistir. Calismada kullanilan
plazmitte bulunan Cas9 enzimi Streptococcus pyogenes bakterisi temelli oldugu igin
PAM sekansi igin tarama yapilirken hedef bdlgede NGG dizisinin varligi dikkate
alimmustir. Her iki kromozom i¢in de belirlenen gRNA’lar ve 6zellikleri Cizelge 4.1°de

belirtilmistir. PAM sekanslar1 alt1 ¢izilerek belirtilen niikleotidlerdir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan gRNA1 ve gRNA2’nin 6zellikleri

Sekans bilgileri Hedef bolgedeki  Uzunluk

Gen : GC% gRNA adi
(5°-3") yeri (nt) (nt)
ALS CAAGTGCCAAGGAGGA
TGATTGG 667-689 23 50 gRNA1
(kr 2) E—
ALS CAAGTGCCTAGGAGAA
- TGATTGG 640-662 23 50 gRNA2
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gRNA’larin  belirlenmesinin  ardindan  sentezlettirilecek gen kasedi semasi
olusturulmustur. 5’ ucunda Pacl enzim kesim noktasi ile baglayan gen kaseti sirasi ile
universal AtU6-26 promotorii, gRNA1 dizisini, universal gRNA yapisal bolgesini ve
AtU6-26 terminator bolgesini kapsamaktadir. Baglayict DNA olarak Spel enzim kesim
bolgesini bulunduran kaset ayni sira ile promotdr bolgeyi, gRNA2 dizisini, yapisal
bolgeyi icermekte ve terminatdr bolgesi ile sonlanmaktadir. Fragmentin 3’ ucunda
BamHI enziminin kesim noktas: bulunmaktadir. Gen kasetine ait sema hazirlandiktan
sonra kesim enzimlerinin tanidiklar1 bolge sayilar1 plazmitte ve tasarlanan gen kaseti
dizilerinde kontrol edilmistir. Fragment, plazmite restriksiyon enzimleri araciligi ile
baglanmaktadir. Bu nedenle belirlenen enzim kesim noktalarinin plazmit ve gen
kasetinde birer adet olmasi ¢ok Onemlidir. Plazmit ve gen kaseti dizileri ayri ayri
GenScript ¢evrimici programina yiiklenerek kesim noktalari kontrol edilmistir. 18 956
b¢’den olusan plazmit ve 1446 bg’den olusan gen kaseti fragmentine ait program verileri
Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2’de goriildiigii gibi restriksiyon enzimlerinin kesim
noktalar1 sadece plazmitin klonlama bolgesinde ve gen kasetine klonlama amaciyla

eklenen dizilerde bulunmaktadir.

Cizelge 4.2. pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della plazmiti ve gen kasetinde kullanilan
restriksiyon enzim adlari, tanidig1 diziler ve kesim lokasyonlari

pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della Plazmiti ~ Gen Kaseti

Enzim Tamdigl TamdiZi  Lokasyon Enzim Tamdig Tamdi@i  Lokasyon
Ad Dizi Yer Ad1 Dizi Yer

Sayisi Sayisi
Pacl TTAATTAA 1 543/548 Pacl TTAATTAA 1 1/6
Spel ACTAGT 1 569/570 Spel ACTAGT 1 722/723
BamHI  GGATCC 1 563/564 BamHI GGATCC 1 1442/1442

Genetik transformasyon basamaklar1 uygulanmadan once Dragon c¢esidine ait bitki
ornekleri kurutularak DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Havug genomunda hedeflenen ALS
gen bolgeleri igin tasarlanan primerler (DC-ALS-CR2 F ve R, DC-ALS-CR6 F ve R)
kullanilarak yapilan PZR’da 477 b¢ uzunlugunda fragmentlere ait goriintiiler agaroz jel
elektroforezi sonucunda goriintiilenmistir  (Sekil 4.4). Elde edilen amplikonlar
gRNA’larin hedefledikleri bolgelerin dogrulanmasi i¢in sekans analizine gonderilmistir.

Sekans sonuglari kullanilarak havu¢ genomunda belirlenen gRNA’larin hizalama
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islemleri NCBI Nucleotide BLAST ¢evrimigi programi kullanilarak yapilmistir. Yapilan

calisma sonunda sekanslanan ALS gen bdlgesinde hedeflenen gRNA bdlgelerinin

dogrulugu tespit edilmistir. Eslesmeye ait sekans turuncu ile isaretlenerek gosterilmistir.
(Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

PO

et
DNA Ladder

Sekil 4.4. PZR ile ¢ogaltilan kromozom 2 ve 6’da bulunan ALS gen bdlgelerine ait DNA

fragmentlerinin agaroz jelde goriintiilenmest,

GeneDirex 100 bp

NK: negatif kontrol, DNA ladder:

12
50226533
71
50226473
131
50226413
191
50226353
251
50226293
311
50226233
37
50226173
431

50226113

ATT-TCCTCCGACGAGCCTCGAAAGGGCTCCGACGTGCTCGTCGAAGCCCTGGAACGCGA

UL LCELELEEEECELE LR R L L L L EELEL LT EL T LE T
ATTCTCCTCCGACGAGCCTCGAAAGGGCTCCGACGTGCTCGTCGAAGCCCTGGAACGCGA

AGGCGTGGAGCACGTCTTCGCGTACCCCGGTGGCGCCTCCATGGAGATTCACCAGGCTTT

LELLLLELLELCELEEEEEEEERE LR L LR EELL
AGGCGTGGAGCACGTCTTCGCGTACCCCGGTGECGCCTCCATGGAGATTCACCAGGCTTT

GCTCTCAGACCATTCAGAATATTCTTCCCAGGCATGAACAGGGCGGGATTTTCGC

lIIIII|I|l||I|I|||Il||IIIIIII|||I|II||III|IIIIIIIIIIIIIIIIII
CGCTCTCAGACCATTCAGAATATTCTTCCCAGGCATGAACAGGGCGGGATTTTCGC

TGCTGAGGGGTATGCTCGTGCCACCGGGCGCCCTGGAATCTGTATTGCAACTTCAGGGCC

LLLELELELELDELEEEEEEEEREEEEEEEEL L ELEL LT ELELL T
TGCTGAGGGGTATGCTCGTGCCACCGEGCGCCCTGGAATCTGTATTGCAACTTCAGGGCC

TGGAGCTACTAATTTGGTTAGTGGCCTTGCTGATGCGCTTCTTGATAGTACTCCGCTTGT

LLELELEEELEEEELEEEERELEE LR LI LT EEELLn T
TGGAGCTACTAATTTGGTTAGTGGCCTTGCTGATGCGCTTCTTGATAGTACTCCGCTTGT

CGCGATTACGGGGCAAGTGCCA GGACTGATGCATTTCAGGAAACTCC

LLLLLDLEEELEETTTET LT LT
CGCGATTACGGGGCAAGTGCCAAGGAGGATGATTGGGACTGATGCATTTCAGGARACTCC

TATTGTTGAGGTAACCAGGTCTATTACTAAGCATAATTATCTTGTTTTGGATGTTGAGGA

LLLLEEEEEEREEEEEE LR LR L LTI
TATTGTTGAGGTAACCAGGTCTATTACTAAGCATAATTATCTTGTTTTGGATGTTGAGGA

TAT-CCTAGGA 440

LI LU
TATTCCTAGGA 50226103

70
50226474
130
50226414
190
50226354
250
50226294
310
50226234
370
50226174
430

50226114

Sekil 4.5. ALS (kromozom 2) gen bolgesine ait sekans sonuglarina gore gRNAI ile
hedeflenen bolge, hizalamada {istteki niikleotid dizileri Dragon F1 havug ¢esidinden elde
edilen dizilerdir
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19 ccccccTTCCGAACCCCGAAAGGGTTCCGACATTCTGGTGGAAGCCCTTGAACGCGAAGL 78

LCCRCLCEEELEERELLETECLEEELLEEELEEED LETELLEEEELEETLLL LT

25455594 CCCCCCTTCCGAACCCCGAAAGGGTTCCGACATTCTGOTCGAAGCCCTTGAACGCGAAGG 25455653

79 CGTTAATCACGTCTTCGCGTACCCTGGTGGAGCCTCCATGGAGATCCACCAGGCTCTTAC 138

LLLELLETEECEEELELEEEEERELELL TR LT
25455654  CGTTAATCACGTCTTCGCGTACCCTGGTGGAGCC TCCATGGAGATCCACCAGGCTCTTAC 25455713

139 TTAAGAATATTCTCCCCCGCCACGAACAAGGCGGGGTTTTCGCTGC 198
II|||||III[|||||III|||||||II||||||IIII|||||IIII|||||lII|||||

25455714 AAGAATATTCTCCCCCGCCACGAACAAGGCGGGGTTTTCGCTGL 25455773

199 GCTACTGGGAAACCAGGTGTCTGCATTGCCACTTCTGGCCCTGG 258
|||||||II|[|||||I||l|||||||||||||I||||||||||||||||||]||ll|||

25455774 (GTGCTACTGGGARACCAGGTGTCTGCATTGCCACTTCTGGCCCTGG 25455833

259 GCTACCAATTTGGTCAGTGGACTTGCTGATGCTTTGCTTGATAGTATTCCGATTGTCGC 318
II|||||III[|||||III|||||||II|||||IIIII|||||IIII|||||]IIH|||

