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OZET

GEN DUZENLEME TEKNOLOJISI (CRISPR) ILE ELDE EDILEN
DOMATES GENOTIPLERININ CANAVAR OTUNA (Phelipanche spp.) KARSI
DAYANIKLILIK VE GEN EKSPRESYON SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Esra CiIGNITAS

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Yasin Emre KiTiS
Kasim 2024; 92 sayfa

Kok paraziti yabanci ot tiirlerinden canavar otlar1 (Phelipanche spp./Orobanche
spp.), konuk¢u kokiine tutunarak, dogrudan konukgunun besin elementlerine ve suyuna
ortak olmaktadirlar. Phelipanche eagyptiaca ve P. ramosa, domates (Solanum
lycopersicum L.)’te 6nemli ekonomik kayiplara neden olan tiirlerdir. Bu tiirlerin
¢imlenmeleri konukgu bitki kokiinden salgilanan fitohormonlar olan strigolaktonlara
baglidir. Bu ¢alismada, domateste strigolakton sentezinden sorumlu Carotenoid Cleavage
Dioxygenase 7 (SICCD7) geninin ilk ekzonunda CRISPR/Cas9 teknigi kullanilarak 18
niikleotid silinmis olan 18nt ve 186 niikleotid silinmis olan 186nt isimli genotipler
kullanilmastir.

Bu genotiplerin P. aegyptiaca’ya karsi dayaniklilik durumlarinin Petri kabi,
hidroponik ve saksi denemeleri, ayrica RT-gPCR ile CCD7, CCD8 ve Betakaroten
genlerinin ifadeleri ve LC-MS/MS cihazi ile orobanchol hormonu miktarinin belirlenmesi
amagclanmistir.

Denemelerde homozigot 0zellikte mutant genotiplerle kiyaslama yapmak
amaciyla yabani tip (WT) ve pozitif kontrol olarak  bazi ticari domates genotipleri
kullanilmigtir. Petri kabi denemeleri i¢in genotiplerin kok dokusundan toplam
strigolakton ekstraksiyonu yapilmis, elde edilen ekstraktlar P. aegyptiaca tohumlarina
uygulanmistir.

Calismada 20°C’de yapilan Petri kab1 deneme sonuglarinda 18nt genotipi ticari
domates ¢esidi Torry F1’ e gore P. aegyptiaca tohum ¢imlenmesini %30 azaltirken, 186nt
genotipi %74 oraninda azaltmistir. Hidroponik denemelerde ise koke tutunan P.
aegyptiaca tiiberkiil sayisinin 18nt ve 186nt genotiplerinde TorryF1’e gore 6nemli 6lglide
diistiigii ve tiiberkiillerinin gelisemedigi belirlenmistir. Saks1 denemelerinde ise 18nt
genotipinde toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisinda fark yaratmadigi fakat 186nt
genotipinin WT kiyasla toplam siirgiin sayisin1 %71 azalttig1 belirlenmistir. RT-qPCR
analiz sonuglarina gore ise 18nt vel86nt genotiplerinde SICCD7 geninin ifadesi
degismezken, 186nt genotipinde karotenoid yolaginda bulunan diger genler olan SICCD8
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ve Betakaroten genlerinin ifadelerinin sirasiyla yaklasik %22 ve %39 arttigi
belirlenmistir. Orobanchol hormon miktariin 18nt genotipinde yabani tip (WT)’e kiyasla
%S5 azalmigken, 186nt genotipinde yaklasik %40 oraninda azaldigi belirlenmistir.

CRISPR/Cas9 teknigi ile CCD7 geninin modifikasyonunun, P. aegyptiaca’ya
karsi domateste dayaniklilik gdsterebilecegi bu calisma ile belirlenmistir. SICCD7
geninin ilk ekzonunda meydana gelen 186 bazlik mutasyonun P. aegyptiaca’ya karst WT
kiyasla bir dayaniklilik sagladigi fakat 18 bazlik mutasyonun bu dayaniklilig1 saglamadigi
belirlenmistir. CRISPR/Cas9 teknigi ile yapilan dayaniklilik ¢alismalari, parazit bitkilerle
miicadelede etkili bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir. 186nt genotipinin P.
aegyptiaca’ da hem ¢imlenmeyi hem de tiiberkiil gelisimini engelleyen/geciktiren bir
dayaniklilik ortaya koydugu belirlenmistir. Fakat bu genotipin performansinin, dogal
olarak canavar otu ile bulasik alanlarda da degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica
domates iiretiminde sorun olan diger canavar otu tiirlerinden Phelipanche ramosa ve/veya
Orobanche cernua gibi tiirlerle de genotipin performansinin test edilmesi faydali
olacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Canavar otu, CRISPR/Cas9, Dayaniklilik, Domates,
Strigolakton
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE RESISTANCE AND GENE EXPRESSION
LEVELS OF TOMATO GENOTYPES OBTAINED BY CRISPR/CAS9
TECHNOLOGY AGAINST BROOMRAPE (Phelipanche spp.)

Esra CIGNITAS
PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yasin Emre KiTIiS
Kasim 2024; 92 pages

Root parasitic weeds, broomrapes (Phelipanche spp. / Orobanche spp.), attach to
the host root, thereby directly accessing the nutrients and water of the host plant.
Phelipanche aegyptiaca and Phelipanche ramosa are species that cause significant
economic losses in tomato (Solanum lycopersicum L.). The germination of these species
depends on strigolactones, which are phytohormones secreted by the roots of the host
plant.

In this study, we utilized the genotypes 18nt and 186nt, which have undergone an
18-nucleotide deletion and a 186-nucleotide deletion, respectively, by modifying the
Carotenoid Cleavage Dioxygenase 7 (SICCD7) gene in the first exon using the
CRISPR/Cas9 technique. The deletions are in-frame (not knock-out) with 6 and 62 amino
acid at the N terminal of the protein. The study aimed to evaluate the resistance of these
genotypes against P. aegyptiaca through Petri dish, hydroponic, and pot experiments, as
well as to assess the expression of the CCD7, CCD8, and Betacarotene genes via RT-
gPCR, and to determine the orobanchol hormone level using LC-MS/MS. In the
experiments, wild-type (WT) and several commercial tomato genotypes were used as a
control to compare against the homozygous mutant genotypes. For the Petri dish
experiments, total strigolactone extraction was performed from the root tissue of the
genotypes, and applied to P. aegyptiaca seeds. In the Petri dish trials conducted at 20°C,
the 18nt genotype reduced the germination of P. aegyptiaca seeds by 30% compared to
the commercial tomato variety Torry F1, while the 186nt genotype reduced germination
by 74%. In hydroponic trials, it was determined that the number of P. aegyptiaca tubercles
attaching to the roots significantly decreased in the 18nt and 186nt genotypes compared
to Torry F1, and the tubercles were unable to develop. In pot trials, it was found that the
18nt genotype did not show a significant difference in the total number of P. aegyptiaca
shoots, while the 186nt genotype reduced the total shoot number by 71% compared to
WT. According to RT-gPCR analysis results, the expression of the SICCD7 gene did not



change in the 18nt and 186nt genotypes; however, the expression of other genes in the
carotenoid pathway, SICCD8 and Betakarotene, increased by approximately 22% and
39%, respectively, in the 186nt genotype. The level of orobanchol hormone in the 18nt
genotype was reduced by 5% compared to WT, whereas the 186nt genotype exhibited an
approximate decrease of 40%.

This study determined that the modification of the CCD7 gene via the
CRISPR/Cas9 technique can confer resistance to P. aegyptiaca in tomatoes. It was
established that the 186-base mutation in the first exon of the SICCD7 gene provides
resistance against P. aegyptiaca compared to WT, while the 18-base mutation does not
confer such resistance. The resistance studies conducted using the CRISPR/Cas9
technique are thought to be an effective strategy to control parasitic weeds. It has been
shown that the 186nt genotype exhibits resistance that hinders both germination and
tubercle development in P. aegyptiaca. However, the performance of this genotype
should also be evaluated in areas naturally infested with broomrape. Additionally, testing
the performance of the genotype against other broomrape species that pose problems in
tomato production, such as Phelipanche ramosa and/or Orobanche cernua, would be
beneficial.

KEYWORDS: Broomrape, CRISPR/Cas9, Resistance, Tomato, Strigolacton
COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Yasin Emre KiTIS
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ONSOZ

Domates, Orta ve Giiney Amerika orijinli bir bitki tiirii olmasina ragmen, zamanla
adaptasyon kabiliyeti nedeniyle bir¢ok iilkede yetistiriciligi yapilan bir sebze tiirii haline
gelmistir. Kok paraziti olan canavar otlar1 (Phelipanche spp. /Orobanche spp.) domateste
onemli {riin kayiplarina neden olmaktadirlar. Birgok herbisit, canavar otlarini kontrol
etmek i¢in kullanilmis olsa da konukgu bitkiye segicilik ana engel olarak kalmistir. Bu
nedenle dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi kimyasallarin neden oldugu sorunlar1 azaltmakta
ve miicadele i¢in etkili bir yontem olmaktadir. Bu nedenle kiiltiir bitkilerinde yeni
biyoteknolojik yaklasimlarin kullanilarak, kiiltiir bitkilerine dayaniklilik kazandirilmasi
gerekliligi dogmustur. Bu c¢alismada CRISPR-Cas9 teknigi kullanilarak domateste
strigolakton biyosentezinde gorev alan CCD7 geninin ilk ekzonunda yapilan 18 ve 186
niikleotit gergeve mutasyonunun (in-frame delesyonu) ile elde edilen 18nt ve 186nt
genotiplerinin yabani tip ve yaygin olarak kullanilan ticari domates gesitlerine gore
sagladiklar1 dayanikliligin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu tez ¢aligmasi boyunca tavsiyeleriyle arastirmaya yon veren, danisman hocam Sayn
Dr. Ogretim Uyesi Yasin Emre KITIS e,
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “Gen diizenleme teknolojisi (CRISPR) ile elde
edilen domates genotiplerinin canavar otuna (Phelipanche spp.) kars1 dayamkhhk
ve gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi” adli bu calismanin, akademik kurallar ve
etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim
bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : Santigrad derece

ul : Mikro litre

g : Gram

mg : Miligram

mL - Mililitre

mM : Milimolar

ng : Nanogram

\/ : Volt

Kisaltmalar

AFLP :Amplified Fragment Length Polymorphism
ALS :Aceto Lactase Synthase

AM :Arbuskiiler Mikorhiza

Bp :Base Pair

Cas9 :Crispr Associated Protein 9

CCD7 :Carotenoid Cleavage Dioxygenase 7
CCD8 :Carotenoid Cleavage Dioxygenase 8
cDNA :Complementary Deoxyribonucleic Acid
CLM :Confocal Laser Microskopi

CTAB :Cetyl Trimethylammonium Bromide
Ccv :Coefficient of Variation

DArT :Diversity Arrays Technique
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DsRNA
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HIF
ICARDA
IMI
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LC-MS/MS
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:Dehydrocostus Lactone

:Dimethoxy Benzoquinone

:Deoksiriboniikleik Asit

:Double Strand Ribonucleik Asit

:Degrees of freedom

:Ethyl Methane Sulfonate

:Ethidium Bromide

:Food And Agriculture Organization

:Fast Neutron Mutagenesis

:Global Lentil Diversity Panel

:Helianthus annus Orobanys Dayaniklilik Geni
:Houstorial Initiation Factor

:International Center for Agricultural Research in the Dry Areas
:Imidazolinone

:Insertion And Deletion

:Incompatible Response

:Liquid Chromatography Tandem-Mass Spectrometry
:Low Germination Stimiilant

:Leucine-Rich Repeat

:List Significant Differences

:Mannoz 6-Fosfat Rediiktaz

MALDI-TOF :Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass

MAS
MAX1

MgCI2

Spectrometry
:Marker Asisted Selection
‘More Axillary Growthl

:Magnezyum Kloriir
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PCR
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RNA
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RT-PCR
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SL
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TTC
TUIK
VIGS
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:Pathogen Related

:Quantitative Polymerase Chain Reaction
:Quantitative Trait Locus

:Random Amplified Polymorphic Deoxyribonucleic Acid
:Recombinant Inbred Lines

:Ribo Niikleik Asit

:Rna interference

‘Reactive Oxygen Species
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:Sand Packed Titer Plate Assay

:Simple Sequence Repeat

:Targeting Induced Local Lesions In Genome
:Tobacco Rattle Virus
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:Tiirkiye Istatistik Kurumu

:Virus-Induced Gene Silencing

:Wild Type

Xii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1. Canavar otu tohumlarinin toplanmasi; a) enfekteli domates seralarindan
canavar otlarinin toplanmasi; b) tohumlarin elenmesi; €) elenen tohumlarin
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GIRIS E. CIGNITAS

1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), 2n = 24 kromozoma sahip diploit bir
bitkidir. Bu tiir patates, patlican, tiitiin, biber ve petunya gibi ekonomik 6neme sahip
bir¢ok bitki tiiriinlin yan1 sira 3000’den fazla tiir iceren Solanaceae familyasina aittir
(Bergougnoux, 2014). Solanum, Solanaceac familyasinin 1250-1700 arasinda tiir
bulunduran en zengin cinsidir (Frodin, 2004). Solanum cinsine ait tiirler, 1liman ve
tropikal bolgelerde bulunup morfolojik ve ekolojik cesitlilikleri ile dikkat cekerler.
Solanum cinsinin muhtemelen ekonomik 6neme sahip en 6nemli cins oldugu ve en fazla
yetistiriciligi yapilan tiirleri i¢erdigi bildirilmektedir (Weese ve Bohs, 2007).

Anavatani And Daglar1 olan domates, 16. yilizyllda Avrupa’ya getirilmistir
(Gerszberg vd. 2015). Giiniimiizde, bu bitki diinya genelinde yaygin olarak
yetistirilmekte olup, ekonomik agidan 6nemli bir tarim iiriinii haline gelmistir. Ayni
zamanda domates, agronomik agidan 6nemli genlerin ¢ift cenekli (dikotiledon) bitkilere
aktarilmasi i¢in model tiir olarak kullanilmaktadir (Paduchuri vd. 2010). Domatesin
yabani akrabalarinin ¢esitlilik merkezi Peru olarak kabul edilmektedir. Orta Amerika'da
yaygin olarak bulunan S. lycopersicum cerasiforme , kiiltiir domatesinin atasi olarak
degerlendirilmektedir (Bai ve Lindhout, 2007). Bununla birlikte, son kapsamli genetik
caligmalar, domatesin en yakin akrabasmin Solanum pimpinellifolium oldugunu ortaya
koymustur (Tomato Genome Consortium, 2012).

Domates, sahip oldugu besleyici deger nedeniyle koruyucu bir gida olarak kabul
edilir. Clinkii likopen, beta-karoten, flavonoidler, C vitamini ve hidroksisinamik asit
tirevleri gibi 6nemli besin maddeleri saglamaktadir. Ayrica, likopenin antioksidan
ozellikleri ve kanser karsiti islevlerinin kesfedilmesiyle birlikte bu bitkiye olan ilgi,
ozellikle son yillarda artmigtir ( Wu vd. 2011; Raiola vd. 2014). Bu nedenle, domates
tretimi ve tiiketimi artis egilimindedir. Domates taze tiilketimin yaninda, gida sanayinde
dondurulmus, sal¢a, sos, ketgap, tursu, domates suyu, domates piiresi, soyulmus domates,
dilimlenmis domates, kiip seklinde dogranmis domates, kurutulmus domates, domates
konservesi gibi gesitli kullanim alanlarina da sahiptir (Ertiirk ve Cirka, 2015). Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'niin (FAO) iiretim verilerine gore 168 iilkede yaklasik
4.9 milyon hektar alanda 186 milyon ton domates iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye, 158
bin hektar {iretim alani, 13 milyon ton iiretim miktar1 ile diinya domates iiretiminin
yaklasik %7’in1 gerceklestirerek, Cin ile Hindistan’dan sonra diinyanin {i¢ilincii biiytlik
tireticisi konumundadir (FAOSTAT, 2022). Domates iiretimi, Tiirkiye’de hem agikta tarla
sebzeciligi hem de ortii alt1 iiretimi seklinde yapilmaktadir. Tirkiye nin sahip oldugu
iklim ve cografik kosullar nedeniyle tiim bolgelerde domates {iretimi
gerceklestirilebilmektedir. Sanayi tipi domates ve sofralik tip domates olarak iiretilen
domatesin tarrm1, Tiirkiye nin gesitli bolgelerinde yogun olarak yapilmaktadir. Ozellikle
Ege ve Marmara bolgelerinin bat1 ve dogu kesimleri sanayi tipi iiretime odaklanirken,
Akdeniz, Ege ve Karadeniz bolgeleri sofralik domates liretiminde yogunlasmistir (Ciftci
ve Tapki, 2023). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’nun verilerine gére Tiirkiye’de
tiretilen domatesin yaklasik 9 milyon tonu acgikta 4 milyon tonu ise Ortii altinda
gerceklestirilmektedir. Antalya ilinde toplam ortii alt1 tiretim alan1 yaklasik 249 bin dekar
olup, bu iiretim alanlariin yaklagik %62’si olan 155 bin dekar alanda yaklagik 2.5
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milyon ton domates iiretimi yapilmaktadir (TUIK, 2023). Tiirkiye, 2023 yilinda yaklagik
558 bin ton domates ihracat1 gergeklestirmis ve bu ihracattan yaklasik 452 bin dolar gelir
elde etmistir. Thracat pazarinda en biiyiik pay1r %15 ile Suriye alirken, onu %14.3 ile
Ukrayna ve %11.7 ile Romanya takip etmistir (Demircan, 2023).

Diinya’nin bir¢ok farkli yerinde yetistiriciligi yapilan, 6nemli tarimsal iiriinlerde
verim ve kalite kayiplarina neden olan bir¢ok hastalik, zararli ve yabanci ot tiirii
bulunmaktadir (Bauske vd. 1998; Stall ve Gilreath, 2002). Yabanci otlar icerisinde ise
Ozellikle tam parazit bitkiler direkt olarak besin elementlerini ve suyu kiiltiir bitkisinden
alarak verimi Onemli oranda disiiriirler (Twyford, 2018). Kok paraziti bitkiler
Orobanchaceae familyasina ait zorunlu parazit bitkiler olup 6zellikle Striga, Orobanche,
Phelipance tiirleri tarimsal alanlarda ciddi kayiplara neden olmaktadir (Parker, 2013).
Striga cinsine ait Striga hermonthica ve Striga asiatica Afrika ve Asya’da genis bir
dagilima sahip olup, misir (Zea mays L.), sorgum (Sorghum bicolor (L.) Moench) ve dari,
¢im (Pennisetum, Panicum, Eleusine, Digitaria vb.), ¢eltik (Oryza sativa L.) ve seker
kamisinda (Saccharum officinarum L.) 6nemli zararlar olusturmaktadir (Parker, 2012).
Bu iki tiirin aksine diger bir Striga tiirii olan Striga gesnerioides, yalnizca genis yaprakli
konukgularda zarar olusturur. Ozellikle bériilcede (Vigna unguiculata (L.) Walp. Da) S.
gesnerioides’in farkli viriilenslik gosteren irklart zarar olusturmaktadir (Ouédraogo vd.
2002). Domateste 6nemli verim kayiplarina yol agan tam parazit bitkilerin en 6nemlileri
canavar otlar1 (Orobanche spp. / Phelipanche spp.)’dir (Mauromicale vd. 2008;
Eizenberg ve Goldwasser, 2018).