25455834  TGCTACCAATTTGGTCAGTGGACTTGCTGATGCTTTGCTTGATAGTATTCCGATTGTCGC 25455893

319 GATTAEGGGGCMGTGCCTMMTG&TTGGGMTGATG(GTTT(AGGMA(A((TAT 378

LCELELEEECEELCETECU LT LTI
25455894 GATTAEGGGGCMGTGCCTAGGAGMTGATTGGGACTGATGCGTTT(AGGMACA(CTAT 25455953

379 TGTTGAGGTAACAAGGTCTATTACTAAGCATAATTATCTTGTTTTGAATGTTGAGGATAT 438

LLLEDCELLEEEECEEEEEE PR EEEELEEL
25455954 TGTTGAGGTAACAAGGTCTATTACTAAGCATAATTATCTTGTTTTGAATGTTGAGGATAT 25456013

439 -CCAAGAA 445

25456014 TCCAAGAA 25456021

Sekil 4.6. ALS (kromozom 6) gen bolgesine ait sekans sonuglarina gore gRNA?2 ile
hedeflenen bolge, hizalamada {istteki niikleotid dizileri Dragon F1 havug ¢esidinden elde
edilen dizilerdir

Sekans sonuglarinda belirlendigi gibi gRNA bolgeleri hedeflenen gen bdlgesi ile birebir
eslesmektedir. Calismada kullanilan Cas9 enziminin hedef bolgede aradigi PAM sekansi
da (TGG) genomdaki hedef dizide bulunmaktadir. gRNA se¢imi bu ¢alisma i¢in oldukca

dogru goriilmektedir. gRNA’nin mutasyon etkinligi ileriki boliimlerde incelenecektir.

PZR ve sekanslamada kullanilan primerlerin havu¢ genomu iizerindeki gosterimi de
Clustal Omega’nin Multiple Sequence Alignment (Clustal Omega, 2022) aract
kullanilarak yapilmistir (Sekil 4.7 A ve B). Ayni zamanda bu programda genetik
transformasyon yapilmamis kontrol bitkisine ait hedef bolge ile NCBI referans sekansi

da hizalanmistir.
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DC-ALS-CR2-F

TCCAAACCCACCCCCACCACCACCACAACCGCCCCTCAACAATTTAfS ST XIS RTagae 360
____________________________________________________________ °
SIS SAGCCTCGAAAGGGCTCCGACGTGCTCGTCGAAGCCCTGGAACGCGAAGGCGTG aze
—————————————————— AGGCCCCGAGTGCTCGTCGAAGCCCTGGAACGCGAAGGCGTG a2
> > e e NC N NG N NC N N e S S S S S O I S K K N K ke i S S K S i Sk Sk
GAGCACGTCTTCGCGTACCCCGGTGGCGCCTCCATGGAGATTCACCAGGCTTTAACTCGC ase
GAGCACGTCTTCGCGTACCCTGGTGGCGCCTCCATGGAGATTCACCAGGCTTTAACTCGC 102
e < M dc S < e ko O e S O K S S s Sk Sk e e e S e S S i e e Sk Sk e S s S i S S e S S S N i Sk Sk S Sk K Sk ke Sk ok
TCTCAGACCATTCAGAATATTCTTCCCAGGCATGAACAGGGCGGGATTTTCGCTGCTGAG sae
TCTCAGACCATTCAGAATATTCTTCCCAGGCATGAACAGGGCGGGATTTTCGCTGCTGAG 162

3¢ 3 3 K 3 3 K K i 3K 3 3K 3 KO 3O 3K R R K S 3R i i K 3K 3 KO i 3 IO I K 3R 3 3K 3K 3K 3K 3K K i i 33K 3 K 3 S K 3 K Kk R R OK

GGGTATGCTCGTGCCACCGGGCGCCCTGGAATCTGTATTGCAACTTCAGGGCCTGGAGCT 600
GGGTATGCTCGTGCCACAGGGCGCCCTGGAATCTGTATTGCAACTTCAGGGCCTGGAGCT 222

36 3 K 3K M K K K KO K K KON RO 3 3 3 3k 3 3 3K R K 3K K I I i i i K 3K R 3 S Sk R 3 3 K 3 I3 K K R K K R K R R ok ok

ACTAATTTGGTTAGTGGCCTTGCTGATGCGCTTCTTGATAGTACTCCGCTTGTCGCGATT 660
ACTAATTTGGTTAGTGGCCTTGCTGATGCTCTTCTTGATAGTACTCCGCTTGTCGCGATT 282

S 3 < 3K 3 3 3 3K S S KO SIS 3K I Sk K KOS SR 3K I i K S i i i Sk i Sk i S SIS I I3 I i I i S S Sk S K K oK R oK

ACGGGGCAAGTGCCAAGGAGGATGATTGGGACTGATGCATTTCAGGAAACTCCTATTGTT 720
ACGGGGCAAGTGCCAAGGAGGATGAT TGGGACTGATGCATTTCAGGAAACTCCTATTGTT 342
3 3 < 3 3 3 3 Sk SR S S Sk i K K K i 3 K Sk Sk K 3k Sk Sk Sk i i i K 3 ik i 3k Sk Sk Sk i 3k i I K R i i i K Sk ok ok R ok ROk

GAGGTAACCAGGTCTATTACTAAGCATAATTATCTTIGTTTTGGATGTTGAGGATATTCCT 780
GAGGTAACCAGGTCTATTACTAAGCATAATTATCTTIGTTTTGGATGTTGAGGATATTCCT 402

S 3 3 < < < Sk K Sk 3 S Sk Sk S Sk S 3 S i 3 3 3k Sk Sk S Sk Sk i i S 3K S S 3 i ok Sk Sk Sk K S S S i K S i S i Sk S S Sk Sk K K KOk

AGGAT TGT TAAAGAGGCT TTCT T T T T e g e e e e e S eGGGGCCTGTTTTGATT 840
AGGATTGTTAAAGAGGCTTTCTTTTTAGCTACTTCGGGGAGGCCA- - - - - - - - - —-————— aaz

i i < e e K S S S K S S S i S S S e i i i Sk S i S Sk S Sk i i i S S i e Sk e 3k Sk i i Sk ok

DC-ALS-CR2-R A

DC-ALS-CRG6-F

TCCCCAATCCCAACT CAE s e sl s lleCGAACCCCGAAAGGGTTCCGAC 360Q
____________________________________________________________ e

GCCTCCATGGAGATCCACCAGGCTCTTACCCGCTCTAATGCGATTAAGAATATTCTCCCC as8e
GCCTCCATGGAGATCCACCAGGCTCTTACCCGCTCTAATGCGATTAAGAATATTCTCCCC 74

e s K K 3 3O K K I K K Sk i K KR K K ki i 3 i i ik 3k i i K R S i IO i ORI I I i SR R 3R i i R I R I K i R ik

CGCCACGAACAAGGCGGGGTTTTCGCTGCCGAAGGGTATGCTCGTGCTACTGGGAAACCA sS40

CGCCACGAACAAGGCGGGGTTTTCGCTGCCGAAGGGTATGCTCGTGCTACTGGGAAACCA 134
S 3k i K K S K i RO OOk 3K K Sk K 3K K I K I I IO K 3K 3k 3 3K K 3K K KO KOOI I 3K K K 3 3K KK K KK K K K K K K K

GGTGTCTGCATTGCCACTTCTGGCCCTGGTGCTACCAATTTGGTCAGTGGACTTGCTGAT 600

GGTGTCTGCATTGCCACTTCTGGCCCTGGTGCTACCAATTTGGTCAGTGGACTTGCTGAT 194
sk s 3 3k i i i K OO O3OK Sk i S Sk i 3K I K K KO OISk 33 3k i i i SOOI ik i i i i S i K K Sk K i KK 3K I K Rk R

GCTTTGCTTGATAGTATTCCGATTGTCGCGATTACGGGGCAAGTGCCTAGGAGAATGATT 66Q
GCTTTGCTTGATAGTATTCCGATTGTCGCGATTACGGGGCAAGTGCCTAGGAGAATGATT 254

s 3 i i i R 3 3O 3 3¢ ik i i Sk i i i i i i i I I i I i S i i i i i i i3I i I I S I i i i i i i i i I I I i I O N ik

GGGACTGATGCGTTTCAGGAAACACCTATTGTTGAGGTAACAAGGTCTATTACTAAGCAT 720
GGGACTGATGCGTTTCAGGAAACACCTATTGTTGAGGTAACAAGGTCTATTACTAAGCAT 314
S 3k Sk i S S 3K I IO 3K 3 I K Sk 3K 3K R K Sk I I IO i I IR K SO O 3K K IO KO SIOI0OIOK I I I K S K R K KOOI K K K KR

AATTATCTTGTTTTGAATGTTGAGGATATTCCAAGAATTGTTAAAGAGGCTTTCTTTTﬂE 780
AATTATCTTIGTTTTGAATGT TGAGGATATTCCAAGAATTGTTAAAGAGGCTTTCTTTTTG 374

3 s S K K K R 3 0 K K K R i kR R K K K 3 K 3 I i K K 3 R R R K 3R 3R KO3 3 I K 3 3 i R R 3 3R 3R K K 3 K 3 K K R K K R

[T N SRS AHeCGGGGCCTGTTTTGATTGATATACC TAAAGATGTGCAGCAGCAG 8ae
GCCTCATC-GGGTCGCCAAAA - — — = = = == — = == = = = = = = — = — ==~~~ — —— —— —— ——— — 394
e ke Sk 3k 3k 3k < *

DC-ALS-CR6-R B

Sekil 4.7. Havug genomunda ALS gen bolgelerini gogaltan primer ¢iftleri A) Kromozom
2 ALS gen bolgesini ¢ogaltan primer ¢ifti B) Kromozom 6 ALS gen bolgesini ¢ogaltan
primer c¢ifti, caligmada sekanslama her 2 kromozom i¢inde tek yonlii olarak R primerler
kullanilarak yapilmistir, hizalamada alttaki niikleotid dizileri Dragon F1 havug ¢esidinin
sekanslanmasi ile elde edilen dizilerdir
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4.1.2. pUC-GW-Amp plazmitinin ¢ogaltilmasi ve plazmit izolasyonu

Gen kasetinin dizi bilgisi, sentezlenmek {izere GENEWIZ Firmasi (South Plainfield,
A.B.D.) ile paylasilmistir. Firma tarafindan sentezlenen gen kaseti laboratuvarimiza
pUC-GW-Amp plazmitine klonlanarak gonderilmistir. NEB 10 Beta Kompotent E. coli
hiicrelerinde c¢ogaltilarak izole edilen plazmitlerin miktarlart Qubit (Invirogen, A.B.D)

Olctimlerine gore 289 ng/ul olarak belirlenmistir.

4.1.3. Genetik trasformasyonda kullamilan pDicAID nCas9-PmCDA_Nptll_Della
plazmitinin klonlamaya hazirlanmasi

pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della plazmitleri NEB 10 Beta Kompotent E. coli
hiicrelerinde cogaltilmistir. Bakteri hiicrelerinden izole edilen plazmitlerin miktarlar
Qubit (Invirogen, ABD) dl¢iimlerine gore 314 ng/ul olarak belirlenmistir. izolasyonu
yapilan plazmitlerin dogrulugu, plazmitte bulunan Nptll gen bolgesi i¢in dizayn edilen
primerler kullanilarak PZR ile belirlenmistir. Yaklasik 592 bg¢ uzunlugunda DNA
fragmenti elde edilmistir (Sekil 4.8). Bu fragment, izole edilen plazmitin

pDicAID_nCas9-PmCDA Nptll Della plazmiti oldugunu dogrulamaktadir.

Nptll DNA

Sekil 4.8. izole edilen plazmitlerde Nptll gen bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi, DNA
ladder: Thermo Scientific GeneRuler 1 kb Plus
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4.1.4. pUC-GW-Amp ve pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitlerinin
restriksiyon enzimleri ile kesilmeleri

Gen Kkaseti, transformasyonda kullanilan pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_Della
plazmitine restriksiyon enzimleri kullanilarak klonlanmistir. Bunun i¢in pUC-GW-Amp
ve pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitleri Pacl ve BamHI enzimleri ile
kesilmislerdir. pUC-GW-Amp plazmitinde Pacl enziminin kesim noktasi
(5'TTAAT|TAAZ3") plazmite klonlanan gen kasetinin 5’ ucunda bulunmaktadir. BamHI
enziminin kesim noktas1 (5'G|GATCC3'") ise gen kasetinin 3’ ucunda bulunmaktadir.
Plazmit, bu iki enzim tarafindan kesilerek sonuglar %]1’lik agaroz jelde
degerlendirilmistir. Jelde 1446 b¢ uzunluguna sahip gen kasetine ve 2671 bg uzunluguna
sahip pUC-GW-Amp plazmitine ait 2 farkli bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.9).
Gen  kaseti  fragmenti ile aym enzimlerle kesilen pDicAID nCas9-
PmCDA_Nptll_DELLA plazmiti birbirlerine baglanabilmek i¢in gerekli uygun uglara
sahip olmustur. Gen kasetine ait DNA fragmenti jelden izole edilerek pDicAID_nCas9-
PmCDA_Nptll_DELLA plazmitine klonlanlama asamasina geg¢ilmistir.

SREBE) |

Sekil 4.9. GW-Amp (2671 bg) plazmitinin Pacl ve BamHI enzimleri ile kesim
sonuglarinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi, 1 ve 5 numarali kuyucuklar; gen kaseti
icermeyen GW-Amp plazmiti, 2 ve 4 numarali kuyucuklar; gen kasetini tasryan GW-Amp
plazmitinin Pacl ve BamHI enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan bantlar, DNA ladder:
Sinapse 1 Kb
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4.1.5. Gen kasetinin pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitine ligasyonu
ve cogaltilmasi

5> ve 3’ uclart benzer sekilde kesilmis gen kaseti fragmenti ¢alismada kullanilan
pDicAID_nCas9-PmCDA _Nptll_DELLA plazmitine T4 DNA Ligaz enzimi ile
baglanmistir ve plazmit NEB 10 Beta Kompotent E. coli hiicrelerinde gogaltilmistir.
Olusan bakteri hiicrelerinden rastgele koloniler secilerek sivi ortamlarina inokiile
edilmislerdir. Sivi ortamlarinda biliylime gosteren bakteri kolonilerinden plazmit
izolasyonu yapilmistir. 5 farkli koloniye ait bakteri hiicrelerinden izole edilen plazmitler
klonlama basarisinin tespiti igin Pacl ve BamHI| enzimleri ile kesilmistir.
pDicAID_nCas9-PmCDA_ Nptll DELLA plazmitinin uzunlugu 18 956 bg¢’dir. Gen
kaseti 1446 b¢ uzunlugundadir. Farkli bakteri kolonilerinden elde edilen plazmitlerin
enzimlerle kesimi sonucu 18 956 ve 1446 bg’lik uzunluklara sahip 2 bant gériintiistiniin

elde edilmesi, klonlamanin basari ile yapildiginin gostergesidir (Sekil 4.10).

pOWAID - aCars® PrC DA
PO AID »lard PC DA

3
:
:
3
2

Gen Kaseti Gen Kasett Gen Kaset: Gen Kaset1 Gen Kaset:

Sekil 4.10. pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin Pacl ve BamHI
enzimleri ile kesimi, alttaki kiiglik bantlar 1446 bg’lik gen kasetine ait fragmentler, K1,
K2, K3, K4 ve K5: kesim uygulanmamis plazmitler (kontrol), DNA Ladder: Thermo
Scientific GeneRuler 1Kb Plus
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4.1.6. pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin NEB 10 Beta E. coli
hiicrelerinden LBA4404 Agrobacterium irkina transformasyonu

pDicAID_nCas9-PmCDA Nptll DELLA plazmitini iceren NEB 10 Beta E. coli
bakterilerinden plazmitlerin Agrobacterium LBA4404 irkina aktariminda ‘tri-parental
mating’ yontemi kullanilmistir. Bu yontemde donér bakteri irki, pDicAID nCas9-
PmCDA Nptll DELLA plazmitini tastyan NEB 10 Beta E. coli bakterileridir. Bu
bakteriler ortamlarina 65 pg/mL Spektinomisin eklenerek secilmislerdir. Bakterilere bu
antibiyotige kars1 dayanim saglayan tasidiklar pDicAID nCas9-
PmCDA_Nptll DELLA plazmitidir. Petrilerde koloni gelisimi gosteren bakteriler ayni
zamanda ‘151 soku’ yontemi ile plazmit gegiginin oldugu hiicrelerdir. Yontemdeki alici
bakteri irki LBA4404 bakterileridir. Bu bakteriler besiyerlerine 100 pg/mL Rifampisin
eklenerek biyiitilmislerdir. Petride sadece Rifampisine dayanikli olan LBA4404 irkina
ait koloniler biiytiyebilmislerdir. Yontemde kullanilan son bakteri irki plazmit aktarimini
baslatmak icin gerekli genleri tasiyan yardimci bakteri irkidir. Caligmada pRK2013
yardimer (helper) plazmitini tasiyan E.coli HB101 hatti kullanilmigtir. Bakterilerin
besiyerlerine 50 pg/mL Kanamisin eklenerek bu besiyerde biiylime gosteren bakteri
kolonileri secilmistir. Secilen her ti¢ bakteri irkina ait koloniler herhangi bir antibiyotigin
bulunmadigi petrilere ekilmislerdir. Burada amag¢ konjugasyon ile plazmitin LBA4404
bakteri hiicrelerine gecisini saglamaktir. Petride gelisme gosteren kolonilerin
seleksiyonlar1 100 pg/mL Rifampisin ve 65 pg/mL Spektinomisin igeren besi
ortamlarinda yapilmistir. Bu ortamlarda Rifampisin oldugu i¢in sadece LBA4404 bakteri
irklart gelisebilmektedir. Ayni zamanda ortamda bulunan Spektinomisin antibiyotigi,
plazmit aktarimi basarili olan LBA4404 bakteri hiicrelerinin biiyiiyerek sec¢ilmesine
olanak saglamistir (Sekil 4.11 A). LBA4404 irkina ait olan Rifampisine dayanikli ancak
plazmiti tasimadig1 i¢in Spektinomisine karsi hassas olan plazmit aktarimi yapilmamis
LBA4404 hiicreleri, Spektinomisin ve Rifampisin bulunan petrilerde biiylime
gosterememistir (Sekil 4.11 B). Bu petrilerden alinan koloniler s1vi ortamlarina inokiile
edilip biytitiildiikten sonra, bakteri siispansiyonlarinin gliserol stoklar1 yapilarak havug

bitki dokularinin genetik transformasyonlarinda kullanilmigtir.
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Sekil 4.11. LBA4404 bakterilerinin Rifampisin ve Spektinomisin igeren segici
ortamlarinda biiyiitiilmeleri A) Plazmit aktarimi yapilan LBA4404 hiicrelerinin segici
ortamda biiyiitilmesi B) Plazmit aktarimi yapilmamigs LBA4404 hiicrelerinin segici
ortamda biiytitiilmesi