Tarimsal alanlarda yabanci ot olarak sorun olan canavar otlar1 Orobanche cinsine
ait olup, Sec. Trionychon ve Sec. Orobanche olmak tiizere iki alt cinse ayrilmaktadir
(Mannagetta, 1930). Bununla birlikte, iki alt cins arasindaki morfolojik ve karyolojik
farkliliklar nedeniyle, cinsin ikiye ayrilmasi gerektigi diistiniilmiistiir. Teryokhin, (1997),
“Yabanci Ot Olarak Canavar Otlari” isimli kitabinda bu konuyu tartismis ve kendi
gozlemlerini ekleyerek cinsin ikiye ayrilmasimin bir zorunluluk oldugu kanaatine
varmistir. Bu nedenle, Sec. Trionychon tiirlerini ayr1 bir cins olan Phelipanche Pomel
altinda gruplandirmistir. Ancak, bu iki alt cins arasindaki filogenetik iliskilere dair higbir
kanit bulunmadigindan birgok arastirmaci, bu zamana kadar geleneksel terminolojiyi
korumustur. Ancak, son zamanlarda Schneeweiss vd. (2004), Schneeweiss vd. (2005) ve
Manen vd. (2004) tarafindan yapilan filogenetik ¢alismalar, niikleer ribozomal DNA ve
plastid genomundan alinan DNA dizilerine dayanarak, Orobanche’nin monofiletik
olmadigini, ancak iki filogenetik olarak farkli klad igerdigini ortaya koymustur. Bu
molekiiler sonuglar, 6nceden rapor edilen morfolojik bulgulari tamamlamis ve sonug
olarak, iki alt cinsin Orobanche ve Phelipanche olarak iki ayri cins haline getirilmesi
karar1 alinmigtir. Nitekim, Tiirkiye’de 2009 yilinda onuncusu diizenlenen Diinya Parazit
Bitkiler Kongresi’nde (10""WCPP), Phelipanche ramosa (L.) Pomel (syn. O. ramosa L.)
ve P. aegyptiaca (Pers.) Pomel (syn. O. aegyptiaca Pers.) adlarin1 kullanmamiz gerektigi
rapor edilmistir (Joel, 2009). Bu bitkiler, Giliney ve Dogu Avrupa, Orta Dogu ve Kuzey
Afrika' ya yayilmis olan, genis bir konuk¢u dizisine sahip obligat parazitlerdir (Twyford,
2018). Diinya’nin farkli yerlerinde bulunan canavar otlarmin giiniimiizde 200 tiirii
tanimlanmig (Parker ve Riches, 1993), iilkemizde ise 40 tiiriinlin bulundugu bildirilmistir
(Zare ve Donmez, 2014). Bu tiirler i¢inde tarim alanlarinda sorun olmalar1 nedeniyle en
onemlileri bogumlu canavar otu (Orobanche cernua Loefl.) (Dominguez vd. 1996),
aycicegi canavar otu (Orobanche cumana Wallr.) (Gagne vd. 1998), beyaz g¢igekli
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canavar otu (Orobanche crenata Forsk.) (Diego Rubiales vd. 2009), kiigiik canavar otu
(Orobanche minor Sm.) (Yokota vd. 1998), mavi ¢igekli canavar otu (Phelipanche
ramosa L.) (Longo vd. 2010) ve musirli canavar otu (Phelipanche aegyptiaca Pers.
(Pomel)’dir (Hershenhorn vd. 2009). Solanaceae familyasi, aygi¢egi canavar otu
disindaki diger canavar otu tiirlerinin konukc¢usudur. Fakat domateste 6zellikle mavi
cicekli canavar otu (P. ramosa L.) ve misirli canavar otu P. aegyptiaca Pers. (Pomel)
sorun olmaktadir (Al-Wakeel vd. 2013; Eizenberg ve Goldwasser, 2018).

Canavar otlarinin yasam donglisii preparazitik ve parazitik olmak {izere iki
asamadan olugmaktadir. Preparazitik asama konukgu bitki kokleri tarafindan salgilanan
strigolaktonlarin (SLs) parazit bitki tarafindan algilanarak tohumlarinin ¢imlenmesi ile
baslamaktadir (Fernandez-Aparicio vd. 2016). Strigolaktonlar bitki gelisimi ile konukgu
bitki, arbuskiiler mikorizal (AM) funguslar ve parazit yabanci otlar arasindaki
etkilesimleri kontrol eden bitki hormonlar1 olarak bilinmektedir (Gomez-Roldan vd.
2008; Al-Babili ve Bouwmeester, 2015; Wang vd. 2020). Parazit bitki tarafindan
strigolaktonlarin algilanmasi, parazit bitki tohumlarinda bulunan karrikin tepkilerini
diizenleyen bir reseptorden evrimlesen ve yeni islev kazanmis olan KAI2d reseptorleri
tarafindan gergeklesmektedir (Nelson, 2021). Parazitik asamada ise, parazit bitki emeg
(haustorium) adi verilen Ozellesmis yapist ile konukgu bitkinin iletim demetleri ile
baglant1 kurar ve konukgu bitki ile makro ve mikro molekiil akisi baslar (Yoshida vd.
2016). Parazit bitki konukguya tutunduktan sonra, tiiberkiil ad1 verilen yapiy1 olusturur.
Tiiberkiillerden gelisen siirglinler toprak ylizeyine ¢ikar ve ¢igek agarak tohum
olustururlar (Rispail vd. 2007). Canavar otlar1 konuk¢u bitkinin fizyolojisinin
bozulmasina (Alcantara vd. 2006) ve meyve kalitesinin diismesine (Longo vd. 2010)
neden olmaktadirlar.

Canavar otu tiirleri Diinya’nin farkli yerlerinde genis tarim alanlarini etkileyerek
tarimsal iretimde 6nemli kayiplara neden olur. Bogumlu canavar otu (O. cernua)’nun
Giiney Avrupa ve Afrika’daki genis domates iiretim alanlarinda ve Hindistan’daki tiitiin
tretiminde ciddi bir sorun haline geldigi ve tiitiine verdigi zararin parazitin agirhgiyla
orantili oldugu belirlenmistir (Hibberd vd. 1999). Tiitiin yetistiriciliginde Hindistan ve
Pakistan’a ek olarak Urdiin, Etiyopya, Nepal ve Suudi Arabistan’da da O. cernua sorun
olmaktadir. Hindistan’mn, Andhra Pradesh eyaletinde 40 bin hektarlik tiitiin {iretim
alanlarmin yaklagik yarisinin O. cernua tarafindan istila edildigi ve verimde %25-50
oraninda kayiplar ve kalitede de diisiisler oldugu bildirilmistir (Parker, 2013). Ayc¢igegi
canavar otu (O. cumana)’nun, Ispanya, Macaristan, Romanya, Bulgaristan, Rusya,
Ukrayna, Moldova, Tiirkiye, Suriye, Israil ve Misir’da aygigegi ekim alanlarinda sorun
oldugu, yapilan tahminlere gére Yunanistan’da 40 bin hektarlik alanda %60, Cin’de ise
20 bin hektarlik alanda %20-50 oraninda kayiplara neden olmustur (Parker, 2013). Beyaz
cicekli canavar otu (O. crenata), Akdeniz gevresinde biiyiik 6neme sahiptir ve basta bakla
olmak iizere mercimek, nohut, burcak ve tarla bezelyesi gibi 6nemli baklagil bitkilerine
zarar vermektedir (Parker, 2013). Ispanya, Portekiz, Suriye ve Fas'ta bakla ekim
alanlarinin %50°den fazlasimin O. crenata tarafindan istila edildigini ve toplamda
yaklagik 180 bin hektarlik bir alan1 kapsadigini tahmin edilmistir (Sauerborn, 1991).
Tiirkiye nin bazi bolgelerinde bakla ve mercimek tarlalarinin yarisindan fazlasinin istila
edildigi bildirmistir (Biilbiil vd. 2009). Kiigiik canavar otu (O. minor)’nun yonca ve
korunga bitkilerinde tohum iiretiminde 6nemli ekonomik zarar meydana getirdigi
bildirilmektedir (Parker, 2013). O. minor nedeniyle toplam konuk¢u agirliginda %15-50
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oraninda azalma oldugu, bu azalmanin biiyiilk kisminin konuk¢unun ¢icek yapisinda
oldugunu rapor edilmistir (Lins vd. 2007). Mavi ¢icekli canavar otu (P. ramosa)’nun,
konukgu iizerindeki zararli etkileri, parazitin kuru agirligindan beklenenden daha fazla
olabildigi bildirilmistir (Parker, 2013). Domates siirgiinlerinin kuru agirliginda %60-70
oraninda bir azalma g6zlenmis olup, bu azalmanin P. ramosa’nin agirligindaki artistan
orantisiz sekilde daha fazla oldugu ve bitkinin klorofil icerigi ile fotosentezdeki %50
oranindaki diisiisten kaynaklandigi anlasilmistir (Mauromicale vd. 2008). P. ramosa
nedeniyle domates ve tiitiindeki verim kayiplarinin genellikle %30-50 oraninda oldugu
bildirilmistir (Parker, 2013). Slovakya’da, bitki bagina 10 ila 20 P. ramosa siirgiiniiniin
%40-50 oraninda verim diisiikliigiine neden oldugu rapor edilmistir (Cagan ve Toéth,
2003). Sili’de domates iiretim alanlarinda %80 oraninda kayip oldugu tahmin edilmistir
(Diaz vd. 2006). italya’da, domates ve karnabaharda hektar basina 6-20 tonluk kayiplar
bildirmistir (Fracchiolla ve Boari, 2003). Sudan’da, bu parazit bitki nedeniyle domates
suyu fabrikasi kapanmistir (Babiker vd. 1994). Biilbiil vd. (2009) Tiirkiye’de Dogu
Akdeniz bolgesinde domatesin yogun bir sekilde istilaya ugradigini rapor etmislerdir.
Misirli canavar otu (P. aegyptiaca)’nun konukgu tizerindeki zararli etkilerinin P. ramosa’
dan farkli olmadig1 bildirilmektedir (Parker, 2013). israil’de yapilan toprakta kg basmna
100 tohum ile yapilan yapay P. aegyptiaca enfeksiyonunda havugta %30’dan fazla verim
kayb1 (Bernhard vd. 1998), Iran’da patateste %71 verim kaybi, Rusya’da ise, karpuzda
%50, kavunda %15-30 ve domateste %15 oraninda kayiplar rapor edilmistir (Parker ve
Riches, 1993). Tiirkiye’de ise domateste P. ramosa’dan kaynakli verim azalisinin %24
oraninda oldugu bildirilmistir (Aksoy ve Uygur, 2008).

Canavar otlarinin yasam dongiilerinin biiyiik kismini toprak altinda gecirmeleri,
cok fazla sayida ve kii¢iik tohum olusturmalari, tohumlarinin uzun siire toprakta canl
olarak kalmasi, ve tohumlarin riizgar, su, tarimsal aletler, hayvanlar ile kolaylikla temiz
alanlara yayilmasi nedeniyle miicadeleleri oldukga zordur (Goldwasser ve Rodenburg,
2013). Bu parazit bitkilerle kiiltiirel, fiziksel, kimyasal, biyolojik miicadele yontemleri ve
dayanikli gesit gelistirme stratejileri bulunmaktadir (Fernandez-Aparicio vd. 2016;
Eizenberg ve Goldwasser, 2018) .

Miicadele yontemlerinden elle yolma, canavar otlar1 toprak ylizeyine ¢iktiktan
sonra gerceklestirilebilmektedir. Her ne kadar, konukcu bitki parazitten zaten zarar
gormis olsa bile, topraga diisecek olan tohum miktarinin azaltilmasi i¢in bu yontem etkili
olmaktadir (Parker ve Riches, 1993). Fiziksel miicadele yontemlerinden solarizasyon,
ayn1 zamanda topraktaki canavar otu tohum bankasini azaltmak amaciyla kullanilan etkili
bir yontemdir (Abu-Irmaileh, 1991; Sauerborn vd. 1989). Bir¢ok toprak kaynakli hastalik
ve zararlilarin miicadelesinde kullanilan kimyasal toprak fumigantlar1 ayni zamanda
canavar otlar1 ile miicadelede kullanilmaktadir. Fakat bu kimyasallarin ekonomik
olmamasi, hedef dis1 organizmalara toksik etkileri, hava ve su kirliligine yol agmalari,
6zel ve maliyetli uygulama ekipmanlari gerektirmeleri gibi nedenlerden dolay1
kullanimlar1  kisithdir  (Goldwasser ve Rodenburg, 2013). Canavar otlarinin
miicadelesinde tuzak ya da yakalayici bitkiler kullanilabilmektedir. Tuzak bitkiler, parazit
bitkinin ¢imlenmesini tesvik edebilen fakat konukg¢u olmayan bitkilerdir. Tuzak bitkinin
kok salgilar1 nedeniyle ¢imlenen bitki konukguya tutunamamakta ve kisa siire sonra
Olmektedir (Parker ve Riches, 1993). Sorgum (Sorghum bicolor), arpa (Hordeum
vulgare), misir (Zea mays), baklagiller (Vicia villosa ve V. atropurpurea), iicgiil
(Trifolium spp.), keten (Linum usitatissimum), kisnis (Coriandrum sativum), kenevir
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(Cannabis sativa), yesil mercimek (Phaseolus aureus), fasulye (Phaseolus vulgare),
yonca (Medicago sativa), soya fasulyesi (Glycine max) ve nohut (Cicer arietinum)
canavar otlarinin topraktaki tohum bankasini azaltmada etkili oldugu bildirilen énemli
tuzak bitkilerdir (Kleifeld vd. 1994; Kebreab ve Murdoch, 2001; D Rubiales vd. 2009;
Acharya, 2012; Qasem, 2019; Ye vd. 2020). Yakalayici bitkiler ise parazit bitkilerin
konuk¢usu olup, parazit konukgu bitkinin kokiine tutunduktan sonra bitkilerin yok
edilmesi ile topraktaki tohum bankasi azaltilmaktadir. Canavar otlariin miicadelesinde
kullanilan yakalayici bitkiler bakla (Vicia faba), kolza (Brassica campestris), beyaz
hardal (Sinapis alba), mercimek (Lens culinaris) ve ¢emen otu (Trigonella foenum-
graecum) oldugu bildirilmektedir (Parker ve Riches, 1993). Canavar otlari ile biyolojik
miicadele kapsaminda ise ¢esitli funguslar, bakteriler ve bocek tiirleri iizerine ¢aligmalar
bulunmaktadir (Klein ve Kroschel, 2002; Boari ve Vurro, 2004; Zermane vd. 2007).

Parazit bitkilere karst kimyasal miicadelede ALS grubu herbisitler
kullanilmaktadir. Fakat parazit bitki tohumlarinin toprakta farkli derinlikte bulunmalar1
herbisitlerin kullaniminda zorluklara neden olmaktadir. Her bir herbisitin toprak
uygulamasinin optimize edilmesi, yalnizca bitki kok yapisiyla degil, ayn1 zamanda kiiltiir
bitkisine tutunacak parazit bitki tohumunun bulundugu yer ile uyumlu olmasi
gerekmektedir (Eizenberg vd. 2007). Aygicegi canavar otunun miicadelesinde IMI
tolerant “Clearfield” aycicegi c¢esitleri gelistirilmekte ve IMI grubu herbisitler
kullanilmaktadir (Tan vd. 2005). Canavar otlari ile kimyasal miicadelenin miimkiin
oldugu durumlarda, ¢evre dostu herbisit uygulamalari i¢in hassas tarim teknikleri dikkate
alinmali, optimum zamanlama ve kesin konumda uygulanmasi gerekmektedir (Eizenberg
vd. 2013). Su ana kadar konukgu bitkilere segici canavar otlarinin miicadelesinde etkili
bulunan herbisit gruplarindan biri olan ALS-inhibitorii herbisitler, parazit yabanci otlarin
kimyasal kontrolii i¢cin mevcut en 1yi secenektir. Ancak, ALS-inhibitor herbisitlerin
uygulanmasi, canavar otlarinda herbisit direncine yol agtig1 bildirilmistir (Kaundun vd.
2024).

Kok paraziti yabanci otlarla miicadelede kullanilan yontemlerin en Gnemlisi
dayanikli gesit gelistirmektir (Cubero, 1986). Dayanikli ¢esit kullaniminin ¢evre ve insan
sagligina zararinin olmamasi, herhangi bir uygulama ekipmanma gereksinim
duyulmamasi ve siirdiiriilebilir olmas1 gibi birgok avantaji bulunmaktadir (Rubiales vd.
2003). Canavar otlarina kars1 konukgu bitkilerde, parazit bitkinin konukg¢uya tutunmadan
once ve konukguya tutunduktan sonra olmak iizere iki tip dayaniklilik mekanizmasi
bulunmaktadir (Fishman ve Shirasu, 2021; Jhu ve Sinha, 2022). Parazit bitkinin
konuk¢uya baglanmadan onceki dayaniklilik mekanizmasi, parazit bitki tohumlarinin
cimlenmesinin engellenmesidir. Kok paraziti bitkilerde ¢cimlenmeyi, strigolakton (SL)
olarak bilinen bitki hormonlari tesvik etmektedir (Yoneyama vd. 2010). Konukgu bitkide
SL sentezinin engellenmesi veya azaltilmasi, parazit bitkinin de tohumlarmin
cimlenmesini engellemekte veya azaltmaktadir. Konukgu bitkilerde SL sentezinden
sorumlu bir¢ok gen ve parazit bitkilerde ¢imlenmeyi tesvik eden bircok SL tespit
edilmistir (Gobena vd. 2017). Ayrica konukgu bitkiden salgilanan bazi toksik bilesikler
de parazit bitkinin gelisimini engelleyerek bir dayaniklilik olusturabilmektedir. Ornegin
bazi dayanikli ay¢igegi ¢esitleri, canavar otunun gelisimini engelleyen toksik kumarinler
salgilarlar (Serghini vd. 2001). Parazit bitki konuk¢uya tutunduktan sonraki dayaniklilik
mekanizmalar ise hipersensitif (HR;asir1 duyarlilik) reaksiyonlari, hormon odakli sinyal
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yolaklari, hiicre duvarlarinin kalinlagsmasi ve savunma amagli ikincil metabolitlerin
birikimi seklindedir (Fishman ve Shirasu, 2021; Jhu ve Sinha, 2022).

Kiiltiir bitkilerinden nohut (Brahmi vd. 2016), bakla (Gutiérrez vd. 2013), bezelye
(Rubiales vd. 2005), ay¢icegi (Kaya, 2014; Martin-Sanz vd. 2020) bitkilerinde canavar
otuna yonelik dayaniklilik ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Fakat, domateste dayaniklilik
kaynaginin bulunmamasi dayaniklilik 1slah1 ¢alismalarini sinirlandirmaktadir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalara bakildiginda da dayanikli domates ¢esit ve hatlarin1 bulmaya yonelik
calismalarin sonugsuz kaldigi anlasilmistir (Dalela ve Mathur, 1971; Abu-Gharbieh vd.
1978; Foy vd. 1988; Avdeyev vd. 2002). Dogu Avrupa'da canavar otuna karsi dayanikli
oldugu tespit edilmis olan PZU-11 domates hattinin, farkli lokasyonlarda yapilan tarla
denemelerinde ayni dayanikliligi gostermedigi tespit edilmistir (Foy vd. 1987;
Hershenhorn vd. 2009). Sinirli genetik ¢esitlilik, geleneksel 1slah metotlar ile dayanikli
cesitlerin gelistirilmesini engellemektedir (Tester ve Langridge, 2010). Bu sinirh genetik
cesitlilik, canavar otlarina kars1 konukg¢u dayanikliligi saglamak i¢in yeni biyoteknolojik
yaklagimlarin 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Parazit bitkilere karsi
dayaniklilik gelistirmek i¢in regiilator RNA molekiilleri, CRISPR/Cas9 teknigi ve T-
DNA eklemeleri kullanildig1 ¢aligmalarin yapildigi gériilmektedir. Ornegin, Fast-neutron
(FN) mutagenesis yontemiyle, SL senteziyle iligkili SICCD7 geninin diisiik ekspresyonu
ile karakterize edilen SI-ORT1 genotipi domates elde edilmistir. Bu genotip, SL eksikligi
nedeniyle O. cernua, O. crenata, P. aegyptiaca ve P. ramosa’ya karsi dayaniklilik
saglamistir (Dor vd. 2010; Koltai vd. 2010; Dor vd. 2011). Ethyl methane sulfonate
(EMS) mutagenesis teknigi ile M2 generasyonunda, P. ramosa’ya kars1 dayanikli alti
genotip elde edilmistir (Kostov vd. 2007). “Targeting Induced Local Lesions in Genome ”
(TILLING) yontemiyle, SL sentezindeki degisiklikler ile P. ramosa’ya kars1 dayanikli
domates genotipleri elde edilmistir (Minoia vd. 2010; Disciglio vd. 2016). Ayrica, iki
Micro-Tom domates genotipinde CCD8 geninde tek nokta mutasyonu sonucu, P.
aegyptiaca ve O. minor’a karsi dayaniklilik elde edilmistir (Hasegawa vd. 2018).
Transgenesis teknigi kullanilarak, P. aegyptiaca’ya kars1 dayanikli domates bitkileri elde
edilmistir (Aly vd. 2006). RNAi teknolojisi kullanilarak, mannitol birikiminde nemli
parazit genlerinden M6PR nin konukgu aracilig1 ile susturulmasi sonucu P. aegyptiaca’ya
kars1 dayaniklilik gelistirilmistir (Aly vd. 2009). Domateste P. ramosa’ya karsi
dayanikliik CCD7 geni (Vogel vd. 2010) ve CCD8 geninin (Kohlen vd. 2012)
susturulmasi ile elde edilmistir. Ayrica P. aegyptiaca’nin konukg¢usunu parazitlemesinde
onemli olan PaACS, PaM6PR, PaPrx1 genlerinin RNAi ile susturulmasi sonucunda
dayanikli bitkiler elde edilmistir (Dubey vd. 2017).

Kiimelenmis diizenli araliklarla kisa palindromik tekrarlar/CRISPR yo6ntemi,
cesitli organizmalarda basarili olan gii¢lii bir genom miihendisligi teknolojisi olarak
ortaya ¢ikmistir (Doudna ve Charpentier, 2014). Cas9 araciligi genom diizenleme
teknolojisinin tarimda kullanimi diger klasik yontemlere gore c¢ok biiyiik avantajlar
saglar. Belirli bir hedef dizide istenen modifikasyonlar1 iireterek, geleneksel geri
caprazlamalar veya bitki 1slah1 olmaksizin kiiltiir bitkilerinde dayamiklilik saglayan
mutasyonlarin dogrudan uygulanmasina izin verir (Ricroch vd. 2024). Parazit bitkilere
karst  CRISPR/Cas9  sistemi  kullanilarak  yeni  dayamiklilik  kaynaklar
gelistirilebilmektedir. Ornegin, CRISPR-Cas9 yontemi kullanilarak, SL biyosentezinde
rol oynayan CCD8 geni (Bari vd. 2019), MAX1 geni (Bari vd. 2021), P450 ve CYP722C
geni (Wakabayashi vd. 2019) ve ATP-Binding (ABCG) genleri (Bari vd. 2021) manipiile
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edilerek canavar otlarina kars1 farkli seviyelerde dayaniklilik gosteren genotipler elde
edilmistir. Fakat, CRISPR-Cas9 yontemi kullanilarak SL biyosentezinde yer alan CCD7
geninde yapilan c¢ergeve mutasyonunun (in-frame delesyonu) canavar otuna karsi
dayaniklilik sagladigini1 gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, domates bitkisinde canavar otuna karst dayaniklilik
gelistirme potansiyelini arastirmak amaciyla, CRISPR-Cas9 teknigi kullanilarak SL
biyosentezinde rol oynayan CCD7 geninin ilk ekzonunda 18 ve 186 niikleotitlik in-frame
delesyonlarla olusturulan 18nt ve 186nt mutant domates genotiplerinin, yabani tip (WT)
ve yaygin ticari domates c¢esitlerine kiyasla dayaniklilik durumlari belirlenmistir. Bu
kapsamda; a) Mutant genotiplerin canavar otuna karsi tepkileri in vitro ve in vivo testlerle
degerlendirilmig; b) CCD7 geninin ekspresyon seviyeleri analiz edilmis;
c) Mutant genotiplerde SL hormonlarindan orobanchol miktarindaki degisimler
arastirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1 Kok Paraziti Bitkilere Kars1 Yapilan Dayamkhhik Calismalari

Kok paraziti yabanci otlar, konuk¢u bitkinin su ve besin kaynaklarindan
faydalanmalarinin yani sira konuk¢unun fotosentezini olumsuz yonde etkileyerek verimi
diistirmektedirler (Watling ve Press, 2001). Bu parazit bitkilere karsi konukcu bitki
dayaniklilig1, parazit bitki ile konuk¢u bitki arasindaki iliskiyi erken asamada
engelleyerek verim diisiikliigiinii engelleyen/azaltan en etkili yontemdir (Frost vd. 1997).
Bu yontem parazit yabanci otlarla miicadelede 6zel uygulama teknolojisi veya ekipman
gerektirmemesi nedeniyle avantajlidir ve farkli tarim uygulamalarina kolayca entegre
edilebilir (Hearne, 2009). Kok paraziti yabanci otlarin yaygin oldugu bolgelerde
dayaniklilikla tarimsal verimi artirmaya yonelik ilk ¢aligmalar, degerli gen kaynaklarini
ortaya ¢ikarmustir (Cubero, 1986). Ozellikle kiiltiir bitkilerinin yabani akrabalarinda,
dayaniklilik 1slah1 caligmalarinda kullanilmak {izere dayamiklilik kaynaklari tespit
edilerek 1slah programlarinda kullanilmistir (Fernandez-Martinez vd. 2000; Eizenberg vd.
2003; Fernandez-Aparicio vd. 2009; Mbuvi vd. 2017; Rubiales, 2018; Bai vd. 2020;
Hatami Maleki vd. 2024; Kaur vd. 2024).

Parazit yabanci otlara karsi toleranslik ve dayaniklilik 6zelliklerinin genetik
kontrolii, konuk¢unun kok salgilari, yabanci ot tohum bankasi yogunlugu, sicaklik, toprak
tipi, yagis ve tarim uygulamalar1 gibi karmasik etkilesimler nedeniyle ¢ogu kiiltiir bitkisi
icin yavas ilerlemistir (Perez-Vich vd. 2013). Parazit bitkilere karsi dayaniklilik
genellikle bir veya iki dominant gen tarafindan kontrol edilen, baskin alellerle saglanan
dikey dayaniklilik ve genellikle birden fazla lokusta yer alan aleller araciligiyla kalitilan
kismi yatay dayaniklilik olarak siniflandirilmaktadir (Molinero-Ruiz vd. 2009). Parazit
bitkilerde dayaniklilik test yontemlerinin gelistirilmesi sayesinde, her iki dayaniklilik
tiiriinde de, bu 6zelliklerin aktarildig: kiiltiir bitkileri ¢esitlerinin tepkilerinin belirlenmesi
miimkiin hale gelmistir (Haussmann vd. 2000; Kavuluko vd. 2021).

Bitki fizyolojisi temelli 1slah bitkilerin ¢evresel kosullara ve biyotik stres
faktorlerine verdigi tepkileri anlamaya yonelik ¢alismalarla gelistirilmektedir (Reynolds
ve Langridge, 2016). Konukgu ve parazit bitki iligkilerinin fizyolojisine dair artan bilgi
birikimiyle yonlendirilen 1slah ¢alismalar1 da, parazit bitki dayaniminda Onemli
ilerlemeler saglayabilmektedir (Pérez-Vich vd. 2013). Parazit bitkilerde fizyoloji temelli
1slah ¢aligmalarinda parazitik iligkinin her bir asamasi in vitro deneylerle ayr1 ayri
incelenmekte, dncelikle basarili bir parazitik iligkinin kurulmasinda rol oynayan spesifik
siirecler (dokular ve sinyaller) tanimlanmakta daha sonra parazit bitkinin gelisimini
engelleyen konukgu bitki gesitleri secilmektedir (Pérez-Vich vd. 2013). Bu fizyoloji
temelli yaklagim, ilk olarak Striga tiirleri tarafindan parazitlenen sorgum Sorghum bicolor
(L.) Moench bitkisi iizerinde tanimlanmig (Ejeta ve Butler, 1993) daha sonra Orobanche
ve Phelipanche tiirleri tarafindan parazitlenen bitkilere de uyarlanmistir (Joel, 2000).
Parazitik iligki siiresince, konukgu bitkide birgok gen ifade edilir ve bu genler parazitteki
karsilik gelen genleri tetiklemektedir (Pérez-Vich vd. 2013). Bu genler 6zellikle parazit
bitkiye karsi asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 (Mohamed vd. 2003) veya fitotoksin tiretimi
(Pérez-de-Luque vd. 2008) seklinde olusan dayaniklilik mekanizmalarina sebep olurlar.
Bunlar disinda kalan ve parazit bitki dayanimi ile iliskilendirilen genler ise kiiltiir
bitkisinin biiylime ve gelismesi i¢in gerekli olan genlerdir. Hem parazit bitkilerin hem de
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arbuskiiler mikorizal funguslarin ¢imlenme uyaricist olarak kullandiklar1 strigolakton
tiretimi ile iligkili genler bu genlere drnek olarak verilebilir (Torres-Vera vd. 2016; Zhou
vd. 2022). Fakat dikey dayaniklilik saglayan savunma genlerinin genellikle dominant
karakterde, basit kalittma sahip olmalar1 ve g¢eside kolay aktarilabilmeleri nedeniyle,
parazit bitki dayaniklilik 1slahinda daha fazla tercih edilmislerdir (Pérez-Vich vd. 2013).
Dayaniklilik 1slahinin uzun siireli basaris1 parazit bitki popiilasyonlarinda dayaniklilik
genlerinin  seleksiyon  baskist  sonucu olusacak viriilensligin  olugsmas1 ile
smirlanabilmektedir (Timko vd. 2012; Fernandez-Melero vd. 2023).

Kok paraziti olan Orobanchaceae familyas: tiiyelerine karsi dayanikliligin,
molekiiler olarak belirlenebilmesi hem test siiresini kisaltmakta hem de bu parazit
bitkilerle miicadelenin daha etkin bir sekilde yapilmasina imkan sunmaktadir. Parazit
bitkilerin dayanikliliginda, basit kalitimla aktarilan dayanikliligin altinda yatan birkag¢ ana
gen haritalanmis ve bu genlerle iligkili molekiiler markorler tanimlanmistir. Parazitik
Orobanchaceae familyasinda direngle iliskili olan ve kantitatif 6zellikleri kontrol eden
kromozomal bolgeler veya genler (QTL) tespit edilmistir. Cesitli konukgu parazit
sistemleri i¢in molekiiler markdrlerin gelistirilmekte ve mark6r destekli seleksiyon
(MAS) ile dayaniklilik 1slahi ¢aligmalart yapilmaktadir (Pérez-Vich vd. 2013).

2.1.1 Striga (Striga spp. Lour.)’ya kars1 dayamiklilik ¢calismalari

Striga tiirleri, Afrika ve baz1 Asya bolgelerinde basta sorgum ve misir olmak tizere
bu bolgelerin tariminda énemli rol oynayan bir¢ok dar yaprakl kiiltiir bitkisinde sorun
olan kok paraziti bitkilerdir (Berner vd. 1995). Orobanchaceae familyasina ait, Striga
tiirlerinin de dahil oldugu kok paraziti yabanci otlarin konukgu bitki ile erken donemdeki
karmagik etkilesimlerinin in vitro yontemler sayesinde gozlemlenebilmesi bir¢ok kiiltiir
bitkisinde dayaniklilik karakterlerinin tanimlanmasina olanak saglamigtir. Bu metotlar
sorgum bitkisinde Striga spp’ya kars1 ¢esitli dayaniklilik mekanizmalarini karakterize
etmek i¢in kullanilmigtir (Pérez-Vich vd. 2013).

Giiney Afrika’da, Striga’ya kars1 ilk dayaniklilik ¢aligmalarina bakildiginda yillar
boyunca kok paraziti Striga lutea’ya dayanikli sorgum (Sorghum vulgare) gesitlerinin
gelistirildigi gortilmektedir (Saunders, 1942). Sorgum’da Striga’ya karsi bilinen en iyi
dayaniklilik mekanizmasi, diisiikk ¢imlenme uyarici aktivitesidir ve tek bir resesif gen olan
Low Germination Stimulant (LGS) geni tarafindan kontrol edilmektedir (Satish vd. 2012).
LGS genini bulunduran sorgum genotipleri, sartlandirilmig Striga tohumlarinin
cimlenmesi igin gerekli olan salgilar1 yetersiz miktarda iiretirler (Ejeta, 2007). Diisiik
¢imlenme uyarici iiretimine ek olarak belirlenen diger Striga dayaniklilik mekanizmalart,
diisiik haustoryal baglatma faktorii iiretimi (HIF), asir1 duyarliik (HR) ve konukc¢u
genotiplerinin parazit bitkiye karsi uyumsuz yanit1 (IR)’dir (Ejeta, 2005). HIF’ye dayali
dayaniklilikta ise, sorgum bitkilerinin kokleri yakininda ¢imlenen Striga, genellikle
haustorium olusturmaz ve bu nedenle konukguya baglanamadiklari i¢in oliirler (Ejeta,
2007). Birgok fenolik bilesikle beraber basit bir kinon olan DMBQ’nin Striga’da
haustorium baslatici olarak islev gordiigii kanitlanmistir (Lynn ve Chang, 1990). HR’ye
dayali dayaniklilikta, parazit bitki ile konuk¢unun baglandig: bélgeyi ¢evreleyen konukgu
dokularinda lokalize nekroz ile iliskilidir ve bu genellikle Striga’y1 61diiren fitotoksinlerin
salmimi ile gergeklesmektedir (Mohamed vd. 2003). Konukgu bitki hiicre 6liimii parazit
bitkinin basaril1 bir sekilde bitkiye yerlesmesini engelleyerek nihayetinde 6liimiine neden
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olur. IR dayaniklilik mekanizmasinda ise parazit baglanma bolgesini ¢evreleyen konukgu
dokularinda belirgin bir nekroz goriilmemekte fakat muhtemelen yetersiz vaskiiler
baglantilarin kurulmasindan kaynaklanan veya toksik maddelerin iiretilmesi nedeniyle
parazit bitkinin biliylime ve gelisiminin bozulmasidir (Grenier vd. 2001).

Williams (1959), ilk kez Giiney Afrika’da ‘Framida’ isimli sorgum (Sorghum
vulgare) c¢esidi Striga lutea tohumlarmin ¢imlenmesini saglayan ve genellikle
konukgunun koklerinden salgilanan uyarici maddeyi iiretme yetenegine sahip olmamasi
ile karakterize edilmis, dayanikli ‘Framida’ ¢esidi ile Nijerya kokenli duyarl ‘Light Mori’
cesidi arasindaki karsilastirma, bu farki agikca ortaya koymustur.

Maiti vd. (1984), on adet sorgum hattinda, Striga parazitizm mekanizmalari ve
direng faktorleri incelemislerdir. Dayanikli hatlarda, S. asiatica haustoriumlarinin
endodermisin Otesine gecemedigi gozlemlenirken, duyarli hatlarda haustoriumlar
endodermise penetrasyon saglayarak yerlesmistir. Dayanikli hatlarin, endodermis
hiicrelerinde belirgin bir kalinlasma ve silika birikimi gdsterirken, bu 6zellikler duyarl
hatlarda gézlemlenememistir.

Vaidya vd. (1991), S. asiatica ve S. forbesii’ye karsi diisiik stimiilant madde iireten
dayanikli 1slah materyali olarak kullanilabilecek 48 sorgum 1slah hatti elde etmislerdir.

Siame vd. (1993), musir, sorgum ve darinin kok salgilarimin kromatografik
analizleri sonucunda Striga asiatica’nin tohum ¢imlenmesini tesvik eden bilesenin strigol
oldugunu belirlemislerdir.

Vogler vd. (1996), sorgum bitkisinde Striga’ya karsi bilinen en etkili direng
mekanizmalarindan biri olan, konuk¢u bitkinin koklerinden Striga tohumlarinin
cimlenmesi i¢in gerekli uyarici bilesikleri diisiik seviyede tireterek dayaniklilik saglayan
‘SRN-39’ sorgum hattini 1slah ¢aligmalarinda kullanmislardir.

Lane vd. (1997), S. hermonthica’ya karsi misirin yabani akrabasi Zea
diploperennis’i test etmiglerdir. Bitkiler S. hermonthica’ya karsi heterojen direng yanitlari
gostermis, S. hermonthica konukgu kokiine daha az tutunmus veya normal gelisim
gosterememistir. S. hermonthica tiiberkiil olustursa da bazi dayanikli Z. diploperennis
bitkilerinde parazit bitkinin siirgiin gelisimi ciddi sekilde kisitlanmistir. Diger dayanikli
bitkilerde ise S. hermonthica tiiberkiil olusumundan 6nce Olmiistiir. Segilen dayanikli
bitkilerden elde edilen tohumlar tekrar testlenmis ve yeni nesillerde S. hermonthica’ya
kars1t direng orani sadece az bir artis gostermistir, bu da direncin genetik temelinin
karmagik oldugunu diistindiirmiistiir.

Kim vd. (1999), Nijerya’nin Niger Eyaleti’nde 13 musir hattin1 Nijerya’nin farkli
bolgelerinden toplanan 12 farkli Striga hermonthica popiilasyonuna karsi test etmislerdir.
Test sonuglarina gore hatlar toleranslik diizeylerine gore {i¢ gruba ayrilmistir: toleranslh
(6 hat), orta (4 hat) ve duyarli (3 hat). En yiiksek toleranslik diizeyine sahip hatlar misirin
yabani akrabasi olan Zea diploperennis’ten melezleme yoluyla elde edilen Per hatlarinda
ve Corn Belt hatt1 B73de elde edilmis ayrica bu hatlarda kok biiylimesi fazla olmustur.

Haussmann vd. (2001), Mali, Nijerya ve Kenya’dan gelen S. hermonthica
popiilasyonlarini kullanarak tohum ¢imlenmesini uyarma kalitimina sahip ti¢ F2 ve iki

10



KAYNAK TARAMASI E. CIGNITAS

Fs:5 rekombinant sorgum inbred popiilasyonu incelemislerdir. Diisiik uyarict hatlar
(Framida, IS 9830) ile yiiksek uyarici hat (E 36-1) arasinda yapilan melezlerden elde
edilen hatlar Mali ve Nijerya’dan gelen Striga ile test edilmis fakat dayanikli ile hassas
hatlar birbirinden net olarak ayrilmamaistir.

Ouédraogo vd. (2002), S. gesnerioides 1tk 1’e karst dayanikliligi saglayan boriilce
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) genlerine bagli molekiiler markorleri tanimlamak
amaciyla dayanikli “Gorom” ve hassas “Tvx 3236” hatlarin1 melezleyerek elde ettikleri
F2 popiilasyonunda, Rsg3 genine baghh yedi AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) markérii belirlemislerdir. Bu markorler ile Rsg3 arasindaki mesafelerin
9.9 ile 2.5 cM arasinda degistigini bildirmislerdir. IT81D-994 ve Tvx 3236 hatlarinin
melezlenmesi ile elde edilen ikinci bir F2 popiilasyonunda ise, 994-Rsg genine bagli bes
AFLP markorii bulunmusg ve en yakin markorlerin sirasiyla 2.1 ve 2.0 ¢cM uzaklikta
bulunan E-AAG/M-AACss0 ve E-AAG/M-AACis0 olmustur. Ayrica, 994-Rsg ile
baglantili iki markér olan E-AGA/M-CAGs0 ve E-AGA/M-CAGsso, Rsg3 ile de
baglantili bulunmustur. iki dayamklilik kaynag: arasinda ortak molekiiler markorlerin
tespit edilmesi, Striga dayaniklilik genlerinin bu bitkilerde kiimelendigini veya bu
lokuslarin allelik oldugunu diistindiirmiistiir.

Gurney vd. (2003), misirin yabani akrabasi olan Tripsacum dactyloides ve
musirxT. dactyloides melezinin S. hermonthica enfeksiyonuna karsi duyarliligini
incelemislerdir. S. hermonthica gelisimi, T. dactyloides’e baglandiktan sonra durmustur.
Sonuglar, T. dactyloides’in haustoryum gelisimini engelleyen bir sinyal tirettigini ve bu
sinyalin parazitin haustorial sistemi i¢inde taginabilir oldugunu diisiindiirmiistir.

Pierce vd. (2003), on adet misir ¢esidini, S. asiatica’ya karsi test etmislerdir. Kok
kaplarinda gozlemlenen testlerde, S. asiatica tiim gesitlerin koklerine tutunmus ve
gelismis, bu da hicbir ¢esidin gergek bir direng mekanizmasi sergilemedigini gostermistir.
Ancak, IWD STR Co ve Zea diploperennis BC4C2 c¢esitlerinin kok salgilari, S.
asiatica’nin tohumlarinin daha az ¢imlenmesine neden olmus bu da diisitk xenognosin
tretimini oldugunu disiindiirmiistiir. Fakat 98 Syn WEC c¢esidi yiiksek xenognosin
liretimine ragmen, parazit tutunmasi ve gelisimi acisindan direng géstermemistir. Caligsma
sonucunda diisiik xenognosin iireten musir gesitleri ile Striga toleransli hatlarin
melezlenmesi ile Striga ile bulasik alanlarda kullanilabilecek iistiin performans gésteren
cesitler gelistirilebilecegi bildirilmistir.