4.1.7.pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin LBA4404
Agrobacterium wrkina transformasyonlarinin kontrolii

LBA4404 bakteri hiicreleri bitki dokularinin genetik transformasyonlarinda kullanilmak
lizere stoklanmadan Once, plazmit aktarimmin basarisinin tespiti amaci ile bakteri
kiiltiiriinden alinan hiicreler ile PZR yapilmistir. Aktarimi yapilan pDicAID nCas9-
PmCDA_Nptll_DELLA plazmitine ait gRNA, Nptll, Cas9 (Veillet ve digerleri, 2019) ve
CBE bolgeleri igin dizayn edilen primerler kullanilmistir (bkz Cizelge 3.4). Bu bolgeler
icin elde edilen PZR iiriinlerine ait bantlar Sekil 4.12°de verilmistir. LBA4404 bakterileri
hiicrelerinde plazmitin gRNA, CBE, Nptll ve Cas9 bolgeleri icin elde edilen fragment
biiyiikliikleri pozitif kontrol olarak kullanilan plazmit DNA’sindaki fragment boyutlari
ile ayn1 bulunmustur. Bu sonug¢ plazmitin ‘tri-parentel mating” yontemi ile NEB 10 Beta
E. coli bakterisinden LBA4404 Agrobacterium bakterisine basarili bir sekilde transforme

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. LBA4404 bakteri hiicrelerinde transformasyon basarisinin PZR ile
saptanmasi, PK: plazmit kontrol, LBA: LBA4404 hiicreleri, NK: negatif kontrol, DNA
Ladder: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus

4.1.8. Transformasyon i¢in steril eksplantlarin elde edilmesi ve uygun besi ortaminin
belirlenmesi

Havug¢ tohumlarinin sterilizasyonunda Rosales-Mendoza ve digerlerinin (2007)
calismalarinda kullandiklar1 sterilizasyon yontemi optimize edilerek kullanilmistir.
Sterilizasyondan sonra besi ortamlarina ekilen tohumlarin ¢imlenme oranlar1 yaklasik
%80 olarak belirlenmistir. Bu sonug sterilizasyon ydntemin tohumlarin ¢imlenme

giiclerini ¢ok etkilemedigi gostermektedir.

Dort haftalik havug fidelerinin hipokotilleri yaklasik 1’er cm kesilerek kallus baslangic
ortamlarina alinmislardir. Kallus olusumunun optimizasyonunda iki farkli kallus
baslangi¢ ortam1 kullanilmistir. Bu ortamlar MS-k (MS vitaminli toz ortam; 4,43 g/L,
stikroz 30 g/L, plant agar 7 g/L, 2,4-D 1 mg/L, kinetin 0,1 mg/L, pH 5.8 (Ipek, 2002) ve
B5-k (BS5 vitaminli toz ortam; 3,16 g/L, sikkroz 30 g/L, plant agar 7 g/L, 2,4-D 1 mg/L,

86



kinetin 0,5 mg/L, pH 5.8) ortamlar1 olarak adlandirilmistir. Yaklagik olarak 4 haftanin
sonunda kallus dokular1 genetik transformasyon i¢in uygun biiytikliige gelmislerdir.
Ancak B5-k ortaminda gelisen kallus dokular1 daha parlak sar1 ve yumusak dokulu olarak
olurken (Sekil 4.13 A) MS-k ortaminda gelisen kallus dokular1 daha koyu renkli ve sert
yapili olmuslardir (Sekil 4.13 B). Bu sonuclar neticesinde tez calismasinda genetik

transformasyonda kullanilan kallus dokular1 B5-k ortaminda yetistirilmislerdir.

Sekil 4.13. B5-k ve MS-k ortamlarinda olusan kallus dokular1 A) B5-k ortaminda olusan
kallus dokular1 B) MS-k ortaminda olusan kallus dokulari

4.2. Havug¢ Kallus Dokularina ve Hipokotillerine Genetik Transformasyon

Bu boliim, havug fidelerinden elde edilen kallus dokularina ve hipokotillerine yapilan

Agrobacterium-aracili transformasyona ait bulgular1 igermektedir.
4.2.1. Kallus dokularma Agrobacterium-aracih transformasyon

Havug kallus dokulari, tizerlerine bakteri soliisyonu damlatildiktan sonra pens yardimu ile
yaralanmiglardir. Bakteri solisyonunun par¢alanmis kallus dokusuna homojen bir sekilde
temas ettiginden emin olunduktan sonra dokular, yiizeylerine steril filtre kagidi yayilmis
ko-kiiltivasyon ortamlarina alinmiglardir (Sekil 4.14 A). Filtre kagidi hem bakteri
hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasini engellemek hem de kiiciik doku pargalarinin kayip
oranlarin1 en aza indirmek i¢in kullanilmistir. Her transformasyonda filtre kagidinin
olmadig1 petriler de kullanilmistir. Bu petrilerin kullanilmalarinin amaci 48 saat sonunda
bakteri harelerinin gozlenmesidir (Sekil 4.14 B). 7-8 hafta icerisinde LBA4404 bakteri
hiicreleri ile enfekte olan hiicreler gozle goriiliir sekilde kallus dokularinda biiytimeye

baslamistir (Sekil 4.14 C). Transformasyonun olmadig1 dokularda, ortamlarda bulunan
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Kanamisin ve klorsiilforon nedeni ile kahverengilesmeler ve sonunda Oliimler

goriilmistiir (Sekil 4.14 D).

Sekil 4.14. Kallus dokularina genetik transformasyon ve dokularin gelisimleri

A) Petrilere steril filtre kagitlarinin yerlestirilmesi B) Ko-kiiltivasyonda olusan bakteri
hareleri C) Transformasyonun basarili oldugu petrilerde kallus dokularinin geligsmesi

D) Transformasyonun olmadigi kallus dokularinda meydana gelen 6liimler

4.2.2. Hipokaotillere Agrobacterium-aracili transformasyon

Hipokotil ~ transformasyonunda  bitki  eksplantlarina  Agrobacterium-aracilt
transformasyon, transgenik kallus olusumu gozlemlenene kadar farkli zamanlarda
kurulan denemeler ile yapilmistir. Kallus olusumunun gézlemlenmedigi petrilerdeki
hipokotil eksplantlari, ortamlarindaki segici ajanlarin etkisiyle 6lmislerdir (Sekil 4.15 A).
Transgenik kallus olusumu gozlenen genetik transformasyonda 187 hipokotil eksplanti
kullanilmistir. Trasformasyondan birkag¢ hafta sonra hipokotil eksplantlarinin uglarinda
kallus olusumlar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.15 B). Calismada transformasyon etkinligi
%S5,35 olarak hesaplanmistir. Transformasyon etkinligi Ebrahimzadegan ve Maroufi
(2022)’nin ¢alismasinda belirtildigi sekilde asagidaki formiil kullanilarak yapilmistir. Bu
tez ¢aligmasinda 187 hipokotilin kullanildigi Agrobacterium-aracili transformasyonda

gelisen transgenik kalluslardan 10 adet bitki elde edilmistir.

Transformasyon etkinligi (%) = (Transgenik bitki sayisi/enfekte edilen eksplant sayis1) x 100

Transformasyon etkinligi (%) = (10/187) x 100=5,35
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Sekil 4.15. Hipokotil eksplantlarina Agrobacterium-aracili transformasyon
A) Transformasyonun basarili olmadigi hipokotil eksplantlar1 B) Transformasyonun
basaril1 oldugu hipokotil eksplantlarinda kallus dokularinin gelisimi

4.2.3.Transgenik kalluslarin tasidiklari mutasyonun PZR ve sekans analizi ile
degerlendirilmesi

Mutasyonun  genomik diizeyde Dbelirlenebilmesi i¢in  hipokotil ve kallus
transformasyonlarindan gelen kallus dokularindan DNA izolasyonu yapilmustir.
Transforme kallus dokularindaki T-DNA entegrasyonunun saptanabilmesi i¢in AtU6-
gRNA, Cas9, Nptll ve CBE bolgelerine gore dizayn edilmis primerler ile PZR
yapilmigtir. PZR iiriinleri agaroz jele yiiklendiginde; Cas9 bolgesine 6zel primerler
kullanilarak goriilmesi beklenen 260 bg¢ uzunlugundaki bant, gRNA (AtU6-gRNA)
bolgesine 6zel primerler kullanilarak goriilmesi beklenen 347 bg¢ uzunlugundaki bant,
CBE bolgesine 6zel primerler kullanilarak goriilmesi beklenen 212 bg¢ uzunlugundaki
bant ve Nptll bolgesine 6zel primerler kullanilarak goriilmesi beklenen 592 bg
uzunlugundaki bant goriintiilenmistir (Sekil 4.16). Bu sonug trasformasyon yapilan kallus
dokularindaki T-DNA varligin1 gostermektedir.
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DNA ladder F

Cas9 260 bg

DNA ladder

NptIl 593 bg

Sekil 4.16. Plazmite ait primerler kullanilarak transformasyon yapilan kallus dokularinin
PZR ile kontrolii, PK: plazmit kontrol, 5-4-3-2-1: transforme kalluslar, NK: negatif
kontrol, DNA ladder: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp

PZR ile kontrol edilen ve segici ajanlarin oldugu petride biiylime goéstermeye devam
edebilen 4 adet transgenik kallusa ve kontrol grubuna ait DNA 6rnekleri hedef bolgenin
sekanslanmas1 i¢cin BM Yazilim Firmasi (Ankara, Tiirkiye)’'na gonderilmistir.
Sekanslama sonuglarinin  kromotogramlar1 incelendiginde gRNA1’in hedefledigi
kromozom 2 ALS gen bolgesinde, 4 transforme kallusta da PAM sekansini takip eden 14.
sitozin bazlarinda timin bazina doniisiim oldugu gézlenmistir (Sekil 4.17 A). Ancak
gRNA2’nin hedefledigi kromozom 6 ALS gen bolgesinde hi¢bir mutasyon
gozlemlenmemistir (Sekil 4.17 B). Sekans analizlerinin degerlendirilmesinde BioEdit

Sequence Alignment Editor Programi versiyon 7.2.5 kullanilmistir.
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Kontrol Kr2 ALS

330 340

CAAGTGCCAAGGAGGATGA 'J‘l G
! 1
- |HEDEF PAM

TK1 Kr2 ALS

TK2Kr2 ALS

330 0

Jb

330
CAAGTGCCAAGGAGGATGATTGG| [CAAGTOCCAAGGAGGATGATTOO

340

TE4 Kr2 ALS

330 340 330 3
CAAGTGCCAAGGAGGATGATTGG| |CAAGTGCCAAGGAGGATGATTGE

340

330 340
l(‘.\\GTGCC T.\GG.‘\Gv\Y\TG.\T‘TGG

3 Ll o

CAAGTGCCTAGGAGAATGATTGGE

330 30
CAAGTIGCCTAGGAGAATGATTGG

Sekil 4.17. Transforme kallus dokularinda hedeflenen kromozom 2 (Kr2) ve kromozom
6 (Kr6) da bulunan ALS hedef bolgelerinin Sanger dizilenmesi ile elde edilen

kromatogramlar A) Kromozom 2’de hedeflenen ALS gen bdlgesine ait kromatogramlar
B) Kromozom 6’da hedeflenen ALS gen bdlgesine ait kromatogramlar
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4.2.4. Somatik embriyolarin koklendirme ortamlarina ahinmalari

Hipokotil ve kallus dokularina yapilan transformasyon sonrasi gelisen kallus dokular1 her
tic haftada bir klorsiilforon iceren yeni kallus gelistirme ortamlarinda alt kiiltiirlere
alimmiglardir. Bu  dokular rejenerasyon ortamlarina alindiklarinda  hipokotil
transformasyonundan gelen bazi kallus dokularinda siirgiin olusumlar1 baglarken, kallus
transformasyonundan  gelen kallus dokularinda  siirglin =~ olusumu  olmadig:
gozlemlenmistir (Sekil 4.18 A). Bu kallus dokular1 gelistikge daha koyu turuncu renk
alarak dis ylizeylerinde camsi bir tabaka olusmustur (Sekil 4.18 B). Hipokotil
transformasyonu sonucu olusan kallus dokularindan gelisen 20 adet siirglin farkli
zamanlarda 40 ng/mL klorsiilforon i¢eren koklendirme ortamlarina aktarilmistir (Sekil
4.18 C). Koklendirme ortaminda bulunan klorsiilforon etken maddesinin segiciligini
belirlemek igin, genetik transformasyonun yapilmadigi kontrol grubuna ait kalluslardan
gelisen birkag siirgiin ayn1 konsantrasyonda klorsiilforon i¢ceren koklendirme ortamlarina
alinmustir. Siirglinler bu ortamda gelismemis ve bir siire sonra Slmiislerdir (Sekil 4.18 D).
Bu sonu¢ mutasyon tastyan bitkiler i¢in klorsiilforonun yeterli dozda ve etkin segici ajan
olarak ortamda bulunmasmi dogrulamaktadir. Koklendirme ortamia alinan 20
transgenik siirgiinden 5 tanesi kok gelisimi gostermeyip Olmiistiir. Kalan 15 havug
bitkicigi iyice koklenme gdsterdikten sonra yari yogun sivi B5 ortaminin bulundugu,

steril vermikiilit ortamlarina alinmislardir (Sekil 4.18 E).
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Sekil 4.18. Somatik embriyolarin kdklendirme ortaminda gelisme asamalari A) Siirgiin
gelisimi olan transforme kallus dokular1 B) Siirgiin gelisimi olmayan transforme kallus
dokular1 C) Klorstilforon igeren koklendirme ortaminda gelisen havug bitkisi

D) Klorsiilforon igeren kdklendirme ortaminda, transforme olmayan havug bitkiciklerinin
gelisimleri E) Transforme fidenin koklendirme ortamindaki kok gelisimi

4.2.5. Koklenen transforme havu¢ fidelerinin Kklorsiilforon toleranslarinin
klorsiilforon iceren kallus baslangic ortamlarinda kontrolii

Vermikiilitlere alinmadan hemen o6nce Agrobacterium-aracili transformasyon
sonucu elde edilen turuncu havug fidelerinden hipokotil 6rnekleri alinmustir.
Klorsiilforon dayanimlarmin tespiti i¢in yapilan bu calismada, transformasyon
yapilmamis gruba ait fidelerden iki kontrol grubu ve transforme fidelerden olusan
birer kontrol grubu olusturulmustur. Kontrol gruplarinin ilkinde (Sekil 4.19 A)

transformasyon yapilmamig grubuna ait fidelerden alinan hipokotiller, klorsiilforon
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icermeyen kallus gelistirme ortamina alinmiglardir. Yaklasik 6 hafta icerisinde kallus
dokularinin tamamu ile olustugu gézlemlenmistir. ikinci kontrol grubu (Sekil 4.19 B)
ortama eklenen klorsiilforonun etkinligini belirlemek amaci ile olusturulmustur.
Transformasyon yapilmamis havug fidelerine ait hipokotil eksplantlari, transforme
havug eksplantlart i¢in hazirlanan klorsiilforonlu kallus gelistirme ortamlarina
alinmiglardir. Hipokotil ekspantlarinin bu ortamlarda kahverengileserek oldiikleri
gbzlemlenmistir. Bu sonug, ¢calisma boyunca kullanilan klorstilforon dozunun secici
ajan olarak dogru konsantrasyonda kullanildigini géstermektedir. Ugiincii kontrol
grubunda (Sekil 4.19 C) transforme havug fidelerine ait eksplantlar kullanilmistir. Bu
kontrol grubunun amaci, havug fidelerinin topraga alinmadan son bir kez
klorstilforon toleranslarinin gozlenmesidir. Denemede kullanilan tiim hipokotil
eksplantlarinin secici ortamlarinda kallus olusturabildigi gozlemlenmistir. Ancak
kallus gelisimleri ilk kontrol grubuna gore (Sekil 4.19 A) ¢ok daha uzun stirmiistiir.
Yaklasik 10 haftada gelisen kallus dokularinin, ortamlarinda klorsiilforon oldugu i¢in
ya da kullanilan eksplantlarin, calismada kullanilan hipokotil eksplantlarina oranla

daha yaslh oldugu i¢in daha uzun siirede gelisim gosterdikleri diislintilmektedir.

Sekil 4.19. Transformasyon yapilmamis ve transforme kallus dokularindan gelisen
bitkilerin hipokotillerinin klorsiilforon i¢eren kallus baslangi¢ ortamlarina alinmalari
A) Kallus gelistirme ortaminda gelisen kontrol bitkisine ait hipokotil eksplantlari

B) Klorsiilforon igeren kallus gelistirme ortaminda bulunan kontrol bitkisine ait
hipokotil eksplantlar1 C) Klorsiilforon igeren kallus gelistirme ortaminda bulunan
transforme havug fidelerine ait hipokotil eksplantlari
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4.2.6. Koklenen havug bitkilerinin dis ortama ahstirilmalari

Bu boliimdeki tiim uygulamalar 18 saat aydinlik, 6 saat karanlik beyaz floresan
1isiklarina sahip bitki biiylitme raflarinda 23 °C sicaklikta gerceklestirilmistir (Sekil
4.20 A). Koklendirme ortamlarinda kok gelisimi iyi olan havug bitkileri
vermikiilitlere alinmislardir. Vermikiilit ortamlar1 bitkilerin topraga ge¢meden
onceki son ortamidir. Bu ortamlarin partikiillii yapisi sayesinde bitki kokleri toprakta
yasama adaptasyonunu kazanabilmektedir. Vermikiilite eklenen vitaminli sivi
Gamborg BS5 ortami bitkilere ihtiyag duyduklari makro ve mikro elementler ile
vitaminleri saglamasi i¢in kullanilmistir. Calismada 15 transforme havug bitkisi
vermikiilit ortaminda iyi koklenme ve gelisme gostermistir. Fidelerin kok gelisimleri
kavanoz altlarindan kontrol edilmistir (Sekil 4.20 B). Yesil aksami iyi gelismis ve
kokleri kavanoz dibini saracak kadar gelisme gosteren bitkilerin bulundugu
kavanozlarin kapaklar1 kademeli olarak gevsetilerek bitkilerin dis ortama alismasi
saglanmigtir (Sekil 4.20 C ve D). Calismada filtreli kapaklara sahip kiiltiir kaplari
kullanilmadigi i¢in 5 adet bitki nem dengesini saglayamayarak kurumustur. Yari
hacimde perlit i¢eren torf dolu saksilara alinan 10 bitki iyice sulandiktan sonra
polietilen posetlere koyulmuslardir (Sekil 4.20 E). ilk haftalarda kapali olan posetler
kademeli olarak acilmaya baslanmistir. Saksilara haftada iki kez, kaynatilip
sogutulmus su ile sulama yapilmistir. Nem dengesini iyice saglayabilen 7 bitki
posetten tamamen ¢ikarilmistir. Depo kok olusumu baglayan havug bitkileri daha

bliyiik saksilara alimnmiglardir (Sekil 4.20 F).
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Sekil 4.20. Havug fidelerinin dis ortama alistirilmalar1 A) Bitkilerin biiytitiildiikleri 151k
rafi B) Vermikiilitte gelisen kok yapilar1 C), D) Gelisme gosteren fide kavanozlarinin
kapaklarinin kademeli olarak agilmasi E) Havug fidelerinin polietilen posetlere alinmasi
F) Depo kok olusumu baslayan havuglarda saksi degisimlerinin yapilmasi