Omanya vd. (2004), IS 9830 (diisiik Striga ¢imlenme uyarici), E 36-1 (yiiksek
¢imlenme uyaric1) ve N 13 (mekanik direng) sorgum hatlar1 kullanilarak iki farkh
caprazlama (IS 9830 x E 36-1 ve N 13 x E 36-1) sonucu 226 adet Fz;s sorgum hatti
gelistirmiglerdir. Bu hatlar, Kenya, Mali ve Nijerya’dan toplanan S. hermonthica
poplilasyonlarmma karst in vitro agar-jel testleri, saksi ve tarla denemeleri ile
degerlendirilmistir. Agar-jel testleri, diisiik ¢imlenme uyarici 6zelligine sahip dayanikh
hatlarin taranmasinda hassas ve hizli bir yontem olarak 6ne ¢iksa da saksi taramalarinin
diisiik kalittm tahminleri ve tarla kosullarindaki diren¢ ile zayif korelasyonlari, bu
yontemin 1slah programlarindaki kullanimimi simirlandirdigi ve sabit Striga direnci elde
etmek igin genotip x ¢evre etkilesimlerinin 6nemi, ¢ok lokasyonlu tarla denemelerinin
gerekliligini vurgulanmustir.
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Haussmann vd. (2004), sorgumda S. hermonthica dayanikliligi i¢in IS9830 x E36-
1 (1) ve N13 x E36-1 (2) caprazlamalarindan elde edilen iki rekombinant inbred
popiilasyonu (RIP-1, -2) haritalamislardir. Bu popiilasyonlar, set 1 (116 hat) ve set 2 (110
hat) olarak degerlendirilmistir. RIP-1’de, set 1 ve set 2’de sirasiyla 11 ve 9 adet QTL
(kantitatif 6zellik lokusu) belirlenmis ve bu QTL’ler genetik varyasyonun %77 ve
%80’ini ag¢iklamistir. En 6nemli RIP-1 QTL’1, diisiik Striga tohum ¢imlenme uyarima ile
iligkili major-gen LGS geni ile ortiismiistiir. RIP-2’de ise, set 1 ve set 2’de sirasiyla 11 ve
9 adet QTL, genetik varyasyonun %79 ve %82’sini agiklamistir. Her iki RIP
popiilasyonunda ortak olan bes QTL, direng allellerinin IS9830 veya N13’ten geldigini
gostermis, bu QTL’lerin Striga dayaniklilik 1slahinda markor destekli seleksiyon (MAS)
icin etkili adaylar olabilecegi bildirilmistir.

Gurney vd. (2006), S. hermonthica’da konukguya baglandiktan sonra parazitin
kok korteksine girmesine ragmen parazit-konukgu ksilem baglantilar1 olusturamamasi
nedeniyle dayaniklilik sergileyen Nipponbare ve hassas Kasalath arasinda olusturulan
geri melez inbred hatlar kullanilarak yapilan kompozit aralikli haritalamada, S.
hermonthica’ya kars1 dayanikliligi saglayan ve fenotipik varyansin %31’ini agiklayan
yedi QTL tespit edilmistir. ikinci bir bagimsiz tarama bu QTL’lerden dordiinii dogrulamus
ve bu major genlerin, ¢eltik 1slahinda Striga direncini artirmak i¢in potansiyel olarak
degerlendirilebilecegi bildirilmistir.

Grenier vd. (2007), sorgumda S. hermonthica ve S. asiatica’ya kars1 dayanikli ve
hassas ebeveynlerin melezlenmesiyle ¢esitli haritalama popiilasyonlar1 olusturulmustur.
Bu popiilasyonlarin Striga dayanikliliginin karmagik mekanizmasimi basit kalitimli
bilesenlere ayirabilmesi ve bu 6zelliklerin genetik analizi ve molekiiler haritalamasi,
Striga dayanikliligr i¢in dogrulanmis ve saglam molekiiler markorlerin Afrika yerel
cesitlerine entegre edilmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir.

Swarbrick vd. (2008), S. hermonthica’ya kars1 dayanikli Nipponbare ¢eltik ¢esidi
ve hassas IAC 165 ¢esidi kullanilarak yapilan mikroarray analizlerinde, dayaniklilik ile
iliskili kantitatif 6zellik lokuslarinda (QTL) gen ekspresyonu profillenmistir. Direng
gosteren Nipponbare’de savunma genleri, fenilpropanoid metabolizmast ve WRKY
transkripsiyon faktorleri gibi patojen savunma yanitlari ile iliskili genler yukari regiile
olmustur. Ozellikle 12. kromozomda yer alan ve bilinmeyen fonksiyona sahip {i¢ genin
yiiksek diizeyde ifade edildigi bulunmus ve bu genlerin, dayaniklilik genleri oldugu 6ne
stirtilmiistiir.

Amusan vd. (2008), iki misir hattinda S. hermonthica’nin konukguya tutunduktan
sonraki gelisimlerini histolojik olarak incelenmis, dayanikli ve hassas hatlar arasinda
morfolojik farkliliklar1 gézlemlenmislerdir. Dayanikli misir hattinda, daha az parazit
tutunmasi, parazitin yavas gelisimi ve koke tutunan parazit bitkide daha yiiksek 6lim
orani goriiliirken, hassas hatta, Striga ksileme niifuz etmis ve 6nemli 6l¢iide i¢ haustorial
gelisim gostermistir. Dayanikli  hatta haustorial giris genellikle endodermiste
durdurulmus ve daha az haustorial gelisim gostermistir. Dayanikli misir hatt1 Striga
parazitizmine kars1 gelisimsel bir bariyer ve uyumsuz yanit dayanikliligt (IR)
gostermistir.

Li ve Timko (2009), boriilcede S. gesnerioides irk-spesifik direng, RSG3-301
geninin kodladig1 bir koil-koil niikleotid baglanma yeri ve 16sin-zengin tekrar (LRR)
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iceren direng¢ proteini ile saglanmakta oldugu, viriis kaynakli gen susturma (VIGS)
yontemiyle RSG3-301 geninin ifadesi baskilanmis, bir¢ok irka (multirace) kars1 dayanikl
boriilce ¢esidi B301’de RSG3-301 geninin susturuldugu bitkilerin S. gesnerioides ik
SG3’e karsi hipersensitif bir yanit veremedigini ve parazitin nekrozunu tesvik ettigini
ortaya koymustur. Ancak, SG2 ve SG5 wrklarina karsi direng yanitinda herhangi bir
degisiklik gézlemlenmemistir. Bu sonuglar, bitki-bitki etkilesimlerinde gene karsi gen
dayaniklilik mekanizmasinin aktif oldugunu gostermistir.

Amusan vd. (2011), Striga hermonthica’nin (Del.) Benth. erken donem konukgu
bitkiye baglandiktan sonraki dayaniklilik mekanizmasini incelemek amaciyla ‘kumla
doldurulmus titer plaka testi’ (SPTPA) adl1 bir kok gozlem sistemini kullanmislardir. Bu
sistem, tarlada Striga’ya kars1 dayanikli ve hassas oldugu bilinen iki misir ve iki sorgum
saf hattinda uygulanmistir. Dayanikli misir ve sorgum hatlarinda daha az Striga tutunmasi
gbzlenmisg, bu hatlarda parazitin gelisimi gecikmis ve 6liim orani hassas gesitlere gore
daha yiiksek olmustur. Genotiplerdeki dayaniklilik mekanizmasi parazit bitkiye kars
uyumsuz yanit (IR) olarak tanimlanmustir.

Satish vd. (2012), Striga’da diisiik ve yiiksek ¢cimlenme uyarici aktivitesi gosteren
SRN39 (diistik uyarict) x Shanqui Red (yiiksek uyarici) sorgum ¢aprazlamasindan elde
edilen 354 rekombinant inbred hat, 367 DArT (Diversity Arrays Technique) ve SSR
(Simple Sequence Repeat) markorii ile haritalanmis ve LGS geni, SBI-05 bolgesinde iki
mikrosatellit markér (SB3344 ve SB3352) arasinda 0.5-1.5 c¢M aralikta
konumlandirilmistir. Genotipleme ve fenotipleme galismalari, 23 sorgum hattinin 21’inde
bu markdrlerin Striga ¢imlenme aktivitesi ile segregasyon gosterdigini dogrulamustir.
LGS lokusu, hem S. asiatica hem de S. hermonthica’ya karsi benzer direng mekanizmalari
sergilemistir. Strigolakton biyosentezi ile iligkili aday genler, LGS lokusunun bulundugu
bolgede tespit edilmis ve bu bulgular, diisiik ¢cimlenme uyarict aktiviteye dayali direng
mekanizmasinin molekiiler diizeyde anlagilmasina katki saglamistir.

Mbuvi vd. (2017), Aethiopicum, drummondii ve arundinaceum isimli yedi yabani
sorgum 1rkinin Striga enfeksiyonuna karsi dayaniklilik durumlarini  belirlemeyi
amaclamislardir. Strlga ya kars1 sorgum testleri laboratuvar ve tarla denemeleri seklinde
gerceklestirilmistir. Ug yabani sorgum genotipinde (WSA-1, WSE-1 ve WSA-2), N13
adli genotipine gore Striga biyokiitlesinin onemli oranda disiik oldugu tespit edilmistir.
Mikroskopik ve histolojik analizler, yabani sorgum 6rneklerinin Striga haustorium’unun
konuk¢u endodermisine girmesini engelledigini gdstermistir. Sonug olarak, yabani
sorgum genotiplerinin, Striga’ya dayanikli sorgum ¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in dnemli
oldugu belirlenmistir.

2.1.2 Canavar otlar1 (Orobanche/Phelipanche spp.)’na kars1 dayanikhilik calismalari

Canavar otlar1 (Orobanche spp. ve Phelipanche spp.)’na karsi dayaniklilik
gelistirme galismalari, Striga’ya karsi dayanikli sorgum gelistirme ¢alismalarinda oldugu
gibi diren¢ mekanizmalarinin fizyolojik temellerinin karakterizasyonu ile yakin bir iliski
icinde yiritilememistir (Pérez-Vich vd. 2013). Canavar otlarina karsi dayanikli
genotiplerin se¢imi genellikle, parazit bitki tohumlari ile topragin inokiilasyonu sera veya
tarla denemeleri ile gergeklestirilmistir (Fernandez-Martinez vd. 2000; Rubiales vd.
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2006). Diren¢ mekanizmalariin karakterizasyonu genellikle dayanikli genotiplerin
belirlenmesini takiben yapilmistir (Rubiales ve Fernandez-Aparicio, 2012).

Canavar otlarma kars1 direng gelistirme stratejilerinin konuk¢u dayanikliliginin
derecesi ve genetik kontroliine baglh oldugu ve ¢ogu konukcu tiiriinde sadece orta veya
diisiik seviyelerde dayanikliligin tanimlandigi ve aygiceginde O. cumana’ya karsi
dayaniklilik disinda diger canavar otu tiirlerine kars1 dayanikliligin tek bir gen tarafindan
kontrol edilmedigi ve irk-spesifik olmadigi bildirilmistir (Pérez-Vich vd. 2013).

Konukgu bitki direng mekanizmalarinin karakterizasyonu ve testlerin
gelistirilmesi, yani birden fazla direnc/tolerans oOzelligini tek bir cesitte birlestirme
stratejileri i¢in ¢ok 6nemlidir. Striga’da oldugu gibi, canavar otlarina kars1 direng hem
konukgu kokiine tutunmadan o6nce hem de tutunduktan sonraki asamalarda ortaya
¢ikabilmektedir (Louarn vd. 2016; Sisou vd. 2021). Canavar otlarinin ¢imlenmesini
tesvik eden hormonlarin diigiik iiretimi, ¢imlenme engelleyici ve fitotoksinlerin
salgilanmasi, canavar otlarinin radikiil olusturmasi ve konukc¢u kokiine tutunmasini
engelleyen 6nemli mekanizmalardir (Labrousse vd. 2001; Bari vd. 2019). Konukgu bitki
kokiine tutunduktan sonra ise haustorial penatrasyonu durduracak capraz protein
baglanmasi, suberizasyon ve kalloz depozisyonu gibi dayaniklilik mekanizmalar1 ortaya
cikmaktadir (Echevarria-Zomefio vd. 2006; Pérez-de-Luque vd. 2006; Letousey vd.
2007). Endodermal hiicrelerin lignifikasyonu da Orobanche tiirlerine kars1 bir savunma
mekanizmasi olarak tanimlanmigtir (Pérez-de-Luque vd. 2005). Haustorium vasitasiyla
konuk¢u bitki ile vaskiiler baglantilar kurulduktan sonra da konuk¢u ksilem
baglantilarinin kapatilmas1 ve iiretilen toksik bilesiklerin parazite vaskiiler sistem
araciligiyla iletilmesi gibi ek savunma mekanizmalar1 devreye girebilmektedir (Pérez-de-
Luque vd. 2008). Canavar otlarina kars1 tek bir direng mekanizmasinin etkinligine dair
net bir bilgi bulunmamaktadir. Tam direng saglayan genotiplerde, 6zellikle ayciceginde,
farkli asamalarda birden fazla diren¢ mekanizmasinin varligi ortaya ¢ikmistir (Martin-
Sanz vd. 2020; Sisou vd. 2021).

2.1.2.1 Ayciceginde dayanikhiik ¢alismalari

Orobanche cumana Wallr.’nin ay¢igeginde meydana getirdigi ilk enfeksiyonlar,
19. ylizyilin sonunda Rusya’da aycicegi tariminin hizla yayilmasiyla baslamis ve bu
durum, 20. yiizy1lin baslarinda dayanikli bitki genetik kaynaklarini belirlemek amaciyla
1slah ¢aligmalarinin  baglatilmasina yol a¢mustir (Pérez-de-Luque vd. 2009). O.
cumana’nin ilk irklarma karsi dayaniklilik kaynaklari, yerli gesitler ve cogunlukla
Helianthus tuberosus L. olmak {izere yabani tiirler arasinda tespit edilmistir (Pustovoit,
1966).

Aygigegi (Helianthus annuus L.) Orobanche cumana’ya karsi direng
mekanizmalari, genel olarak kalitatif, yani tam, wrk spesifik ve bir veya iki lokus
tarafindan kontrol edilen bir yapiya sahiptir (Fernandez-Martinez vd. 2008). Bu tiir
kalitatif veya dikey diren¢ mekanizmalar1 elit ¢esitlere kolaylikla entegre edilebilmekte
fakat parazitin yeni irklar1 dikey diren¢ mekanizmalarini asabilme yetenegine sahip
olabilmektedir (Pérez-Vich vd. 2013). Akdeniz havzasi ve Karadeniz bdlgesinde ay¢igegi
yetistirilen alanlarda, bu yeni canavar otu irklari, dayamiklilii asarak stirdiiriilebilir
direnci tehdit etmektedir (Fernandez-Melero vd. 2023).

14



KAYNAK TARAMASI E. CIGNITAS

Ish-Shalom-Gordon vd. (1993), 1983-1988 yillar1 arasinda Israil’deki dort farkli
lokasyonda gerceklestirilen denemelerde, O. cumana dayanikliliginin kalitim1, dayanikli
SW-501 ve RW-637 aygigegi hatlar1 ile Sunbred-254 hibritinin (SW-501 x RW-637),
hassas Aya ve DI-1 ile yapilan melezlemeleri kullanilarak arastirilmistir. SW-501 ve RW-
637°deki dayanikliligin, tek bir baskin gen tarafindan saglandigi, SW-501 tamamen
dayanikliyken, RW-637 heterozigot olup bir direng ve bir hassas alleli tasidig1, Sunbred-
254’tin hassas Aya ile yapilan test melezlemesinde, 3 dayanikli: 1 hassas orani
gozlemlenmis oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar Sunbred-254’tin, SW-501 ve RW-637
arasindaki genetik farkliliklar1 yansitan iki farkli genotipik alt popiilasyondan olustugunu
gostermistir.

Sukno vd. (1999), aygigceginde O. cernua’ya karst farkli dayaniklilik
kaynaklarinin kaliimini1 belirlemek ve direng genleri arasindaki allelik iligkileri
belirlemek amaciyla alti dayanikli aygigegi hatti (bir hat Or5 genine sahip), iki hassas hat,
dayanikli ve hassas hatlarin F1 melezleri, dayanikli F2 ve dayanikli hatlar arasindaki BC1
jenerasyonlari, O. cernua’nin yaygin olarak bulunan ve yiiksek viriilent SE 194
poplilasyonuna karsi dayanim durumu degerlendirilmistir. Hatlardaki genetik analizler,
0. cernua’ya kars1 direncin tek bir baskin gen tarafindan saglandigini1 gostermistir. Ancak,
dayanikli hatlarin farkli bolgelerden ve yillardan gelen O. cernua popiilasyonlarina karsi
tepkileri, yeni yliksek virlilent popiilasyonlara kars1 farkliliklar gostermistir. Sadece iki
hat tiim popiilasyonlara karsi diren¢ gostermistir, bu da bu hatlardaki direncin Or
lokusunda ek baskin alleller veya c¢ok siki bagli olmayan genler kiimesi tarafindan
saglandigin1 gostermistir. Or dayaniklilik genini kiran yeni viriilent O.cernua
popiilasyonlara kars1 iki hatta bulunan dayanikliligin, yeni dayanikli cesitlerin
gelistirilmesine katki saglayacagi bildirilmistir.

Lu vd. (2000), Iki hassas x dayanikli aycicegi hatti melezinden elde edilen F2
popiilasyonlarina ait segregasyon verilerine dayanarak, O. cumana’nin E irkina karsi
direng saglayan Or5 genini igeren, 61.9 cM uzunlugunda bir molekiiler baglanma haritasi
olusturmuslardir. Bu haritada ii¢li dominant, ikisi kodominant olmak tizere bes SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) markorii ve bir RAPD (Random Amplified
Polymorphic Deoxyribonucleic Acid) markorii tanimlanmistir. Bu markorlerin, aygigegi
1slah hatlar1 arasinda dayaniklilik geninin etkin transferini kolaylastiracag: bildirilmistir.

Labrousse vd. (2001), dayanikli yabani ve melez (yabani Helianthus x aygicegi)
aycicegi cesitlerinin direng mekanizmalarini karakterize etmek amaciyla yiiriittiikleri
calismada, Helianthus tiirlerinin O. cumana’ya karsi direncinde ana asamalar (¢imlenme,
tutunma, tiiberkiil olusumu ve gelisme) belirlendikten sonra ¢esitli genetik kaynaklar test
edilmistir. Hidroponik kiiltiir sistemi ile yeni Helianthus genetik kaynaklarmin hizh
taranmas1 ve diren¢ olgusunun daha hassas incelenmesi saglanmis, dayanikli aycigegi
genotipi LR1’de yapilan histolojik goézlemler, konukgu-parazit etkilesiminde hiicre
duvari kalinlagsmasi, iletim demetleri tikaniklig1 ve canavar otu hiicrelerinin organizasyon
bozuklugu gibi birka¢ diren¢ mekanizmasi ortaya koyulmustur. Buna karsilik, hassas
genotip olan 2603’te herhangi bir reaksiyon gozlemlenmemistir. LR1’in yabani akrabasi
olan H. debilis, parazitin kortekse girmesini engelleyen bir yap1 olusturmustur. Hassas
hatta (2603) aycicegi kok ve tepe biyokiitlesinde ciddi bir azalma gézlemlenmis olup, bu
durum canavar otu ile ay¢igegi arasindaki gii¢lii bir rekabet oldugunu kanitlamistir.
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Pérez-Vich vd. (2004), O. cumana 1tk E’ye karsi dominant, irk F’ye kars1 ise
resesif dayaniklilik gdsteren P-96 aygicegi hattinda, bu irklara karsi direng saglayan
kantitatif 6zellik lokuslarini1 (QTL) haritalayarak karakterize etmislerdir. Mikrosatellit ve
RFLP markorleriyle yapilan tarama sonucu gergeklestirilen haritalama analizlerinde
toplamda 1rk E’ye kars1 bes QTL (orl.1, or3.1, or7.1, or13.1 ve or13.2) ve irk F’ye kars1
altt QTL (orl.1, or4.1, or5.1, or13.1, or13.2 ve orl6.1) tespit edilmistir. Irk E direnci esas
olarak or3.1 QTL si ile agiklanirken (R? = %59), irk F direnci kiiglik ve orta etkili QTL’ler
ile agiklanmistir (R? %15.0 ile %38.7 arasinda). Or3.1, irk E’ye 6zgii iken, orl.1, orl13.1
ve orl3.2 her iki irka kars1 direng gostermistir. Sonuglar, ayciceginde canavar otuna karsi
direncin hem 1rk-spesifik, hem de 1rk-spesifik olmayan kantitatif diren¢ kombinasyonu
ile kontrol edildigini gostermistir.

Echevarria-Zomefio vd. (2006), Helianthus annuus ve O. cumana arasindaki
etkilesimi incelemis ve direncin mekanizmalarini arastirmiglardir. O. cumana irk F’ye
kars1 HE-39998 (hassas) ve HE-39999 (dayanikli), saksi ve Petri kabi testlerinde
kullanilmis ve sadece HE-39998 bitkilerinin ciddi sekilde etkilendigini, bu hatta ¢ok
sayida O. cumana bitkisini gelistigi, buna karsin HE-39999 koklerinde hig tiiberkiil
goriilmedigini ve direncin parazit ve konuk¢u dokularindaki kahverengilesme
belirtileriyle iliskili oldugu belirlenmistir. Parazitle temas eden dayanikli ayg¢icegi
hiicrelerinde hiicre duvarinda siiberizasyon ve protein ¢apraz baglanmasi gozlemlenmis
ve bu slire¢, parazitin penetrasyonunu ve konukgu vaskiiler sistemine baglanmasini
engellemistir. Ayrica, floresan ve konfokal lazer mikroskopi (CLM) gozlemleri, uyumsuz
reaksiyon sirasinda fenolik bilesiklerin biriktigini ve bu metabolitlerin H. annuus ve O.
cumana etkilesiminde savunma rolii oynadigini géstermistir.

de Zélicourt vd. (2007), canavar otuna karsi dayanikli bir aycigeginde bitki
savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynayan bitki savunma peptitlerinden (defensin),
ti¢ adet tanimlanmig (SF18, SD2 ve HaDefl) ve sadece HaDefl Orobanche cumana
enfeksiyon esnasinda koklerde ifadesinin yiikseldigi belirlenmistir. Ayrica testlerde, Ha-
DEF1’in, Orobanche radikiil uglarinda hizla kararma belirtilerine neden oldugu fakat
Striga hermonthica ya da Arabidopsis thaliana iizerinde bu etkilerin gézlenmedigini
ortaya koymustur. Bu durum, dayanikli ayg¢igegi koklerine bagli Orobanche
tiiberkiillerinde goriilen nekrozla iligkilendirilmistir. FDA canlilik boyamas: ile hiicre
Oliimleri nedeniyle radikiil uglarinin karardigi belirlenmistir. Bu sonuglar, bitki savunma
peptitlerinin bitki hiicreleri iizerinde ilk kez oOliimciil bir etki gosterdigini ortaya
koymustur. Ayg¢igegi Ha-DEF1, Orobanche hiicre 6liimiindeki giiglii etki mekanizmasi
ve bu toksinin konuk¢u direncinde dogrudan bir rol oynadiginin kanitlanmasi i¢in daha
fazla arastirmay1 yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

Joel vd. (2011), aygigegi kok ekstrelerinde dogal bir ¢imlenme uyaricisini
bioassay-tabanli saflagtirma yoOntemiyle tanimlayarak kimyasal yapisi, guaianolide
sesquiterpene lactone dehydrocostus lactone (DCL) olarak belirlemislerdir. Diisiik DCL
konsantrasyonlari, O. cumana tohumlarinin ¢imlenmesini etkili bir sekilde uyarirken,
Phelipanche aegyptiaca tohumlar iizerinde etkili olmadig1 belirlenmistir. Daha 6nce
DCL ve diger seskiterpen laktonlarinin gesitli bitki organlarinda bulundugu bilinmesine
ragmen, bu caligma ile ilk defa rizosfere salgilandiklar1 ve diger organizmalarla
etkilesime girdikleri belirlenmistir.
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Fernandez-Aparicio vd. (2022), OrDeb2 geninin O. cumana’ya karsi tutunma
sonras1 direng yanitini belirledigini ve bu direncin, 6zellikle kortekste O. cumana
gelisimini engelledigini bildirmislerdir. OrDeb2’nin, ay¢icegi 4. kromozomunda bulunan
1.38 Mbp uzunlugundaki bir aralik icinde yer aldig1 tespit edilmistir. Bu bolge, hastalik
direncinde rol oynayan dokuz reseptor-benzeri proteini ve sitoplazmik bir kinaz
bolgesinden yoksun reseptor-benzeri kinazlari igceren bir kiimeye sahip oldugu ve diger
bitkilerde hastalik direnci ile iligkili olan bu proteinlerin, ayrica O. cumana’ya karsi
ayciceginde direnci sagladiklari i¢in OrDeb2 igin degerli adaylar oldugu bildirilmistir.

2.1.2.2 Baklagillerde dayamiklhiik ¢calismalar:

Ayciceginde O. cumana’ya karsi az sayida major gen tarafindan saglanan kalitatif
veya dikey dayanikliligin aksine, baklagillerde canavar otlarina karsi dayanikliligin
genellikle ¢cok genle kontrol edilen ve irk-spesifik olmayan bir yapiya sahip oldugu
bildirilmistir (Rubiales ve Fernandez-Aparicio, 2012). Bakla (Vicia faba L.) ve adi fig
(Vicia sativa L.)’de O. crenata’ya kars1 dayaniklilik ile ilgili yapilan gesitli genetik
calismalar, dayanikliligi kontrol eden genetik sistemin kuvvetli bir eklemeli bilesene
sahip kantitatif bir yapida oldugunu ortaya koymustur (Cubero ve Herndndez, 1991; Gil,
1999). Baklagillerde canavar otuna karsi dayaniklilikta dominantlik varsa bu genellikle
kismi ve hassaslik yoniinde olmasina ragmen, bazi bakla genotiplerinde (Cubero ve
Hernandez, 1991) ve adi figde (Gil, 1999) tam dominant dayaniklilik bildirilmistir.
Yapilan dayaniklilik ¢aligmalarinda O. crenata’da irklarin varligini destekleyen net bir
kanit bulunamamistir (Radwan vd. 1988).

Roman vd. (2002), baklada hassas (Vf6) ve dayanikli (Vf136) ebeveynler
caprazlayarak elde ettikleri F2 popiilasyonundan gelistirilen bir RAPD-tohum proteini
gen-izoenzim haritasinda dayaniklilik ile ilgili ti¢ QTL (Ocl, Oc2 ve Oc3) tanimlamaistir.
Bu ii¢ QTL, O. crenata’ya kars1 direngte fenotipik varyasyonun %74 linii agiklamis, ana
QTL olan Ocl, fenotipik varyasyonun %35’inden fazlasini agikladigini bildirmislerdir.

Valderrama vd. (2004), bezelyede O. crenata’ya karsi dayanikli bir yabani
bezelye (Pisum sativum subsp. syriacum) gesidi ile hassas bir bezelye ¢esidi arasindaki
melezlemeden elde edilen 115 F2 popiilasyonu, RAPD-STS genetik baglant: haritasinda
kullanarak tanimlamislardir ve dayaniklilik ile ilgili iki QTL (Ocpl ve Ocp2) tespit
etmislerdir. Fakat bu QTL’ler gozlemlenen varyasyonun yalnizca orta derecede bir
kismini (sirasiyla %9.6 ve %11.4) agikladigini bildirilmislerdir.

Castillejo vd. (2004), O. crenata’ya mevcut en dayanikli bezelye (Pisum sativum
L.) genotipi Ps 624 ve duyarli bir cesit olan Messire ile, parazit bitkiye kars1 genetik
dayaniklilik testleri yapmislardir. Denemeler, saksi ve Petri kab1 yontemleri kullanilarak
yapilmis, her iki genotipin O. crenata tohumu ¢imlenmesi tlizerine etki yiizdeleri arasinda
cok az fark bulunmus, ancak Ps 624’te Messire’e kiyasla O. crenata tiiberkiil sayisinda
ve gelisim agamalarinda dnemli bir azalma oldugu goézlemlenmistir. Saglikli ve O.
crenata ile enfekte olmus bezelye kok dokularmnin protein profilleri iki boyutlu
elektroforez ile analiz edilmistir. Kontrol (enfekte olmayan), Messire ve Ps 624
genotipleri arasinda en az 22 farkli protein noktasi farklilasmistir. Bu proteinlerin bazilar
MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ve veri taban1 aramalariyla sistein proteinaz, -1,3-
glukanaz, endokitiniz, profukosidaz ve ABA-tepkili protein olarak tanimlanmistir.
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Parazitime tepki olarak, karbonhidrat metabolizmasina ait enzimler (fruktokinaz, fruktoz-
bisfosfat aldolaz), azot metabolizmasi (ferredoksin-NADP rediiktaz) ve mitokondriyal
elektron zincir taginimina ait proteinler (alternatif oksidaz 2) duyarli Messire ¢esidinde
azalmistir. Buna karsilik, Ps 624’te azot asimilasyon yolagina ait enzimler (glutamin
sentetaz) veya patojen savunma proteinleri (PR proteinleri), B-1,3-glukanaz ve
peroksidazlar artmistir. Bezelyede O.crenata parazitizminde yanit olarak karbonhidrat ve
azot metabolizmasindaki degisiklikler ve savunma proteinlerinin devreye girdigi
belirlenmistir.

Rubiales vd. (2006), S. gesnerioides’e kars1 boriilcede dayaniklilik ile ilgili tek bir
dominant genin (RSG) tanimlanarak 1slahta genis ¢apli olarak kullanildigi, Orobanche
tiirlerine karsi ise diger baklagil bitkilerinde sadece orta ila diisiik seviyelerde dayaniklilik
ve karmasik kaliim oOzellikleri tanimlandigini bildirmislerdir. Bu durumun, bitki
seleksiyonunu zorlastirarak 1slah siirecini yavaslattigini belirtmislerdir. In vitro tarama
yontemlerinin ve markor yardimli seleksiyon (MAS) tekniklerinin kullanimi, dayaniklilik
kaynaklarinin tanimlanmasi, farkli direng mekanizmalarinin tek bir gesitte birlestirilmesi,
sahada stirdiiriilebilir bir dayaniklilik saglamaya katki sunacagini bildirmislerdir.

Diaz-Ruiz vd. (2009), baklada O. foetida’ya hassas (Vf6) ve dayanikli (Vf136)
ebeveynin melezlenmesinden elde edilen 144 Rekombinant Inbred Hatti (RIL),
izoenzimler, RAPD, tohum protein genleri, mikrosatellitler ve SCAR markdrleri
kullanilarak dayanikliligt kontrol eden Kkantitatif ozellik lokuslarin1 (QTL’ler)
haritalamiglardir. Kromozom 1°de yer alan Of1 ve kromozom 3’te yer alan Of2 olmak
tizere iki QTL tanimlamislardir.

Castillejo vd. (2009), model baklagil bitkisi olarak kullanilan Medicago
truncatula’nin O.crenata’ya verdigi yanit1 ve direncin molekiiler temellerini incelemek
amaciyla proteomik bir yaklasim kullanmiglardir. O.crenata’ya dayaniklilik gosteren SA
27774 ve SA 4087 M. truncatula genotipinin kok proteomlari, kontrol ve inokiile edilmis
bitkilerde enfeksiyon sonrast iki farkl1 zamanda (21 ve 25 giin) karsilastirilmistir. Inokiile
edilmemis genotipler arasinda 69 farkli protein noktasi bulunurken, SA 4087 ve SA
27774 genotiplerinde sirasiyla 42 ve 25 protein noktasi tespit edilmistir. Toplamda,
MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi sonrasinda peptid kiitle parmak izi (PMF)
analiziyle 49 farkli protein noktasi tanimlanmistir. Genotipler arasinda ve parazitik
enfeksiyon sonrasi anlamli farklar gosteren proteinlerin birgogunun savunma ve stresle
ilgili fonksiyonel kategorilere ait oldugu belirlenmistir.

Diaz-Ruiz vd. (2010), baklada O. crenata’ya hassas (Vf6) ve dayanikli (Vf136)
ebeveynler kullanilarak olusturulan rekombinant inbred (RIL) hatlarinda dayaniklilik ile
iliskili genetik bolgeleri tanimlamak ve bu bdlgelerin V6 ve V{136 hatlarinin
melezlenmesinden elde edilen orijinal F2 popiilasyonundaki konumlarini dogrulamak
amaciyla ¢alisma yapmuglardir. Olusturulan popiilasyonda O. crenata direncini kontrol
eden dort QTL (Oc2-Oc5) tanimlanmistir. F2 popiilasyonunda daha 6nce bildirilen Ocl,
ileri hatlarda anlamli bulunmamustir.

Fondevilla vd. (2010), O. crenata’ya kars1 bezelyede dayaniklilikla ilgili genleri
haritalamak amaciyla, dayanikli yabani bezelye ¢esidi (Pisum sativum ssp. syriacum) ile
hassas bir bezelye ¢esidi arasindaki ¢aprazlamadan elde dilen RIL popiilasyonu, iki sezon
boyunca arazi kosullarinda denemislerdir. O. crenata testlerinde enfeksiyon dongiisiiniin
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farkli asamalarindaki direng¢ tepkimeleri i¢in Petri kabi yontemi kullanilmis ve bu
yaklasim, tarlada direngle iliskilendirilen dort QTL tanimlamay1 saglamistir.

Rubiales vd. (2020), O. crenata’ya dayanikli yabani ve yerel bezelye gesitlerinden
P. fulvum, P. sativum ssp. elatius, P. sativum ssp. syriacum ile yapilan genis c¢aph
melezlemelerden elde edilen bir dizi ileri diizey bezelye 1slah hattinin gelistirilmis ve 1slah
hatlarinin direnci bes saha denemesi ile dogrulanmis ve canavar otu ¢ikigsinda belirgin
azalmalar gortildiiglini bildirmiglerdir. Kok kab1 deneylerinde ise, bazi hatlarda daha az
tiiberkiil olusumu gozlemlenmis, bazilarinda ise tiiberkiil gelisiminin yavasladigi veya
nekrotik hale gelerek 6ldiigli goriilmiistiir. Islah hatlar1 agronomik olarak iyi performans
gbstermis ve canavar otu enfeksiyonun yiiksek oldugu ortamlarda, anag bezelye ¢esidi
Messire ile karsilagtirildiginda benzer veya daha yiiksek verim degerlerinin elde edildigi
bildirilmistir.

Gonzalez-Verdejo vd. (2020), burgak (Vicia ervilia L.)’ta O. crenata’ya karsi
dayanim icin 102 burcak genotipi testlenmis ve sadece diisiik seviyelerde O. crenata
enfeksiyonu gosteren 16 genotip secilmistir. Segilen burgak genotiplerinin performansini
ve diren¢ mekanizmalarini incelemek icin tarla ve kok kabr denemeleri kullanilmistir.
Ve.055 ve Ve.155 genotiplerinde diisiikk O. crenata ¢imlenmesi gosteren bir tutunma
oncesi dayanim mekanizmasi, Ve.125 genotipinde ise parazitin penetrasyonuna karsi bir
tutunma sonrast dayaniklilik tespit edilmistir. Ayrica, arazide dayanim gosteren Ve.123
genotipi, kok kab1 denemelerinde hassas bir yanit gostermis, bu da vaskiiler baglantidan
sonra calisan ve biiyiik olasilikla erken olgunlasmaya bagl olarak gelisen dayaniklilik
mekanizmasinin O. crenata gelisimini engelledigini gostermistir.

Abdallah vd. (2021), 13 miirdimiik (Lathyrus spp.) tiiriine ait 285 genotip, O.
crenata Forsk. ve O. foetida Poir.’ya kars1 testlemislerdir. O. foetida’ya kars1 direng, O.
crenata’ya gore daha yiiksek bulunmus, L. articulatus L.’nin O. crenata ve O. foetida’ya
kars1 tam direng, L. aphaca L. ve L. ochrus (L.) DC.’ya kars1 ise orta diizeyde direng
gosterdigi belirlenmistir. L. sativus genotiplerinde O. crenata’ya karsi direng, kontrolli
kosullarda yapilan saks1 denemeleriyle dogrulanmistir. Iki genotip (IG64782 ve 1G65197)
O. crenata’ya karst tam direng gostermistir. Tarla denemelerinde diisiik enfeksiyon
gosteren orta derecede dayanikli bir genotip olan IG116989, saksi denemesinde yiiksek
hassasiyet gostermistir. Sonuglar, O. crenata ve O. foetida’ya karsi direncin, parazit
¢imlenmesinin diisiik olmasi ve tiiberkiillerin yavas gelisimi ile iligkili oldugunu ortaya
koymustur.

En-Nahli vd. (2023), Global Mercimek Cesitlilik Paneli (GLDP), yerel
popiilasyonlar, yerel irklar, aksesyonlar, gelistirilmis hatlar ve tescilli ¢esitler dahil olmak
tizere 1315 mercimek (Lens culinaris Medik.) genotipini, ICARDA’nin Fas’taki
Marchouch arastirma istasyonunda O. crenata ile dogal bulagik alanda dayaniklilik
acisindan degerlendirmislerdir. Denemede en iyi performans gosteren genotipler, O.
crenata enfeksiyon parametreleri ile tarimsal performans arasindaki korelasyonlara
dayanarak secilmistir. Sonugclar, incelenen genotipler arasinda ve denenen genotipler ile
kontrol ¢esitleri arasinda verim, ¢igeklenme ve olgunlasma siiresi, bitki boyu ve O.
crenata etki diizeyi agisindan anlamli farkliliklar oldugunu gostermistir. Calismanin O.
crenata’ya karst dayanikli mercimek ¢esitlerinin 1slahi agisindan 6nemli bilgiler sundugu
bildirilmistir.
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2.1.2.3 Domateste dayanikhilik calismalari

Abu-Gharbieh vd. (1978), 100’in iizerinde domates ¢esidinde Orobanche
ramosa’ya karst yapilan testlerde yalnizca sekiz gesidin (Campbell 28 dahil) O.
ramosa’ya karsi hafif tolerans gosterdigi bildirilmistir.

Foy vd. (1988), Orobanche aegyptiaca’ya kars1 direng testi yapilan 1361 domates
arasinda dayanim agisindan yalnizca kiigiik farklar gézlemlenmistir. Tiim hatlar gesitli
derecelerde hassasiyet gostermis bu nedenle, domateste Orobanche tiirlerine karsi tam
direng¢ bulma sansinin diistik oldugu diistiniilmiistiir.

Qasem ve Kasrawi (1995), yirmi bes domates ¢esidi ve bir yabani domates
aksesyonu, Orobanche ramosa karst dayaniklilik agisindan degerlendirmislerdir.
Domates ¢esitlerinin, farkli bliylime parametrelerine dayali olarak Orobanche’ye karsi
direngleri farkli bulunmus, toplam Orobanche bitki sayisi, haustoryum gelisimi ve
Orobanche siirgiinlerinin sayisi, domates g¢esitleri arasinda farklilik gostermistir.
Orobanche bulasmasina yanit olarak domates ¢esitleri arasinda biiyiime ve meyve
veriminde de farkliliklar bulunmustur. Domates ¢esitlerini Orobanche direncine gore
siralamak, bu c¢esitlerde farkli diren¢ mekanizmalarinin varligini  gosterdigini
bildirmislerdir. Tiny Tim, Acora, Castler, Pomodora, Orient, Red Alert ve L.
pimpinellifolium’un LA 1478 aksesyonunda nispeten yiiksek ila orta seviyelerde direng
elde edilmistir. Tiny Tim ¢esidi, tiim dl¢iilen parametrelerde ve tiim deneylerde en yiiksek
direng seviyesini gosteren ¢esit olmustur.

Avdeyev vd. (2002), domateste yapay enfekte alanlarda yapilan tarama
sonucunda, Orobanche aegyptiaca Pers. ve Orobanche cumana Wallr.’a kars1 direng
genleri bulunan tiirler tespit edilmistir. O. aegyptiaca’ya kars1 yiiksek derecede direng
gosteren domates genetik olarak arastirilmig ve bu direncin dominant tek bir gen
tarafindan kontrol edildigi, bu genin Ora olarak adlandirildigr bulunmustur. Ora geni,
kromozom 11’in kisa kolunda, j genine yakin bir bolgede lokalize edilmistir. Ora-genine
sahip domateslerin diren¢ mekanizmasi, domates kok hiicrelerinin canavar otu
radikiillerinin koke penetrasyonuna karsi savunma tepkimesi ile iligkili oldugu tespit
edilmistir.

Aly vd. (2006), sarcotoxin IA nin, et sinegi (Sarcophaga peregrine) tarafindan
kodlanan sarcotoxin I gen kiimesinde, 63 amino asitlik bir peptit oldugu ve bu toksinin
antimikrobiyal etkisinin daha Once, sarcotoxin IA geni klonlanmis transgenik tiitlin
bitkilerinde, bakteriyel ve fungal patojenlere dayaniklilik sagladiginin kanitlandigi
bildirildiginden, sarcotoxin IA genini domatese klonlayarak Orobanche aegyptiaca’ya
kars1 dayanim elde etmeyi amaglamislardir. Bu nedenle sarcotoxin IA geni domatese
klonlanmus, elde edilen transgenik domates bitkilerinin O. aegyptiaca’ya karsi1 dayanim
durumlar polietilen torba sistemi (PEB) ve saksi denemeleri ile test edilmistir. Sonuglar,
transgenik bitkilerin parazit biiyltimesini gii¢lii bir sekilde engelledigini ve transgenik
olmayanlara kiyasla verimi 6nemli 6l¢iide artirdig: tespit edilmistir. Hem PEB hem de
saks1 denemelerinde, parazit tiiberkiilleri nekrotik hale gelmis ve anormal bir sekilde
geligmistir. Genin entegrasyonu ve ifadesi, Southern blot, RT-PCR ve Western blot
analizleri ile dogrulanmistir. Elde edilen sonuglar, domates hiicrelerinde ifade olan bocek
geninin O. aegyptiaca’ya secici olarak toksik oldugunu ve domatese toksik olmadigini
gostermistir.