Transforme fideler ve genetik transformasyon yapilmamis kontrol grubuna ait fideler
morfolojik olarak karsilastirildiklarinda 2 grup arasinda herhangi bir farklilik

gbzlemlenmemistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Transforme fidelerin kontrol grubundaki fideler ile morfolojik olarak
karsilagtirilmast A), G) Transforme havug fideleri H) Kontrol grubu 1) Kontrol grubu
fideye ait yaprak yapis1 I) Genetik transformasyon yapilmis fideye ait yaprak yapist
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Kalluslardan elde edilen ve dis ortama tamamen alisan 7 adet transforme havug bitkisi ve
transformasyon yapilmamis havug bitkisine (kontrol) ait DNA 6rnekleri hedef bolgenin
sekanslanmas1 i¢cin BM Yazilim Firmasi (Ankara, Tiirkiye)’'na gonderilmistir.
Sekanslama sonuglarina ait kromotogramlar incelendiginde, transforme tiim havug
fidelerinde, gRNA1’in hedefledigi kromozom 2 ALS gen bolgesinde PAM sekansini takip
eden 14. sitozin bazlarinda timin bazina doniisiim oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.22).
Sekans analizlerinin degerlendirilmesinde BioEdit Sequence Alignment Editor Programi

versiyon 7.2.5 kullanilmistir.

Kontrol Bitkisi Iransforme Fide 1 Transforme Fide 2

Ki2 ALS Kr2 ALS

330 340 3 M ) 30 3
PAAGTGCCAAGGAGGATGATIOGH[CAAGTGCCAAGGAGGATGATTOE] [CAAGTGCCAAGGAGGATGATIC
1
' F HEDEF PAM | I,
L. I ‘

‘ \

| |" ’l;". » .“' 1"|:|“ —_—
A W A W A

330 340 N )
CAAGTGCCAAGGAGGATGATTIGGI|CAAGTGCCAAGCAGGATGATTGE Cl..%C-TGCC GG«GC"G"'GG

l I [,
| Tﬂ ﬂ " li," | l"
Ay | i

Ciahails R 1 AR AR Al Haakadde Ae b
0 A
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=
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Transforme Fide 6 Transforme Fide 7

[\ AN Ki2 ALS
30 ¥ 30 M

CAAGTGCCAAGGAGGATGATTGG|ICAAGTGCCAAGGAGGATGATTIGE

Iﬁ . ‘L‘;

Sekil 4.22. Transformasyon yapilan havug eksplantlarindan gelisen bitkilerin kromozom
2 ALS hedef bolgelerinin Sanger dizilenmesi ile elde edilen kromatogramlar

98



5. TARTISMA ve SONUC

Yabanci otlar, diinya genelinde modern tarimin karsilastigi en biiylik sorunlardan biridir
ve tarim verimliligi lizerindeki etkileri nedeniyle de dnemli bir sorundur. Bu nedenle,
tarlada yabanci otlar1 kontrol etmeye yardimci olacak, maliyetleri diisiirecek, herbisit
direncine veya toleransina sahip bitki ¢esitlerinin gelistirilmesi gereklidir. Herbisit
toleransina sahip bitkilerin gelistirilmesi, baslangicta geleneksel bitki 1slah1 ve transgenik
teknolojiye dayanmaktaydi. Son yillarda yiikselen genom teknolojilerinin bitki
genomlarinda yaptiklar1 hassas manipiilasyonlar ile bitki 1slahi igin yeni bir yol
saglanmistir (Gosavi ve digerleri, 2022). CRISPR tabanli genom diizenleme, bitki
1slahinda devrim niteliginde bir uygulamadir. Bu teknoloji ile bitki genomlarinda ihtiyag
duyulan ozelliklerin elde edilmesi hassas, az maliyetle ve hizli bir sekilde
yapilabilmektedir. CRISPR teknolojisinin bitki fizyolojisine olan etkilerinin belirlenmesi
tizerine Arabidopsis thaliana ve Nicotiana benthamiana model bitkileri ile sayisiz
calisma yapilmistir. Bu bitkiler sahip olduklar1 kiigiik ve kolay manipiile edilebilir
genomlart ile ilk arastirmalar icin oldukca uygun bitki materyalleridir. Yapilan tim
calismalar, arastirmacilara CRISPR teknolojisinin isleyisi ve bitki genomlarinda
iyilestirmenin nasil yapilacagi konusunda ¢ok onemli katkilar saglamigtir (Saini ve
digerleri, 2023). Bitkilerde zincirli esansiyel amino asitlerin sentezinden sorumlu olan
ALS gen bolgesi; sulfonylurea, imidazolinonlar, triazolopirimidinler, pyrimidinylthio
benzoates ve sulfonylamino-carbonyltriazolinones grubu herbisitlerin hedef bolgesidir.
ALS inhibitorii herbisitler, genis spektrumda yabani ot kontrolii saglama, ¢ok diislik
dozlarda uygulama imkani, diisiik memeli toksisitesi ve genis iiriin seciciligi nedeniyle
1980'lerin baslarindan bu yana yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bu faktorlerin
birlesimi, bu grup herbisitlerin yabanci ot yonetimi uygulamalarinda popiilerlik
kazanmasina ve genis ¢apta kullanilmasina katkida bulunmustur (Yu ve Powles, 2013).
Baz editorleri, hedef bolgelerde DNA kirig1 olusturmadan ve dondr bir DNA iplik¢igi
gereksinimi olmadan hassas ve etkili bir gekilde nokta mutasyon yapmada ¢igir agan bir

teknolojidir (Hua ve digerleri, 2022).

Bu tez ¢aligmasinda bitki materyali olarak Dragon F1 turuncu havug fidelerinden elde

edilen bitki eksplantlar1 genetik transformasyonda kullanilmistir. Tohum sterilizasyonu,
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bitki eksplantlarinin eldesi, genetik transformasyon agamalari bu ¢alismaya gore optimize

edilerek uygulanmistir.

Dragon F1 havug tohumlarinin sterilizasyon basamaklari; etil alkol ¢ozeltisi ve NaClO
(sodyum hipoklorit) ¢ozeltilerinde belirli siirelerde bekletilerek ardindan steril suda
durulama asamalarindan olusmaktadir. Tohum yiizeylerinin sterilizasyon basamaklari
icerisindeki en etkin kimyasallar etil alkol ve NaClO ¢ozeltileridir. Bu nedenle literatiirde
bulunan, ilgili ¢alismalarda belirtilen konsantrasyonlar ve bekletme siireleri denenerek
tohumlarin kontamine olmadigi ve canliliklarini kaybetmedikleri konsantrasyon ve
muamele siireleri belirlenmistir. Ciinkii tohum sterilizasyonlarinda kullanilan etil alkol ve
NaClO gibi ¢ozeltilerin konsantrasyon ve muamele siireleri tohumlarda bulunan zigotik
embriyoya zarar verebilmektedir (Younesikelaki ve digerleri, 2016). NaClO ¢ozeltisi
olarak ticari ¢camasir suyu kullanilmistir. Ticari gamasir sularinda bulunan NaCIlO orani
%5,25’tir. Denenen konsantrasyonlara ait ¢ozeltiler bu oran {izerinden seyreltilerek
hazirlanmistir. Calismada ilk olarak 100 mL 9%0,79’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
kullanilmistir. Cozelti igerisine iki damla Triton X-100 eklenmistir. Tohumlar bu ¢ozelti
icerisinde 12 dakika bekletilmislerdir (Ipek, 2002). NaClO ¢ozeltisinin  bu
konsantrasyonu ¢alismada kullanilan tohumlarin sterilizasyonunda yeterli gelmemistir.
Bazi tohumlarda c¢imlenmenin baslamasi ile fungal kontaminasyonlar olugmaya
baslamistir. Kontaminasyonlarin  olustugu petriler acilmadan doku  kiiltiirii
laboratuvarindan uzaklastirilmiglardir. Hardegger ve Sturm (1998), ¢alismalarinda havug
tohumlarinin sterilizasyonunda kullandiklar1 NaClO ¢6zeltisini, %10 konsantrasyonda 15
dakika boyunca uygulayarak kullanmiglardir. Bu uygulamay1 calismamizda %5°lik
NaClO ¢ozeltisinde 25 dakika muamele olarak uyguladigimizda havug¢ tohumlarinda
¢imlenme olmadig1 gozlemlenmistir. Rosales-Mendoza ve digerleri (2007) ticari camasir
suyunu %50 konsantrasyonunda kullanarak havu¢ tohumlarini hazirladiklar1 ¢ozelti
icerisinde 15 dakika bekletmislerdir. NaClO ¢6zeltisinin bu konsantrasyonda ve bekletme
stiresinde kullanimi bizim ¢aligmamizda da en iyi sonucu vermistir. Yapilan literatiir
arastirmalar1 ve denemeler sonucunda ¢alismada kullanilan tiim havug tohumlar1 %70’lik
etanol icerisinde 5 dakika bekletildikten sonra, igerisine 2 damla Tween-20 damlatilmig
%50’lik ticari ¢camasir suyuna alinmis ve 15 dakika bekletilmislerdir. Ardindan iyice

durulanana kadar steril ddH2>O ile durulanarak sterilizasyon islemleri bitirilmistir.
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Elbasheer ve digerleri, 2019 yilinda Acacia tortilis, A. senegal ve Dalbergia melanoxylen
bitki tohumlar1 ve geng/olgun eksplantlarin sterilizasyonunda kullanilan en etkili
kimyasal ve uygulama siiresini belirlemek lizere c¢alisma yapmislardir. Calismada
belirtildigine gore tohum veya bitki eksplantlarinin NaClO ¢ozeltisinin %0,5-5 araliginda
bulunan konsantrasyonlarinin 5-30 dakika araligindaki muamele sonuglari ve etil alkoliin
%70-95 araligindaki konsantrasyonu ile 0,1-5 dakika araligindaki muamelesi, tohumlarda
ylizey sterilizasyonunda en iyi sonuglar1 vermektedir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz
sterilizasyon ajanlarmin konsantrasyon ve muamele siireleri yapilan ¢alisma ile uyum

gosteren sonuglar vermistir.