20



KAYNAK TARAMASI E. CIGNITAS

Kostov vd. (2007), Orobanche ramosa L.’ya karsi dayaniklilik saglamak
amaciyla domates tohumlarini etil metan siilfonat (EMS) ile kimyasal mutasyona tabi
tutmuglardir. Elde edilen mutant domates bitkilerinin canavar otuna karst dayaniklilik
durumlar sera kosullarinda ve polietilen torba sistemi (PEB) ile degerlendirmislerdir.
Mutant domates bitkilerinin M2 jenerasyonlarinin dayaniklilik testleri, 6ncelikle serada
yapilmis ve canavar otu ile enfekte olmayan 16 domates bitkisi secilmistir. Bu bitkilerden
elde edilen yeni bitkiler (M3), yapay polietilen torba sistemi kullanilarak test edilmistir.
Testlerin sonucunda, Orobanche ramosa L.’ye kars1 dayaniklilik diizeyi 6nemli Glgiide
artirilmis alti1 domates hatti secilmistir.

Aly vd. (2009), O. aegyptiaca’nin gelisimi sirasinda fazla miktarda mannitol
biriktigi, Mannoz 6-fosfat rediiktaz (M6PR)’1n, mannitol biyosentezinde kilit bir enzim
oldugu bu nedenle, Orobanche M6PR geninin, O. aegyptiaca dayanimi saglamak
amaciyla susturuldugunu bildirmiglerdir. O. aegyptiaca M6PR-mRNA’simin 277 baz
ciftinden olusan 6zel bir pargayi ters tekrar konfiglirasyonunda igeren bir gen yapisi
tasiyan transgenik domates bitkileri elde etmislerdir. M6PR-SIRNA, R1 jenerasyonunda
i¢ bagimsiz transgenik domates hattinda tespit edilmis, ancak O. aegyptiaca’da tespit
edilmemistir. Kantitatif RT-PCR analizleri, transgenik domateste O. aegyptiaca’nin
tiiberkiil ve toprakalt1 siirgiinlerinde M6PR mRNA miktarinin %60-80 oraninda
azaldigini tespit edilmistir. PEB testlerinde, O. aegyptiaca tiiberkiillerinin 6liim oraninda
onemli bir artis, M6PR mRNA baskilanmasina paralel olarak, mannitol seviyesinde
onemli bir azalma gozlemlemislerdir.

Vogel vd. (2010), domateste SICCD7 geninin strigolakton biyosentezinde gorev
aldig1, Orobanche ramosa tohumlarinin ¢imlenme orani, SICCD7 mutant hatlarinin kok
0ziitli uygulandiginda, WT kiyasla %90’a kadar azaldigi bildirilmistir. Bu calisma,
CCD7’nin strigolakton iiretimi, siirgiin dallanmasi ve arbuskiiler mikoriza kaynakli
apokarotenoidlerin tiretimindeki ¢esitli rollerini ortaya koymustur.

Dor vd. (2010), hizli nétron mutagenesis (FNM) ile elde edilmis M-82 domates
mutant1 SI-ORT1’in izole edilmesi ve karakterizasyonunu rapor etmislerdir. SI-ORT1
mutanti, M-82 cesidi ile karsilastirlldiginda P. aegyptiaca’ya karsi direng gostermis;
ayrisma analizi tek bir resesif ort1 alleli 6ngérmiistiir. SI-ORT1’in kok parazitlerine karsi
direnci, bitki basina daha diisiik kok paraziti, daha diisiik P. aegyptiaca biyokiitlesi ve
daha yiiksek konukgu biiyiimesi ve verimi ile karakterize edilmistir. SI-ORT1’in P.
aegyptiaca, P. ramosa, O. cernua ve O. crenata’ya kars1 dayanikli oldugu gosterilmistir.
Ayrica, SI-ORT1’in saha kosullarinda kok parazitlerine karsi dayanikli oldugu
gosterilmistir. Verim parametreleri mutasyondan biraz etkilenmis oldugundan, bu direng
geninin farkli genetik arka planlara sahip domates ¢esitlerine kazandirilmasi gerektigi ve
bu yeni tamimlanan Orobanche dayanikli mutant, Orobanche direnci i¢in 1slah
programlarinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Koltai vd. (2010), domateste daha 6nce kok paraziti Orobanche’ye kars1 dayanikli
olarak tanimlanan SI-ORT1, kok 6ziitlerinin biyokimyasal analizi sonucu, domateste iki
strigolakton olan solanacol ve didehidro-orobancholiin bu mutant hatta ¢ok diisiik oranda
oldugunu ilk defa bu ¢alisma ile belirlemislerdir. Ayrica, domateste strigolakton
sentezinde rol oynadig1 varsayilan bir ana enzimin (CCD7) transkripsiyon seviyesi, Sl-
ORT1’de, yabani tip (WT) ile karsilastirildiginda azaldigi tespit edilmistir. SI-ORT1
siirglinleri artmis yan siirgiin dallanmasit gdstermis buna karsin, mutanta sentetik
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strigolakton GR24 uygulamasi, yan dallarin sayisini azaltarak WT fenotipini geri
kazandirmustir.  {lk  domates strigolakton eksikligi mutantimin karakterizasyonu,
strigolaktonlarin, ¢esitli bitki tiirlerinde yan siirgiin dallanmasini baskilayan molekdiller
oldugu bildirilmistir.

Dor vd. (2011), SL-ORT1 mutant domates bitkileri, hassas domates ¢esidi M-82
ile saksilarda yetistirildiginde P. aegyptiaca tarafindan parazitlendigini belirlemislerdir.
SL-ORT1 kok oziitlerinde Phelipanche tohumlarinin ¢imlenmesini engelleyen veya
toksik bir aktivite tespit edilememistir. SL-ORT1 saksilarda Phelipanche tohumlarinin
cimlenmesini tesvik etmemis ancak, sentetik stimiilant GR24’lin rizosfere
uygulanmasindan sonra M-82 ile ayni seviyede parazitlenmistir. M-82’nin kok Oziitleri
stvi kromatografi ve tandem kiitle spektrometrisi analizi sonucu, strigolaktonlarin
orobanchol, solanacol ve didehidro-orobanchol izomerinin oldugu belirlenmis ve bu
bilesikler SL-ORT1’in 6ziitlerinde bulunmamistir. SL-ORT1’in dayanikliliginin, dogal
¢imlenme uyaricilarinin salgilanmamasindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Kohlen vd. (2012), domateste SICCD8 geni klonlanmis ve rizosfer sinyalleri ile
bitki  fizyolojisindeki  roliinii, mutant domates genotipleri elde ederek
degerlendirmislerdir. RNAi aracili gen susturma yontemi ile transgenik SICCD8 bitkiler
elde etmiglerdir. Strigolakton iretimindeki farkli seviyelerde azalmaya sahip hatlar
UPLC-MS/MS ile dogrulanmis ve bu hatlarin fenotipleri arastirilmistir. SICCD8
seviyeleri azalan genotiplerin ayni zamanda siirgiin dallanmasi artmis, bitki boyu kisalmis
ve asirt adventif kok gelisimi olmustur. Strigolakton biyosentezi ve salgilanmasinda
nispeten azalmaya sahip genotiplerde Petri kabinda yapilan ¢imlenme ve saks1 denemeleri
ile P. ramosa enfeksiyonu %90 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda
strigolakton biyosentezinin azaltilmasinin parazit yabanci otlarin yonetiminde uygun bir
arac olabilecegini gosterilmistir.

Dubey vd. (2017), RNA susturma ile ti¢ P. aegyptiaca genini (PaACS, PaM6PR
ve PaPrx1) susturarak domateste dayaniklilik saglamayir amacglamiglardir. Secgilen gen
dizilerini igeren dsRNA’y1 ifade etmek icin, VIGS vektorii olarak Tobacco rattle virus
(TRV) kullanilarak gecici ifade ve transgenik domates bitkilerinde sa¢ tokasi yapisina
sahip (hairpin) bir konstriiksiyon (pBINPLUS35) ile kalic1 ifade elde etmislerdir.
Transgenik domates veya TRV ile enfekte olmus tiitin (Nicotiana benthamiana)
bitkilerinde P. aegyptiaca tiiberkiillerinden elde edilen PaACS ve PaM6PR
transkriptlerinin miktarmin 6nemli 6l¢iide azaldigini tespit etmislerdir. Ancak, parazit
tiberkiillerinde PaPrx1 transkriptlerinin miktarinda yalnizca kismi azalmalar
gozlemlemislerdir. Hedef genlerin baskilanmasi ile hem gegici hem de kalici deneysel
sistemlerde, yapilan saksi denemelerinde konukcu bitkiler {izerinde biiyliyen parazit
tiiberkiillerinin sayisinda ve agirliginda 6nemli azalmalar meydana geldigi belirlenmistir.
Her iki strateji kullanilarak yapilan ¢alismanin sonuglari, mobil ekzojen siRNA’nin
konuk¢udan parazite hareket ettigini ve parazitin 6nemli hedef genlerinin ifadelerinin
bozulmasina yol ac¢tigin1 gostermislerdir.

Hasegawa vd. (2018), TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes)
yontemiyle Micro-Tom ¢esidi domateste slccd8 geni mutantlar1 elde etmislerdir. Elde
edilen mutant domates genotiplerinin asir1 dallanma gosterdigi ve bu durumun, disaridan
uygulanan strigolakton ile baskilandigini tespit etmislerdir. Orobanchol ve solanacol
hormon seviyeleri WT bitkilerinde tespit edilebilir miktardayken, slccd8 mutantlarinda
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analiz tespit limitinin altinda bulunmustur. Paralel sekilde, slccd8 mutantlarinin kok
salgilart neredeyse parazit bitki tohumlarmi hi¢ uyarmamistir. Ayrica, kok kabi
denemelerinde P. aegyptiaca enfeksiyonunun, diisiik ¢imlenme nedeniyle slccd8
mutantlarinda WT Micro-Tom’dan daha az oldugunu bu nedenle slccd8 mutantlarinin P.
aegyptiaca’ya dayanikli yeni domates hatlar1 olarak faydali olabilecegi bildirilmistir.

Wakabayashi vd. (2019), en yaygin strigolakton (SL) olan orobanchol iiretiminde
BC halkasimin kapanma reaksiyonunu katalize eden anahtar bir enzim olarak sitokrom
P450 CYP722C tanimlamislardir. Rekombinant enzim, 4-deoksiorobanchol asamasina
geemeden dogrudan karlaktonik asidi orobanchole doniistiirdiigii, domates bitkilerinde
bu genin devre dis1 birakilmasiyla, kok salgilarinda orobancholiin tespit edilemedigi
bildirilmistir. Bu ¢alisma ile bu bilesiklerin kok paraziti yabanci otlara kars1 dayanikli
bitkiler elde etme amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir.

2.2 CRISPR Yontemiyle Kok Paraziti Bitkilere Kars1i Yapilan Dayamkhhk
Cahismalan

Konvansiyonel 1slah yontemleriyle konukgu bitkilerde dayaniklilik saglamak,
baglant1 siiriiklenmesi ve elit gen havuzundaki smirli genetik cesitlilik nedeniyle
engellenmektedir (Tester ve Langridge, 2010). Mutasyon 1slah1 ise tiim genomda
istenmeyen mutasyonlar olusturmasi nedeniyle risklidir (Toker vd. 2007). Fakat genom
diizenleme, 6zellikle CRISPR-Cas yontemi, istenmeyen hedef dis1 zararli etkiler olmadan
hassas gen modifikasyonlar1 yapilmasini saglamaktadir (Menz vd. 2020). CRISPR/Cas
sistemleri, viriis hastaliklariyla miicadelede, ayrica cesitli bitki fungal ve bakteriyel
hastaliklara kars1 olaganiistii bir verimlilik gostermistir (Boubakri, 2023). Fakat parazit
bitkilere karst bitkilerin savunmasini gelistirmek icin CRISPR teknolojilerinin
uygulanmasi hala erken agamalarindadir (Jhu vd. 2023).

Bari vd. (2019), CRISPR/Cas9 aracili mutasyon yoluyla CCD8 geninin ikinci
ekzonu hedeflenmis ve P. aegyptiaca’ya karsi domateste dayaniklilik gelistirmeyi
amagclamiglardir. Farkli ekleme veya silme mutasyonlarina sahip herhangi bir hedef disi
(off-target) etkisi olmayan dort CCD8Cas9 mutant domates hatti (hat 1, hat 2, hat 5, hat
11) elde edilmistir. T1 bitkilerinin genotip analizi, CCD8 mutasyonlarinin kalitildigim
gostermistir. Kontrol domates bitkileriyle karsilastirildiginda, CCD8Cas9 mutantlari
bodurluk, asirt siirglin dallanmasi ve adventif kok olusumu gibi morfolojik degisiklikler
gostermistir.  Ayrica, SL eksikligi olan CCD8Cas9 mutantlari, yapilan saksi
denemelerinde yabani tip (WT) bitkilerine gore toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisi
Oonemli bir azalma gostermistir. CCD8Cas9 mutant hatlarinda, orobanchol igerigi onemli
o6l¢iide azalirken, toplam karotenoid seviyeleri ve karotenoid biyosenteziyle ilgili genlerin
ekspresyonu, kontrol bitkilerine kiyasla artmistir. CCD8 geninin P. aegptiaaca’ya kars1
dayaniklilik gelistirmek ve domateste anag¢ bitkilere aktarmak i¢in hedef olabilecegi
gosterilmistir.

Bellis vd. (2020), Striga hermonthica (Delile) Benth. ile iligkili olarak Sorghum
bicolor (L.) Moench’da CRISPR/Cas9 teknigi ile yaptiklar1 mutasyonlarla sorgumda
LGS1 geninin bitki yapisin1 ve mikorizal kdklerle sinyallesmeyi kontrol eden hormonlar
olan strigolaktonlarin stereo-kimyasini degistirerek dirence neden oldugunu tespit
etmiglerdir. CRISPR/Cas9 ile diizenlenmis sorgum bitkileriyle yapilan deneyler, LGS1
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araciligryla saglanan direncin parazit genotipi ve abiyotik ¢evreye biiyiik l¢iide bagh
oldugunu tespit etmislerdir.

Bari vd. (2021), CRISPR/Cas9 araciligiyla iki homolog ATP baglayici kaset alt
grubu G (ABCG) geni, ABCG44 (Solyc08g067610) ve ABCG45 (Solyc08g067620)
genlerinde mutasyon gerceklestirerek domateste P. aegyptiaca’ya karst dayaniklilik
gelistirmeyi amacglamislardir. Hedeflenen mutasyon isleminin, domatesin kok
salgisindaki SL miktarin1 6nemli dl¢lide azalttigini ve yapilan saksi denemeleri ile P.
aegyptiaca’nin tiiberkiil ve siirgiin sayisinda WT bitkilerine gore azalma oldugu
bildirilmistir. Cas9-mutasyonlu bitkilerin kok salgilarinda orobanchol miktarinin
azalmasina ragmen, kok oOziitiindeki orobanchol miktart WT bitkileri ile
karsilagtirildiginda degisiklik gostermedigi belirlenmistir. Ayrica hem tekli hem de ikili
ABCG mutantlarinda SL biyosentez genleri olan CCD8 ve MAX1 genlerinin
ekspresyonunda azalma oldugu goézlemlenmistir. Bu g¢alisma ile, ABCG genlerinin
CRISPR ile hedeflenen mutasyonunun, kok paraziti yabanci otlarin ¢imlenmesini
engellemede etkili bir miicadele yontemi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Bari vd. (2021), domates bitkilerinde CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak MAX1
geninin tgiincli ekzonu hedeflenmis ve P. aegyptiaca’ya karsi dayaniklilik saglamay1
amagclamislardir. MAX1Cas9 heterozigot ve homozigot T1 bitkileri, aksiler tomurcuklarin
asir1 biiytimesi, bitki boyunun kisalmast ve WT gore adventif kok olusumu gibi benzer
morfolojik degisiklikler gostermistir. MAX1Cas9 mutant hatlarin yapilan saksi
denemelerinde P. aegyptiaca tiiberkiil ve siirgiin sayisinin WT bitkilerine gére dnemli
6lciide diistligiinii, orobanchol seviyesinde ise azalma oldugunu belirlemislerdir. Ayrica,
Max1l geni ile karotenoid biyosentez yolagindaki genlerden olan CCD8 geninin
ekspresyonunun WT bitkilerine gore degismedigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

3.1.1 Domates genotipleri

Daha 6nce Biilbiil (2021)’iin tez ¢alismasi ile elde etmis oldugu CCD7Cas9 18nt
ve 186nt domates mutant genotiplerinin T1, T2 ve T3 jenerasyonlarina ait bitkiler
kullanilmistir. Biilbiil (2021), tasarladiklar1 rehber RNA’lar1 ve Cas9, Agrobacterium-
aracili bitki transformasyonu yontemi kullanarak domatese aktarmislardir. Elde edilen
birgok SLCCD7 mutantinin arasindan, 6zellikle SICCD7 geninin ekson 1 bolgesinde
Thr42-Vall05 arasinda meydana gelen biiylik bir homozigot bialellik “in-frame”
mutasyonu tasiyan T2 mutantlar1 se¢ilmistir. Bu mutant genotiplerden strigolakton
yolaginin negatif yonde etkiledigi ve canavar otuna karsi bir dayanim sagladig diistiniilen
iki genotip bu ¢alismada bitkisel materyal olarak kullanilmigtir. 18nt isimli genotip,
calismanin ilerleyen bdliimlerinde Wild Type (WT) olarak isimlendirilecek 267 F1
domates genotipinin CCD7 geninin birinci ekzonunda CRISPR/Cas9 teknigi ile yapilan
mutasyon sonucu meydana gelen 18 bazlik (6 amino asit) in-frame silinme ile elde edilen
genotiptir. 186nt isimli genotip ise WT domates genotipinin CCD7 geninin birinci
ekzonunda CRISPR/Cas9 teknigi ile yapilan mutasyon sonucu meydana gelen 186 bazlik
(62 amino asit) in-frame silinme ile elde edilen genotiptir. Tiim deneylerde, her iki allel
bakimindan homozigot mutant bitkiler kullanilmistir. Calismalarda ayni zamanda
canavar otlarina kars1 hassas olan ticari domates ¢esitleri (Bizimkoy F1, Torry F1, Naim
F1) kontrol olarak kullanilmistir. Mutant bitkiler ve Solanum penelli LA0716
aksesyonuna ait fideler Areo Tohum A.S. (Antalya) tarafindan, Bizimkdy F1 ¢esidine ait
fideler Akga Tohum A.S’den, Torry F1 ¢esitlerine ait fideler Syngenta A.S’den, Naim F1
cesidi Yiiksel Tohum A.S (Antalya, Tiirkiye)’den ve WT 267 F1 ¢esidi ise Proto Seed
(Antalya, Tiirkiye)’den temin edilmistir.