Kallus eksplantlarinin elde edilmesi igin ¢alismada yapilan denemede MS-k ve B5-k
olmak tizere 2 farkli kallus gelistirme ortami kullanilmigtir. B5-k ortaminda daha agik
renkli ve yumusak dokulu kalluslar gelisirken, MS-k ortaminda daha koyu renkli ve
kirtlgan kallus dokulari gelismistir. Hardegger ve Sturm (1998) calismalarinda, B5
ortaminin havugta kallus indiiksiyonunda MS ortamina gore daha canli ve kolay rejenere
olan kallus dokularinin gelisimine neden oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle bu tez
calismasinda genetik transformasyonda kullanilan kallus eksplantlarinin elde edilmesine
B5-k ortami ile devam edilmistir. Hipokotil transformasyonunda kullanilan hipokotil

eksplantlar1 da kallus olusumlarinin baglamasi i¢in B5-k ortamina alinmislardir.

Havug bitkisinin Agrobacterium-aracili transformasyonunda kullanilan bitki eksplant
tipleri farklilik gostermektedir. Kallus eksplantinin kullanildig1 ¢alismalarda kallusun
elde edildigi bitki kisimlar1 havug kok korteksi (Wurtele ve Bulka, 1989; Baranski ve
digerleri, 2006), kok ve hipokotil (Hardegger ve Sturm 1998) olarak se¢ilebilmektedir.
Calismamizda elde edilen kallus dokular1 4 haftalik fidelerin hipokotillerinden elde
edilmiglerdir. Agrobacterium-aracili transformasyonda kallus dokularindan (Klimek-
Chodacka ve digerleri, 2019b) baska hipokotiller (Guan ve digerleri, 2009), kotiledonlar
(Pawlicki ve digerleri, 1992), epikotiller (Gilbert ve digerleri, 1996), petiyoller (Wally ve
digerleri, 2008), kokler (Hardegger ve Sturm, 1998; Pawlicki ve digerleri, 1992) bitki
eksplant1 olarak kullanilabilmektedirler. Bu calismada bitki eksplanti olarak kallus

dokular1 ve hipokotiller kullanilmigtir.
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Calismalarda kullanilan Agrobacterium irklar1 da farklilik gostermektedir. En siklikla
kullanilan Agrobacterium irklar;; LBA4404 (Kim ve digerleri, 2009; Noh ve digerleri,
2012; Jayaraj ve Punja, 2008; Mikschofsky ve digerleri, 2009), GV3101 (Monreal-
Escalante ve digerleri, 2016; Maass ve digerleri, 2009; Simpson ve digerleri, 2016) ve
EHA105 (Gilbert ve digerleri 1996) olarak sayilabilmektedir. Bu ¢alismada bitki
dokularindan eleminasyonu kolay oldugu i¢in Agrobacterium tumefaciens’in LBA4404

rk tercih edilmistir.

Agrobacterium-aracili transformasyonda bitki eksplantlarina farkli yogunluklardaki
Agrobacterium hiicreleri, farkli muamele siirelerinde uygulanmaktadir. Calismalarda
kullanilan bakteri yogunluklar1 ve eksplantlarla muamele siireleri; ODego=0,4
yogunlugundaki bakteri hiicreleri ile 15 dakika muamele (Xu ve digerleri, 2019),
ODe00=0,5 yogunlugundaki bakteri hiicreleri ile 15 dakika muamele (Rosales-Mendoza
ve digerleri, 2007), ODgoo=1 yogunlugundaki bakteri hiicreleri ile 5 dakika muameledir
(Pawlicki ve digerleri, 1992). Bakteri hiicrelerinin yogunlugu ve bitki eksplantlar1 ile
muamele siiresi ters orantili olarak degismektedir. Ciinkii bakteri hiicrelerinin artan
yogunlugu ve bitki eksplantlar1 ile uzun siireli muameler, bitkilerde savunma
sistemlerinin devreye girmesini indiikleyebilmekte ve eksplantlarin rejenerasyon
kapasitelerini disiirebilmektedir (Parsa ve digerleri, 2023). Agrobacterium-aracili
transformasyonda, transformasyon etkinligini etkileyen faktorlerden birisi de ko-
kiiltiivasyon siiresidir. Havug bitkisinde eksplantlarin 2-3 giin bakteri hiicreleri ile birlikte
kiiltiire edilmesi en yiiksek transformasyon etkinligini vermektedir (Pawlicki ve digerleri,
1992). Literatiirde yapilan calismalar dikkate alinarak bu tez ¢alismasinda ODggo=0,3
yogunlugundaki LBA4404 hiicreleri kallus ve hipokotil eksplantlarinin genetik
transformasyonlarinda kullanilmistir. Kallus dokularinin ko-kiiltiivasyon siireleri 2 giin,

hipokotil eksplantlarinin ko-kiiltiivasyon siireleri 3 giin olarak belirlenmistir.

Bu tez calismasi, CRISPR/Cas9-Sitidin Baz Diizenleme teknolojisi kullanarak
klorsiilforon etken maddeli herbisitlere kars1 toleransli havug genotiplerinin gelistirilmesi
amagli ilk ¢aligma olma niteligi tasimaktadir. Agrobacterium-aracili transformasyonun,
aktarim metodu olarak secilmesinin nedeni, bu yoOntemle havugta genetik
transformasyonun daha oOnceki g¢alismalarda basarili bir sekilde yapilmis olmasidir

(Klimek-Chodacka ve digerleri, 2019b; Xu ve digerleri, 2019). Agrobacterium-aracili
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transformasyon ile yapilan aktarimlarda, diger aktarim yontemlerinden bazilarinda da
olabildigi gibi, gegici ekspresyonun olabilme olasiligi bulunabilmektedir. Gegici
ekspresyonda, ifade olan Cas9 ve gRNA’lar hiicre i¢inde kompleksler olusturarak
genomda hedef bolgelerde mutasyonlar yapabilmektedir. Boylece genomlarinda yabanci
DNA fragmenti icermeyen bitkiler elde edilebilmektedir. Ancak caligmada gecici
ekspresyonun oldugu bitkiler elde edilememistir. Klorsiilforonun segici ajan olarak
kullanildig1 kallus gelistirme ortaminda gelisen kallus dokularindan alinan doku
orneklerinde T-DNA’ya ait 4 bolgeye 6zel dizayn edilen primerler kullanilarak PZR
yapilmig ve PZR firiinleri yapilan agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (bkz Sekil
4.16). Bu sonug transformasyon yapilan kallus hiicrelerinin ¢ekirdek genomuna,
plazmitin gen konstraktin1 tastyan T-DNA bdlgesinin stabil bir sekilde girdigini
gostermektedir. Veillet ve digerleri, 2019 yilinda bu tez calismasinda kullanilan
pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitini kullanarak domates ve patates
bitkilerinde klorsiilforona toleransli bitki genotipleri elde etmeyi amaclamislardir.
Klorsiilforon igeren rejenerasyon ve koklendirme ortamlarinda biiyiitiilen bitkilerde T-
DNA entegrasyonu PZR ile belirlenmistir. PZR sonuglarina goére elde edilen domates
bitkilerinin %12,9’unun ve patates bitkilerinin %10’nunun T-DNA icermedigi
belirlenmistir. Ancak patates bitkilerinin birisinde transfer edilen DNA fragmentinin sol
sinirinda bulunan nptll bolgesinin kismi entegrasyonu saptanmigtir. Transgen icermeyen
bu patates bitkileri Kanamisin iceren ortama alinarak gelisimleri transgenik patates
bitkileri ile kiyaslandiginda, bitkilerde bozulmus biiyiime durumu goézlemlenmistir. Bu
sonug, caligma ekibinin molekiiler analizlerini dogrulamaktadir. T-DNA icermedigi
belirlenen domates bitkilerinde HRM (Yiiksek Coziiniirliiklii Eritme Ydntemi) analizi
yapildiginda bu bitkilerde hedeflenen SIALS1 lokuslarinda kontrol grubuna goére mutant
erime egrisi goriilmistiir. C-20, C-14 ve C-13 caligmada kullanilan domates bitkisinin
genomu i¢in dizayn edilen gRNA’nin hedef ¢ercevesinde bulunan 3 sitozin bolgesidir.
Bu sitozinlerin son 2 tanesi domateste 186. konumda bulunan Pro (Prolin) amino asidini
kodlamaktadir. Sekans analizi i¢in 6rnek alinan 105 bitkinin 104 tanesinin sonuglarinda
hedeflenen SIALS1 lokusunda mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlarin %28,5’1
hedeflenen bolgede olusan indel mutasyonlaridir. Calisma ekibi, istenmeyen bu indel
mutasyonlarmin ayni sitidin baz editoriinii kullanan Shimatani ve digerleri (2017)’nin

calismasinda da olustugunu belirtmektedir. 105 bitkinin 75'inde (%71,4), hedef SIALS1
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lokusunda, Prol8 (CCA) kodonunda baz diizenlemesi belirgin bir sekilde
gerceklesmistir bu da Agrobacterium ile inokiile edilen kotiledonlarin yaklasik %54 idir.
Bu genomlarin %98,7’sinde diizenleme C-14 pozisyonunda gerceklesmistir. Ekip,
beklendigi tizere C-20 pozisyonunda herhangi bir diizenleme goriilmedigini, C-20
pozisyonu sonlanma kodonu oldugundan bu bdlgede meydana gelen diizenlemenin bitki
rejenerasyonlarini etkileyebilecegini belirtmektedir. Sekans sonuglarina gére domates
bitkilerinin %34 {inde diizenleme olmasi beklenen 14. sitozin pozisyonunda mutasyonun
gozlemlendigi belirtilmistir. Patates bitkisinde StALS1 ve StALS2 lokuslari
hedeflenmistir. Bu bolgeler sekanslandiginda StALS1 i¢in dizayn edilen gRNA’nin
¢ekirdek bolge sinirindaki bir niikleotidin StALS2 'deki hedef bolge ile eslesmedigi
belirlenmistir. StALS1 i¢in dizayn edilen gRNA, hedef bolgede beklenen diizenlemeyi
yapmistir. Rejenere olan 20 bitkide HRM analizi yapilarak bitkilerin hedeflenen
mutasyonu tagidiklar1 belirlenmistir. Sekans analizi ile hedef bolgedeki mutasyon
dogrulanmigtir. Ancak domates bitkisinde oldugu gibi 20 bitkiden 15’inde diizenleme
cergevesinde indel mutasyonlart goriilmiistiir. Olusan indel mutasyonlarinin urasil
eksizyonu ve sonraki onarim asamalari nedeni ile oldugu diistiniilmektedir.
pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitinin havug bitkisinin
transformasyonunda kullanildig: bu tez ¢alismasinda transgen icermeyen bitkilerin elde
edilememesinin disinda da bazi farkli sonuglar elde edilmistir. Havu¢ genomunda ALS
gen bolgesinin kromozom 2 ve kromozom 6’da olmak iizere iki kopyast vardir.
Hedeflenen Pro 175 kodonunu hedefleyen gRNA’min diizenleme ¢ercevesi PAM
sekansini takip eden C-20, C-14 ve C-13 konumundaki sitozin bazlaridir. C-13 ve C-14
konumunlarindaki sitozinler Pro 175 kodonunu olusturmaktadir. Klorsiilforon igeren
ortamda gelisme gosteren transforme kallus dokularinin ve bu dokulardan gelisen havug
fidelerinin sekans analizleri incelendiginde CBE’nin sadece C-14 konumunda diizenleme
yaptig1 goriilmektedir (bkz Sekil 4.17 ve Sekil 4.22). Bitkilerde ALS gen bolgesinde
bulunan Prolin amino asidini kodlayan bélgede meydana gelen tek niikleotid degisimi,
bitkilerin ALS inhibitoér simifi herbisitlere tolerans gelistirmesini saglamaktadir. Tek
niikleotid degisikliklerinden kaynaklanabilecek tiim amino asit degisimleri (serin, 16sin,
glutamin, alanin, treonin, arjinin ve histidin), arazide bitkilerin bu grup herbisitlere

gosterdikleri tolerans ile iliskilendirilmektedir (Boutsalis ve digerleri, 1999).
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Bu ¢alismada hedeflenen bolge 175. pozisyondaki Prolin amino asidini kodlayan CCA
bolgesidir. Bu lokasyonda olusan nokta mutasyonu sonucu CCA dizisi TCA dizisine
doniismiistiir ve bu donilisiim sonucu Prolin amino asidinin yerine Serin amino asidi
gelmektedir. Transforme kallus dokularinin klorsiilforon igeren ortamlarinda olusan bu
mutasyon sonucu gelisme gostermeye devam edebildikleri diisiiniilmektedir. Domates ve
patates bitki genomlarinda diizenleme c¢ergevesinde goriilen indel mutasyonlarina
transforme havug bitkilerinin hedef bolgelerinde rastlanmamistir. gRNA’nin 6. ve 12.
niikleotidlerindeki uyusmazlik nedeni ile kromozom 2 (gRNA1) ve kromozom 6
(gRNA2)’da bulunan ALS lokuslarini hedefleyen iki adet gRNA dizayn edilmistir. Sekans
sonuclarina gore gRNA1’in hedefledigi bolgede C-14 pozisyonunda beklenen diizenleme
olmustur ancak gRNA2’nin hedefledigi bolgede herhangi bir diizenleme olmamustir.
Tasarlanan gRNA’lardan sadece gRNAT1’in hedefledigi bolgede beklenen mutasyonun
gerceklesip gRNA2’nin hedefledigi bolgede diizenleme yapilamamasmin nedeni
CRISPR/Cas9 teknolojisinin olast sonuglarindan birisidir. CRISPR/Cas9-Sitidin Baz
Editérii kompleksinin hiicre icerisine basari ile aktarilmasi, her hiicrede ayni
diizenlemeleri yapacagi anlami tasimamaktadir. 2n kromozomlu bir hiicrede hedeflenen
gen bolgesinin diizenlenmesi ile ilgili beklenebilecek 4 farkli olasilik bulunmaktadir.
Bunlarin ilki hedef gen bolgesinde higbir degisikligin olmamasidir. ikinci olasilik
heterozigot mutasyonun olugsmasidir yani hedeflenen gen bolgesine ait allellerden sadece
birisinde diizenleme goriilmesidir. Ugiincii olasilik biallelik mutasyondur, bu durumda
gen bolgesinin her bir alleli farkli sekilde diizenlenmektedir. Son olasilik hedeflenen gen
bolgesine ait allellerde ayni diizenlemenin yapildigi homozigot mutasyondur
(Yesilbostan, 2020). Calismada kromozom 6’da hedeflenen bolgede farkli nedenler ile
diizenleme yapilmadig: diisliniilmektedir. Bu nedenlerden birisi her iki gRNA’nin ayn
konstrakta arka arkaya dizayn edilmesi, daha sonra pDicAID_nCas9-
PmCDA_Nptll_DELLA transformasyon plazmitine bu sekilde klonlanlanmasi ve
transformasyonun yapilmis olmasi1 olabilir. Bu nedenle bundan sonra yapilacak
caligmalarda arkaya arkaya tek bir konstrakt seklinde sentezlenen gRNA1 ve gRNA2’yi
birbirine baglayan Spel enziminin kesim bolgesinden keserek ayrilabilir ve her gRNA
ayr1 bir pDicAID_nCas9-PmCDA_Nptll_DELLA plazmitine klonlanabilir. gRNA1 ve
gRNAZ2 kasetlerini iceren plazmitlerin ayn1 anda veya farkli zamanlarda trasformasyonu

yapilarak sonuglar incelenebilir. Kromozom 6’da bulunan hedef ALS gen bdlgesinde
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diizenleme yapilamamasinin bir diger nedeni ise ALS 6 kopyasinin kromozom 6’da

heterokromotin bir bolgede bulunma olasigidir.

Bu doktora tez c¢alismasinda yeni nesil genom diizenleme teknolojilerinden
CRISPR/Cas9-Sitidin Baz Editorii kullanilarak ALS inhibitorii herbisitlere toleransli
havug genotipleri elde edilmeye calisilmistir. Dis ortama tamamen alismis 7 adet
transgenik havug bitkisi elde edilmistir. Elde edilen havug genotiplerinde olusan tek nokta
mutasyonu fonksiyon kazandiran baskin mutasyondur. gRNA’nin diizenleme
cercevesinde indel mutasyonu goriilmemis, bitkilerde letal etkiye sebep olabilecek bir gen
irtini  ortaya c¢ikmamistir. Calismanin  devaminda  transgenik  bitkilerden
kendileme/melezleme yolu ile transgenik olmayan havug genotiplerinin elde edilmesi
planlanmaktadir. Boylece CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisi ile ALS inhibitor
grubu herbisitlere toleransl transgenik olmayan havug genotipleri elde edilebilecektir ve
bu bitkiler GDO’lu bitkiler kapsamindan muaf tutulabileceklerdir. Bu tez ¢alismast, yeni
nesil genom diizenleme teknolojisi uygulanarak iretilen ve CRISPR bilesenlerinden
ayrilacak olan havug genotipleri sayesinde, havug tiretiminde yabanci otlarla miicadelenin
daha kolay saglanabilmesi agisindan olduk¢a 6nemli bir adimdir. Dahas1 bu ¢alisma tiim
diinya da oldugu gibi ililkemizde de ekonomik degeri olan tarim bitkilerinin modern
islahinda kullanilmak tizere yapilacak arastirmalara 1s1ik tutabilecek nitelikte olmasi

yoniiyle de olduk¢a 6nemlidir.
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