3.1.2 Canavar otu tohumlari

Canavar otlar1 2021 yili i¢inde Isparta, Burdur ve Antalya’nin Korkuteli ve Elmali
ilgelerinde enfekteli domates seralarindan toplanmustir. Laboratuvara getirilen bitkiler
0.18-0.20 mm’lik eleklerden (Retsch GmbH ve Co KG, Germany) gegirilip kurutulduktan
sonra koyu renkli siselere alinarak kullanilincaya kadar 4°C’de saklanmistir (Sekil 3.1).
Tohum toplanan lokasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Canavar otu tohumu toplanan lokasyonlara ait bilgiler

Kod || Tige Koordinat (GPS) Rakim | Konuke¢u
S1-2021 | Burdur Sogiit 37°1°21°°N 29°48°55”’E 1420 Domates
S2-2021 | Burdur Sogut 37°2°19°°N 29°49°52”° E 1410 Domates
C1-2021 | Burdur Cavdir 37°9°3”’N 29°39°60”° E 1000 Domates
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Cizelge 3.1°in devami

(2-2021 | Burdur | Cavdir | 37°9107’N 29°39°36”"E | 1000 | Domates

G1-2021 | Burdur | Golhisar | 37°8°35°°N 29°35°57” E 960 Domates

G2-2021 | Burdur | Golhisar | 37°15°32°°N 29°48°50”" E 950 Domates

T1-2021 | Burdur Tefenni 37°8°43°°N 29°35°53”’ E 1130 Domates

T2-2021 | Burdur Tefenni | 37°15°18°°N 29°48°36”° E 1130 Domates

D1-2021 | Isparta | Merkez | 37°46°35°’N 30°30°22° E | 1120 Domates

11-2021 | Isparta Merkez | 37°54°46°°N 30°40°41’ E 940 Domates

12-2021 | Isparta Merkez | 37°52°25°N 30°40°13”’ E 940 Domates

K1-2021 | Isparta Merkez | 37°52°33°°N 30°40°55”’ E 930 Domates

K2-2021 | Isparta Merkez | 37°52°34°N 30°40°56°" E 930 Domates

AK-2021 | Antalya | Korkuteli | 36°58°3’N 29°55°6”’ E 1482 Domates

AE-2021 | Antalya | Elmali | 36°37°54°°N 29°56°24” E | 1031 Domates

Sekil 3.1. Canavar otu tohumlarinin toplanmasi; a) enfekteli domates seralarindan
canavar otlarinin toplanmasi; b) tohumlarin elenmesi; ¢) elenen tohumlarin kullanilincaya
kadar koyu renkli cam siselerde saklanmasi

3.1.3 Calismada kullanilan kimyasallar, hazir setler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar, isim, marka ve kullanim bilgileri Cizelge
3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallara ait bilgiler

Kimyasalin Adi

Marka

Kullanim Amaci

DNA Ladder GeneRuler 1kb

ThermoScientific

Jel goriintiileme,
molekiiler calismalar

Taq DNA Polimeraz

ThermoScientific

Jel goriintiileme,
molekiiler calismalar

Jel elektroforezi,

Agaroz BloMax molekiiler calismalar
Tris (hidroksimetil) aminometan | Merck Jel ele!ftroforezu
molekiiler calismalar
. , . Jel elektroforezi,
Etidyum Bromir Sigma molekiiler calismalar
Setil Trimetil Amonyum AMIesco DNA izolasyonu,
Bromiir, CTAB Bromide molekiiler calismalar
Kloroform Merck £l g |"zolasyonu,
molekiiler calismalar
Etanol, %96 Tekkim Tiim ¢alismalar
izoamil alkol, %99 Merck DNA izolasyonu,
molekiiler calismalar
Sodyum Hipoklorit Tekkim Tohum sterilizasyon
Tween 20 Sigma Tohum sterilizasyon
rac-GR24, %99 Strigolab Toluggeimlenme
calismalari
2,3,5-Trifenil Tetrazolyum AppliChem Canavar otu tohum
Kloriir (TTC), %l PP canlilik testleri
Stvi Nitrojen Anonim Kok ekstrakstyonu
calismalari
Aseton, %99.8 Merck Kok ekstraksiyonu,
Orobanchol calismalari
Asetonitril, %99.8 Merck Kok ekstraksiyonu,
Orobanchol calismalari
Orobanchol, %99 Olchemim LC-MS/MS analizleri

Tez ¢alismasinda RNA ekstraksiyonu ve RT-qPCR islemi i¢in hazir kitler kullanilmis
olup, bu Kitlere ait bilgiler Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan hazir kitlere ait bilgiler

Hazir Kitin Adx

Marka

Kullanim Amaci

Bio-Tek E.Z.N.A plant
RNA Kiti

Omega

Total RNA izolasyonu

Luna Universal One-Step

RT-Qpcr kit

New England Biolab

RT-qPCR islemleri

3.1.4 Calismada kullanilan cihazlar

Tez galigmasinda kullanilan cihazlara ait bilgiler Cizelge 3.4’te sunulmustur.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan cihazlara ait bilgiler

Marka Tip Kullanim Amaci
ThermoScientific Ultra Derin . .
Forma 88000 Series | Dondurucu RNA o6rneklerinin muhafazasinda
Vestel Buzdolabi Buzdolab1 Tiim gtngklerin kisa siireli
muhafazasinda
Steril Kabin Tezsan Steril ortam gerektiren caligmalarda

Hettich Rotina 420R

Hettich Mikro 120

Santrifiij cihaz1

Farkl1 hacimdeki sivilarin santrifiij
islemlerinde

Radwag AS 220/C/2 | Tarti Farkli agirliklardaki iiriinlerin tartiminda

MJ Research PTC- PCR ici Wi t | déneiinii

225 PCR Cihazs | PCR isin gerekli ermal dongiinin

Bio-Rad T100 &

Dragonlab MX-S Vorteks Cihazi Farkh hacimlerdeki iirtinlerin etkin bir

sekilde karistirilmasinda

Mes MP-MiniPure Se}f Su Aritma _(;Iah.sn”{alar icin gerekli saf ve ultra saf su

Cihaz1 liretiminde

UV Gorintuleme

Jel elektroforezi sonrasi elde edilen

DNR- MiniLumi Cihaz1 jellerin goriintiilenmesinde
Memmert Inkiibator Tohumlarin inkiibe edilmesinde
BioDro Konsantrasyon Toplam RNA konsantrasyonunun
P Ol¢me Cihaz1 olciilmesinde
MikroTest Su Banyosu DNA izolasyonunda
Tomy SX-500E Otoklav Uygu_n laboratuvar ekipmanlarinin
sterilizasyonunda
?lrr?relhk Mikro Dalga Mikro Dalga Firin | Jel elektroforezi icin jel hazirlamada
s T Bitki materyalinin farkli gelisim
Anonim Bltk.l ]_3uyutme asamalarinda ihtiya¢ duyduklari ortamin
Kabini <
saglanmasinda
. Binokiiler Canavar otu tohum ve tiiberkiillerin
Leica EZ4 . o .
Mikroskop goriintiilenmesinde
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Cizelge 3.4’iin devami

Qiagen Doku Ezici Domates kok dokusunun ezilmesinde
. Ultrasonik sicak su | Domates kok ekstraksiyonunun elde

Bandelin Sonorex : .. :

banyosu edilmesi islemlerinde

. Vakumlu Domates kok ekstraksiyonunda

Christ , e

konsantratdr ¢oziiclinilin uzaklastirilmasi
Agilent, 1290
Infinity (LC)-6430 LC-MS/MS Orobanchol analizlerinde
Tripquadrapol (MS)

3.2 Metot
3.2.1 Denemede kullanilan canavar otu tiirlerinin molekiiler teshisleri

3.2.1.1 DNA izolasyonu

Tiir teshisleri i¢cin Doyle (1991)’nin kullandig1 yontemden degistirilerek canavar
otu tohumlarindan CTAB DNA ekstraksiyon yontemi ile total niikleik asit izolasyonu
yapilmustir. Buna gore; canavar otu tohumlarindan 50 mg alinip sivi azot kullanilarak toz
haline getirilmistir. Elde edilen toz, toplam genomik DNA (gDNA) ekstraksiyonu i¢in
1.5 ml tiipe alinarak tiipe 700 pl %2 CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) igeren
ekstaksiyon tamponu [20 mM EDTA, 0.1 M Tris-HCI Ph 8.0, 1.4 M NaCl, %2 CTAB ve
%0.4 B-Mercaptoethanol (kullanilmadan hemen 6nce)] eklenmistir. Karisim 65 °C’de 45
dakika boyunca su banyosunda bekletilmistir. Karisima 500 pl kloroform:izoamil alkol
(24:1) eklenerek tiip 1 dakika karistirilmistir. Ornek 12000 devirde 10 dakika boyunca
santrifiij (Hettich 320R) edilerek, olusan iist fazdan yaklagik 600 pl’lik kistm mikropipet
ile alinarak yeni tiipe aktarilmig ve lizerine tekrar 500 pl kloroform:izoamil alkol (24:1)
eklenerek 12000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust fazdan 500 ul’lik
kisim yeni tlipe alinarak iizerine 700 pl soguk (-20°C) izopropanol eklenerek hafifce
karigtirildiktan sonra 12000 devirde 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Sekil 3.2. Canavar otu tohumlarindan DNA izolasyonu; a) 10 mg’lik tohum &6rnekleri; b)
canavar otundan izole edilen DNA o6rnekleri
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DNA’ya yapisan tuz kalintisinin giderilmesi i¢in olusan DNA peleti 700 pl %70
etanol ile iki defa yikanmistir. DNA peletinin ¢ézlinmesi i¢in tiipe 100 pul TE tamponu
(10 mM Tris-HCI Ph 8.0, 1 mM EDTA Ph 8.0) eklenerek ve 37°C’de bir saat
bekletilmistir. Lamda DNA kontrolii kullanilarak ve ethidium bromide ile boyanip %1°lik
agaroz jelde konsantrasyonlar1 belirlenmistir. BioDropta DNA miktarina ve kalitesine
bakilarak ve izole edilen DNA’larin tamami PCR uygulamasina kadar -20°C’de
saklanmustir (Sekil 3.2).

3.2.1.2 PCR ¢alismasi

P. aegyptiaca ve P. ramosa tiirlerini ayirict ii¢ farkli tiir spesifik primer
kullanilmustir. P. ramosa tiirti igin tiir spesifik rps2F/rps2R (Park vd. 2007), P.aegyptiaca
icin ise AB101F/AB102R (Schneeweiss vd. 2004) ve ITS350F/ITS350R (Aly vd. 2012)
primerleri kullanilmistir (Cizelge 3.5). PCR reaksiyonu, 1 pL primer, 1.5 pL. MgClz, 2 uL
DNA, 1 uL dNTP, 1.5 uL 10X PCR buffer ve 1 Unit Taq DNA polymerase (Fermentas,
Vilnius, Lithuania) ve 1.8 pL saf sudan olusan toplam 10 uL. hacimde yapilmistir. PCR,
Bio-Rad T100 cihazinda yiiriitiilmiistir. PCR dongiisti ITS350F/ITS350R primeri igin
94°C’de 4 dk, daha sonra 95°C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk toplam 30 dongii
ve 72°C’de 10 dk 1 dongii olarak; AB101F/AB102R primeri igin 94°C’de 4 dk, daha
sonra 95°C’de 1 dk, 60°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk toplam 35 dongii ve 72°C’de 10 dk 1
dongii olarak ve rps2F/rps2R primerleri i¢in 94°C’de 2.5 dk, daha sonra 94°C’de 1 dk,
57°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dk toplam 35 dongii ve 72°C’de 7 dk 1 dongii olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, %1’lik agaroz jelde TBE buffer yardimiyla
110 voltta 1.5 saat yiiriitiilmiis ve EtBr (0.5 ug/ml) ile boyandiktan sonra UV 15181 altinda
goriintiileme cihazi (DNR-MiniLumi) yardimiyla fotograflanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Canavar otu tiir teshisleri igin PCR islemleri; @) DNA 6rneklerinin PCR igin
hazirlanmasi; b) PCR islemi i¢in primer ve diger kimyasallarin eklenmesi; ¢) PCR
iriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi
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Cizelge 3.5. Phelipanche popiilasyonlarinin molekiiler tanilanmasinda kullanilan
primerlerin dizisi ve beklenen bant uzunlugu

' Bant
Pr;?ler Primer dizisi (5-3) Uzunlugu Referans
(bp)

rps2F AAATGGAATCCTAAAATGGC
rps2R AAACAAATTGTTGGAATTCC

550 (Park vd. 2007)

AB101F | ACGAATTCATGGTCCCGTGAAGG a5y | (Schneeweiss vd.
AB102R | TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCC 2004)

ITS350F | CATGGTGGGTGGGGCAACCC
ITS350R | ACGTGATGCGTGACGCCCAG

350 (Aly vd. 2012)

3.2.2 Denemede kullanilan canavar otu tohumlarmin canhlik testleri

Tohum canlilik testi, Gibot-Leclerc vd. (2004) tarafindan tanimlanan protokol
modifiye edilerek yapilmistir. Buna gore, her Petri kabina yaklasik 100 £ 10 P.
aegyptiaca tohumu yerlestirilmis ve 3 mL %1 2.3.5 Triphenyltetrazolium Chloride (TTC,
AppliChem) eklenmistir. Ardindan Petri kaplari aliiminyum folyo ile sarilarak 33°C’de
13 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan tohumlar %35 NaOCl ile tohumlar 5 dk
yikanarak stereo mikroskop (Leica EZ4) kullanilarak 20x biiyiitme ile embriyosu pembe
veya kirmizi renkte olanlar canli, renksiz veya siyah renkli olanlar ise cansiz olarak
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak 120°C’de 30 dakika otoklavda steril edilmis
tohumlar kullanilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Canavar otu tohum canlilik testleri; a) tohumlarin %1 tetrazolyum tuzu ile
inkiibe edilmesi; b) inkiibe edilen tohumlarin %35 NaOCI ile yikanmasi; C) yikanan
tohumlarin embriyolarindaki renk degisiklikleri esas alinarak mikroskop altinda
incelenmesi
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3.2.3 Canavar otu tohum ¢cimlenme denemeleri

3.2.3.1 Tohum yiizey dezenfeksiyonu

Canavar otu tohumlari, filtre kagidindan hazirlanan kiiciik tohum keselerine
konulmus daha sonra %1 (h/h) sodyum hipoklorit (NaOCI) ve %0.01 Tween 20°de 3
dakika, %70 etanolde ise 3 dakika bekletildikten sonra yiizey sterilizasyonlar1 yapilmisg
ve alt1 kez steril su ile iyice durulanmustir (Bai vd. 2020). Tohum yiizey dezenfeksiyonuna
ait resimler Sekil 3.5’te verilmistir.

Sekil 3.5. Canavar otu tohumlarinda yiizey dezenfeksiyonu islemleri; a) kiiciik keselere
konulmast; b) tohumlarin %1 (h/h) sodyumhipoklorit (NaOCl) igerisinde bekletilmesi; C)
tohumlarin %70 etanolde bekletilmesi

3.2.3.2 Domates kok ekstraktlarinin elde edilmesi

Domates kok ekstraktlarin elde edilmesi Flokova vd. (2020) metoduna gore
gerceklestirilmistir. Kok ekstraksiyonu i¢in domates bitkileri tohumlar1 kaya yiinii
bulunan kok kaplarina yetistirilmistir. Yaklasik 30 giin sonra 2-3 gergek yaprakli doneme
gelen domates fidelerinden150 mg kok dokusu alinarak sivi nitrojen ile ezilerek
homojenize edilmis, homojenize edilen kok dokusuna 1.5 ml -20°C’de bekletilen %60°11k
soguk aseton eklenmistir. Kok dokusu 2 mm ¢elik boncuk kullanilarak Tissue lyser 27
Hz’de 3 dakika homojenize edilmis, buzlu suda 3 dakika ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Rotatorde 4 °C’de 20 rpm’de 30 dakika dondiiriilerek, 4°C’de 10 dakika
16000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant alinarak ve organik solvent vakum altinda
uzaklagtirilmustir. Geri kalan organik faz (yaklasik 0.9 ml), 1.5 ml %25 ACN/su karigimi
ile tamamlanmistir Saflagtirma i¢in Oasis HLB kolonu kullanilmistir. Sorbent, 3 ml %100
asetonitril ile aktive edilmis ve %10 ACN/su karisimi ile dengelenmistir. Kok dokusu
0zii, aktive edilmis kolondan gecirilmis ve 3 ml %10 ACN/su karigimi ile yikanmistir. 3
ml %80 aseton su karisimi ile eliisyon yapilarak, ¢6ziicli vakum altinda uzaklagtirilmis ve
kullanilincaya kadar -20°C’de tutulmustur (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Domates kok ekstraktlarinin elde edilmesi; a) kaya yiinii iceren kok kabinda
domates fidelerinin yetistirilmesi; b) kok dokusuna sivi azot ilave edilmesi; ¢) kok
dokusunun ezilerek toz haline getirilmesi

3.2.3.3 Domates kok ekstraktlarimin Petri kabi1 denemesinde canavar otuna
etkisinin belirlenmesi

Yaklagik 150 adet steril edilmis P. aegyptiaca tohumu, 90 mm capindaki Petri
kaplarinda 9 mm’lik filtre kagidi (Whatman GF/A) tizerine yerlestirilmistir. Kullanilan
P. aegyptiaca popiilasyonuna ait tohumlar i¢in optimum 6n kondisyon ve inkiibasyon
sicakliginin belirlenebilmesi amaciyla 6n kondisyon ve inkiibasyon sicakliklar1 18°C,
20°C ve 22°C olacak sekilde denemeler kurulmustur. Petri kaplar1 3 ml steril su ile
nemlendirilerek ve karanlikta yedi giin boyunca 18°C, 20°C ve 22°C’de 6n kondisyona
alinmustir. Inkiibasyondan yedi giin sonra, P. aegyptiaca tohumlarmin bulundugu disklere
20 puL domates kok ekstrakti ve 40 uL steril su ilave edilmistir. Sentetik bir SL olan GR24
(www. strigolab.eu), 3.35x107> mol L konsantrasyonunda her Petri kabina 20 uL ilave
edilmistir. Negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir (Bai vd. 2020). On kondisyon
isleminden sonra 18°C, 20°C ve 22°C sicakliklarda tohumlar yedi giin inkiibe edilmistir.
Cimlenme oranlar1 binokiiler mikroskop altinda sayilarak fotograflanmistir (Leica EZ).
P. aegyptiaca tohumlarinda radikiil goriildiigiinde tohumlar ¢imlenmis olarak kabul
edilmistir. Petri kab1 denemeleri bes tekerriirlii ve iki tekrarli olarak yapilmistir (Sekil
3.7).
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Sekil 3.7. Domates kok ekstraktlariin canavar otuna etkisi; @) tohumlarin Petri kabina
yerlestirilmesi; b) tohumlarin 6n kondisyona alinmasi; ) kok ekstraktlarinin Petri
kaplarina eklenmesi; d) ¢imlenmis tohumlarin binokiiler mikroskop altinda
degerlendirilmesi

3.2.4 Hidroponik sistem denemeleri ile genotiplerin canavar otuna Kkars:
dayamiklihk durumlarinin belirlenmesi

CRISPR/Cas9 mutant genotipleri 18nt ve 186nt, ticari domates gesitleri Bizimkdy F1 ve
Torry F1’in canavar otuna tepkilerinin belirlenmesi amaciyla yapay olarak canavar otu
bulastirllmis  ortamda  yetistirilen domates koklerinde olusan tiiberkiiller
degerlendirilmistir. Bu amagla P. aegyptiaca tohumlarinin yiizey sterilizasyonu %1°lik
sodyum hipoklorit (NaOCI) ve %0.01 Tween 20 i¢inde 5 dakika bekletilip ve alt1 kez
steril su ile iyice durulanarak yapilmistir. P. aegyptiaca tohumlari, karanlikta 20°C’de
yedi giin 6n kondisyona alinmistir. Otoklavlanmig yaklasik 150 ml vermikulit igeren
120x120 mm ebatlarinda kare plastik kok kaplarina birer adet domates fidesi filtre kagidi
lizerine yerlestirilmistir. Daha 6nce 6n kondisyona alinan P. aegyptiaca tohumlarindan
10 mg alinarak filtre kagidi lizerindeki domates fidesinin kdklerine bulagtirilmigtir. Kok
kaplar1 24°C’de 14 saatlik bir foto periyotta kontrollii iklim odasina alinmigtir. Kok
kaplar1 haftada 3 kez %1°lik Hoagland soliisyonu ile sulanmistir. Inokiilasyondan sonraki
20 ve 30. giinlerde kok kabinda gelisen tiiberkiiller binokiiler mikroskopta (Leica EZ4)
sayllmig ve denemenin sonunda tiiberkiil biiyiikliikleri milimetrik kagit {izerinde
Olctilerek fotograflanmis ve 65°C’de 24 saat etiivde kurutularak agirliklar1 alinmistir.
Hidroponik denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore dort tekerriirlii ve iki
tekrarli olarak yapilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hidroponik sistem denemeleri ile genotiplerin canavar otuna kars1 dayaniklilik
durumlarinin belirlenmesi; a) hidroponik deneme i¢in kok kaplarinin hazirlanmasi; b) 6n
kondisyona alinmis canavar otu tohumlarinin kok kabinda fitre kagidi tizerine eklenmesi
c) domates fidesinin kok kabina yerlestirilmesi; d) kok kaplarinda bulunan domates
bitkilerinin kontrollii iklim odasinda biiyiitiilmesi; €) kok kabinda gelisen tiiberkiillerin
binokiiler mikroskopta sayilmasi f) tiiberkiillerin biiytikliiklerinin degerlendirilmesi; Q)
tiiberkiillerin kuru agirliklarinin alinmasi
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3.2.5 Saks1 denemeleri ile genotiplerin canavar otuna kars1 dayamkhhk
durumlarinin belirlenmesi

Saks1 denemelerinde CRISPR/Cas9 teknigi ile elde edilmis olan iki allel
bakimindan homozigot 6zellik gosteren mutant 18nt ve 186nt domates genotipleri,
heterozigot 186nt genotipi, ticari domates cesitlerinden Naim F1, Torry F1 ve Bizimkdy
F1 genotipleri ve WT (267 F1) genotipleri kullanilmistir. Saksi denemeleri i¢in fide harct
olarak 1:1:1 oraninda hazirlanmis olan toprak + kum + torf karigimi otoklav edildikten
sonra kullanilmistir. Fide dikimlerinden dnce saksilar 100 mg P. aegyptiaca tohumlari ile
enfekte edilmistir. Saksi denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine goére bes
tekerriirlii ve iki tekrarli olarak kurulmustur. ilk denemede mutant genotipler 18nt, 186nt
genotipleri ile Heterozigot 186nt, WT ve Naim F1 ¢esitleri, ikinci denemede ise mutant
genotiplerin yansira Torry F1 ve Bizimkoy F1 genotipleri kullanilmstir. Birinci ve ikinci
denemede canavar otuna duyarlilik konusunda sonucu degistirmeyecegi diisiiniildigi
icin farkli ticari domates ¢esitleri kullanilmugtr.

Fidelikte gelistirilen bir aylik domates fideleri her saksiya bir adet olmak {izere
dikilmistir. Bitkiler serada ve dogal 151k altinda serada ortalama 20 + 6°C sicaklikta
biiytitiilmiistiir. Bitkiler ihtiya¢ duydugu kadariyla sulanarak giibrelemeleri yapilmaistir.
Gerekli goriildiigii taktirde hastalik ve zararli miicadelesi her saksi i¢in esit olarak
yapilmistir. Her saksida canavar otunun toprak yiizeyine ilk ¢ikis tarihleri ve yedi giinde
bir dal sayilar1 kaydedilmistir. Canavar otunun ¢ikis durumu g6z 6niinde bulundurularak
birinci saks1 denemesi 130 giin sonunda degerlendirilmisken, ikinci deneme 90 giiniin
sonunda degerlendirilmistir. Degerlendirmede ¢igeklenme Oncesi toplam P. aegyptiaca
slirglin sayis1 (adet/saksi), cigeklenme donemi toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisi
(adet/saks1), tohum doénemi toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisi (adet/saksi), toprak
yiizeyine ¢ikan toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisi (adet/saks1) degerleri kaydedilmistir.
Ayrica hem toprak {istii canavar otu siirgiinleri hem de toprak altinda kalan tiiberkiiller
ayrilarak hassas bir sekilde yikanmis, yas ve kuru agirliklar belirlenmistir. Hem canavar
otu i¢in hem de domates kokleri i¢in kurutma islemi etiivde 65°C’de 72 saat
gerceklestirilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Saksi denemeleri; a) canavar otu tohumlarinin saksilara bulastirilmasi; b)
domates fidelerinin dikilmesi; c) canavar otu dal sayilar ile ilgili gézlemlerin alinmast;
d) canavar otu siirgiinleri ve tiiberkiillerinin yag ve kuru agirliklarinin alinmasi

3.2.6 Genotiplerin gen ekspresyon analizleri

3.2.6.1 RNA izolasyonu

CRISPR/Cas9 mutant genotipleri 18nt, 186nt ve bu genotiplerin WT bitkisi olan
267F1 genotipinde RNA izolasyonlar1 yapilmigtir. RNA izolasyonu Omega Bio-Tek
E.Z.N.A Plant RNA Kit 50 prep R6827-01 kodlu RNA izolasyon kiti kullanilarak
yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in 15 giinlilk fidelerin gen¢ domates yapraklar
kullanilmistir. Her genotip i¢in {i¢ teknik {i¢ biyolojik tekrar yapilmistir. RNA
1zolasyonunun asamalar1 asagida belirtildigi sekilde yapilmistir:

1. Bitkilerden ii¢ yaprak se¢ilerek RB Buffer (500 ul) +B-ME ile pestelle ezilmistir.
2. ‘Homogenizer Mini Column’ 2 mI’lik collection tube koyulmustur.

3. Vortex sonrasinda olusan lizat kolona aktarilmistir. 14.000 g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. 1:1 hacminde %70 etanol eklenmis, 20 saniye vortex yapilmistir.

4. ‘HiBind RNA Mini Column’ 2 mI’lik collection tiipe konulmustur. 700 pl 6rnek
kolona yiiklenmistir. 12.000 g de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kalan 6rnekte
kolona ytiklenmistir ve santriftij edilmistir. 500 pl ‘RNA Wash Buffer I’
eklenmistir ve 10.000 g de 30 saniye santrifiij edilmistir. Kolon yeni tiipe
aktarilmigtir. 700 pl ‘RNA Wash Buffer II’ eklenmistir. 10.000 g de 30 saniye
santrifiij edilmistir. Kolon yeni tiipe aktarilmistir. 500 pul ‘RNA Wah Buffer II’
eklenmistir. 10.000 g de 30 saniye santrifiij edilmistir. Kolon bos olarak 2 dakika
maksimum hizda santrifiijlenmistir. Kolon yeni tiipe alinmis ve 100 pl ‘Nuclease
Free Water’ eklenmistir. Maksimum hizda 1 dakika santrifiijlenmistir (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10. RNA izolasyonu; a) gen¢ domates bitkilerinin yapraklarinin alinmasi; b)
yapraklar1 ezmek i¢in RB buffer kullanilmasi; c) pestel ve buffer yardimiyla ezilmis
domates yapraklari; d) total RNA lerin PCR iglemi i¢in -80°C’de saklanmasi

3.2.6.2 RNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi

Total RNA o6rnekleri -80°C dereceden ¢ikarilarak ve tekrar buz kiivetine alinmas,
1-2 sn spin attirilmistir. Biodrop cihazi (BioDrop uLite Spectrophotometer) kullanilarak
dalga boylarina géore RNA miktar1 ve kalitesi 6l¢iilmiistiir. Cihaz kullanmak takip edilen
basamak su sekildedir;1) Life Science; 2) Niicleik acids; 3) RNA; 4) ng/ul ileri; 5) Blanc
olarak su secilmeli; 6) Cihaza her 6rnek i¢in 2 ul koyularak her kuyucuga 6rnegi koyup
okuduktan sonra kagit pecete yardimiyla kuyucuk silinmistir. 1 ng/pl degeri kullanilarak
oran orantidan 1000 ng i¢in alinmasi gereken RNA miktar1 belirlenmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. RNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi; a) dérneklerin -80 °C’den ¢ikarilarak
buz kiivetine alinmasi; b) dalga boylarina gore orneklerin RNA miktar ve kalitelerinin
BioDrop cihazi ile 6lgiilmesi
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3.2.6.3 DNase uygulamasi

RNA oOrneklerinin genomik DNA ile kontamine olmasin1 Onlemek amaciyla
DNase uygulamasi yapilmigtir. Her 6rnekten 1000 ng RNA alindiktan sonra, 2 L. DNase
I Reaksiyon Tamponu ve 1 pL DNase I enzimi eklenmis, ardindan toplam hacim ddH20
ile 15 pL’ye tamamlanmistir. Her izolasyon i¢in DNase reaksiyon tamponu tiiplere
eklenmis ve karistm PCR’da 37°C’de 1 saat 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra 6rnege 50 mM konsantrasyonunda 1 uL EDTA eklenmis ve 65°C’de 10 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Kontrol olarak, 6rneklerin genomik DNA ile kontamine olup
olmadigint dogrulamak i¢in Actin primerleri kullanilarak PCR ger¢eklestirilmistir. PCR,
Cizelge 3.6’da belirtilen parametrelere gore yapilmistir. PCR iriinleri, %1°lik agaroz
jelde TBE buffer yardimiyla 110 voltta 1.5 saat yiiriitilmis ve EtBr (0.5 pg/ml) ile
boyandiktan sonra UV 15181 altinda goriintiileme cihazi (DNR- MiniLumi) yardimiyla
fotograflanmistir (Sekil 3.12).

Cizelge 3.6. PCR reaksiyon bilesenleri

Icerik Miktar
RNA 1 ul
ddH20 13.75 wl
10X Tag Buffer ((NH4)2S04-MgCl») 2 ul
MgCl. (25 mM) 1.6 ul
Taq DNA Polymeraz (5 U/ul) 0.25 ul
dNTP (10 mM) 0.4 ul
Primer-Forward (10 uM) 0.5 ul
Primer-Reverse (10 uM) 0.5l
Toplam 20 ul

PCR dongiisii 95°C’de 5 dk, daha sonra 95°C’de 30 sn, 62°C’de 30 sn ve 72°C’de
1 dk toplam 34 dongii ve 72°C’de 5 dk 1 dongii olarak gerceklestirilmistir. Ornekler real-
time PCR isleminde kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirilmistir.

Sekil 3.12. RNA 6rneklerine DNase uygulamasi; a) Orneklere DNase I enzimi eklenmesi;
b) karisimin PCR’da 37°C’de inkiibe edilmesi; ¢) Aktin primerleri kullanilarak yapilan
PCR islemi; d) PCR iiriinlerinin %1°’lik agaroz jelde yiriitiilmesi
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3.2.6.4 RT-qPCR islemleri

Hedeflenen CCD7, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin domateste ifade seviyesini
6lemek icin kantitatif PCR (qPCR) kullanilmigtir. Gen-spesifik primerler kullanilarak,
her bir drnegin qRT-PCR’1 iki teknik ve {i¢ biyolojik tekrar ile gerceklestirilmistir. PCR
analiz iglemleri i¢in Luna Universal One Step RT qPCR kiti kullanilmistir. Bu ¢alismada
referans (housekeeping) gen olarak Actin geni kullanilmistir. Genotiplerin CCD7, CCD8
ve BetaKaroten genlerinin ekspresyon seviyeleri kit protokoliinde yer alan reaksiyon
kosullarina gore hazirlanan reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. RT-PCR reaksiyon bilesenleri

Icerik Miktar

RNA 0.5 ul
ddH20 6.9 ul
RT enzim (20x) 1l

Primer-Forward (10 uM) 0.8 ul
Primer-Reverse (10 pM) 0.8 ul
Reaksiyon karisimi (2x) 10 pl
Toplam 20 pl

PCR dongiisii, 95°C’de 6 dakika 6n denatiirasyon ile baglayip, 95°C’de 60 saniye
ilk denatiirasyon, ardindan 95°C’de 10 saniye ve 59°C’de 30 saniye olmak iizere 2
asamali amplifikasyon ile devam etmistir. Son agamada 95°C’de 10 saniye, 65°C’de 60
saniye ve 97°C’de 1 saniye olmak iizere erime adimi uygulanmistir (Sekil 3.13). Hedef
genlerin ifadelerini kantitatif olarak 6l¢gmek i¢in 2—AACt yontemi kullanilmistir (Livak
ve Schmittgen, 2001).

Sekil 3.13. RT-qPCR islemleri; a) Luna Universal One Step RT qPCR kiti kullanilarak
orneklerin RT-qPCR igin hazirlanmasi; b) reaksiyon kosullarin light cycler cihazinda
ayarlanmasi; €) orneklerin cihaza yerlestirilmesi
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3.2.7 Genotiplerin orobanchol iceriklerinin belirlenmesi

3.2.7.1 Domates kok eksudatlarinin elde edilmesi

Domates kok eksudatindan strigolakton ekstraksiyonu i¢in Flokova vd. (2020)
metodu kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi ayni1 kosullarda yetistirilmis 1 aylik domates
fideleri ile gerceklestirilmistir. Bu islemde 18nt, 186nt ve Bizimkdy F1 genotipleri
kullanilmis olup, her bir genotip igin ii¢ bitki 6rnegi alinmistir. Ekstraksiyonlar her
tekerriir icin farkli bitkilerden olmak tizere 3 teknik, 3 biyolojik tekrarli olmak iizere 9
tekerriirden olusmustur. Her bir bitkinin kok bolgesine 200 ml %5 asetonitril/su (v/v)
cozeltisi dokiilmiis ve siiziilen sivi Falcon tiiplerde toplanmistir. Elde edilen 200 mI’lik
s1v1 eksudattan 20 ml alinarak 50 ml Falcon tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen sivi 4°C,
4.000 rpm de 5 dakika siiresinde icindeki kati partikiilleri uzaklastirmak amaciyla
santrifiij edilmistir. Santrifiijlenen kok eksudatlari, polimerik ters faz bazli Oasis® HLB
kolonundan (Strata® C18-U) gegirilmistir. Burada amag¢ ¢ok polar, istenmeyen
maddelerin kolonda tutulmasi ve strigolaktonlarin kolondan gecerek elde edilebilmesidir.
Kok eksudatlar1 kolondan gegirilmeden once kolon aktive edilmistir. Bunun igin
oncelikle 3 ml %100 Asetonitril kolondan gegirilmis ardindan 3 ml deiyonize su ile
yikanmistir. Kok eksudati kolondan gegirildikten sonra 3 ml %10 asetonitril ile yikanarak
3 ml %80 aseton/su v/v ile eliisyon yapilmistir. Vakumlu konsantratdrde aseton
uzaklastirilmistir. LC-MS/MS analizlerine kadar 6rnekler -20°C’de saklanmustir.

3.2.7.2 LC-MS/MS analizleri

Strigolakton hormonlari igerisinde canavar otunun ¢imlenmesini en fazla stimiile
eden hormon oldugu i¢cin LC-MS/MS cihazinda analitik kimya analizleri i¢in standart
olarak orobanchol hormonu (www.olchemim.cz) kullanilmigtir. Tlgili hormon farkli
asetonitril kullanilarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanmisg ve ardindan LC-MS/MS
cithazina enjekte edilerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Numunedeki orobanchol
diizeyinin belirlenmesi i¢in hazirlanan ekstrakt LC-MS/MS cihazinda olusturulan
kalibrasyon araligina diisecek sekilde bir volumetrik flask i¢inde asetonitril kullanilarak
seyreltilmistir. Dillisyon sonrasi hazirlanan preparatlar 0,45 pm PTFE siringa ucu
filtreden gegirilerek LC-MS/MS vialine alinmis ve ¢izelge 3.7°de belirtilen sartlar altinda
analiz edilmistir. Elde edilen 6rnekler 0.45 pm micro-spin naylon filtreden gecirilmistir.
Filtreden gecirilen her ornekten 1 ml alinarak amber viyallere aktarilmistir. Bu
orneklerden 5 pL almarak C18 kolonuna (Zorbax SB-C18, HT 2.1x50 mm, 1.8 um),
enjekte edilmistir. Kolonda sicaklik 45°C ve akis hiz1 0.45ml/min™! olarak ayarlanmistir
(Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8. LC-MS/MS cihazi analitik kosullari

Cihaz Agilent, 1290 Infinity (LC)-6430 Tripquadrapol (MS)
Dedektor Diode Array Detector (DAD)

Kolon C18 (Zorbax SB-C18, HT 2.1x50 mm, 1.8 um)

AKis oram 0.45 mL/dak

Kolon sicakhgi 45°C

Enjeksiyon hacmi | 5 uL

Hareketli faz %380 asetonitril ve %20 su, v/v

3.2.8 istatistik Analiz

Tiim istatistiksel analizler SAS 9.0 (2002, SAS Institute, Cary, NC, ABD)
istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Petri kabi1 denemelerinde elde edilen %
¢imlenme orani1 degerlerine ac1 transformasyonu yapilmistir. Hidroponik ve saksi
denemesi verilerinde sifir degerleri oldugu i¢in log = log (X + 1) transformasyonu
yapilmustir. Varyans analizinde (ANOVA) PROC GLM prosediirii kullanilmus,
ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD karsilastirma testi ile %95 6nem diizeyinde
karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Denemede Kullanilan Canavar Otu Tiirlerinin Molekiiler Teshisleri

Tohum orneklerinden yapilan total niikleik asit izolasyonu sonucu genomik DNA
elde edilmistir. Elde edilen genomik DNA kullanilarak, daha once arastiricilar tarafindan
gelistirilmis olan P. aegyptiaca ve P. ramosa tiirlerini ayiric1 primerlerden AB101, rps2
ve ITS350 primerleri kullanilarak PCR yapilmis ve ilgili bolgeler ITS350 ve rps
primerleri ile basaril1 bir sekilde ¢cogaltilarak %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil
4.1.a-b). Tez c¢alismalarinda kullanilmak iizere domates iiretim alanlarinda Antalya,
Isparta ve Burdur illeri canavar otunun sorun oldugu seralardan alinan Orneklerden
yapilan tiir teshisi igin 3 ilden alinan toplam 15 popiilasyondan 12 si P. aegyptiaca tiir
spesifik primeri ile yapilan PCR sonucunda bant vermistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. ITS350 ve rps2 primerleri kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri; @) rps2 primeri
kullanilarak elde edilen PCR firiinleri; b) M: Molekiiler markér (100 bp DNA ladder,
GeneAll)

Calismalarin bundan sonraki kisimlarinda canavar otu etki denemelerinde tiir
teshisi yapilmig P. aegyptiaca tohumlar1 kullanilmistir. Ayrica kullanilacak
poplilasyonda yapilan tohum canlilik testlerinde tohumlarin yaklasik %80 oraninda canl
oldugu belirlenmistir. Canli tohumlarin embriyosu kirmiz1 renk ile boyanirken cansiz
tohumlarin embriyosu renksiz kalmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. TTC tohum canlilik testi sonucu; a) soldan saga ilk tohum cansiz diger iki
tohum canlt; b) Endospermi kirmiza boyanmis tohum
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4.2 Domates Kok Ekstraktlarinin Petri Kabi1 Denemesinde Canavar Otuna

Etkisinin Belirlenmesi

Genotiplere ait kok ekstraktlarmin ii¢ farkli sicaklikta canavar otunun tohum
¢imlenmesine yiizde etkileri Petri kab1 denemesi ile belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
canavar otu ¢imlenme stimiilanti1 GR-24, negatif kontrol olarak ise saf su kullanilmistir.
Cimlenme denemelerinde mutant genotipler ile ticari (hassas) cesitler karsilastirilmistir.
Tiim denemelerde genotipler arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Buna gore; 18°C’de pozitif kontrolde ¢imlenme oranmi %84, Torry F1
genotipinde ¢imlenme oranm1 %33.7, 18nt genotipinde ¢imlenme orani %18.6, 186nt
genotipinin ¢imlenme oran1 %16.3 ve negatif kontrolde %3.80 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

20°C’de pozitif kontrolde ¢imlenme oran1 %83.9, Torry F1 genotipinde ¢imlenme
orani %63.3, 18nt genotipinde ¢imlenme orani %44.5, 186nt genotipinin ¢imlenme orani
%16.4 ve negatif kontrolde %1.70 olarak belirlenmistir.

22°C’de pozitif kontrolde ¢imlenme orani %87.5, Torry F1 genotipinde ¢imlenme
orant %51.5, 18nt genotipinde ¢imlenme oran1 %43.2, 186nt genotipinin ¢imlenme orani
%31.3 ve negatif kontrolde %5.1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Domates kok ekstraktlariim 18°C, 20°C ve 21°C’de canavar otu tohumunun
¢imlenmesine etkisi

Canavar Otu Tohum Cimlenme Oram (%)
Genotipler ORT +55*
18°C 20°C 22°C
18nt 18.6+2.42c 445+ 497c 43.2+3.75¢
186nt 16.3+£5,87¢c 16.4+4.01d 31.3+3.86d
Torry F1 33.7+3.53b 63.3+5.65b 515+482b
Pozitif Kontrol (GR24) 84.6+2.49a 83.9+225a 87.5+3.27 a
Negatif Kontrol (su) 3.80+3.03d 1.70+£150¢e 5.10+2.08 ¢
CV (%) 11.4 10.4 9.02
LSD (%05) 3.33 3.60 3.30
P Degeri 0.0001 0.0001 0.0001
Serbestlik Derecesi 45 45

*ORT: Ortalama, SS: Standart Sapma
Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir
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Sekil 4.3. Domates kok ekstraktlarinin Petri kabi1 denemesinde 20°C’de canavar otunun
tohum ¢imlenmesine etkisi; a) pozitif kontrol (GR24), b) negatif kontrol (su); c) 186nt
genotipi; d) 18nt genotipi; ) TorryF1 ticari domates ¢esidi

Sicakliga bagli olarak canavar otu tohum ¢imlenme oranlarinda tim
uygulamalarda artis gozlenmistir. Fakat her ii¢ sicaklikta da en diisiik ¢imlenme orani
186nt genotipinde elde edilmistir. 186nt genotipi kdk ekstraktinin canavar otunun tohum
¢imlenmesini ticari ¢esit olan TorryF1l’e oranla yaklasik %50 oraninda daha diisiik
bulunmustur (Sekil 4.4).

Canavar Otu Tohum Cimlenme Oranlari (%)

a
% a R P<0,05
80
b
70
60 = b
50 <
a0 b d
30 ¢ P
20
8 B = i}
18°C 20°C 22°C

® Pozitif Kontrol (GR24) wTorryF1  m18nt © 186nt  m Negatif Kontrol (su)

Sekil 4.4. Domates kok ekstraktlarinin 18°C, 20°C ve 21°C’de canavar otu tohum
¢imlenme oranlarina etkisi
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4.3 Hidroponik Sistem Denemeleri ile Genotiplerin Canavar Otuna Kars1
Dayamkhilik Durumlarimin Belirlenmesi

Iki mutant genotip olan 18nt ve 186nt, ticari domates cesitleri olan Torry F1 ve
Bizimkoy F1 genotipleri kullanilarak hidroponik denemeler kurulmustur. Ayrica
literatiirde canavar otuna kars1 dayaniklilik kaynagi olabilecegi bildirildiginden yabani
domates genotipi olan Solanum pennellii LA0716 aksesyonu da denemelere dahil
edilmistir. Fakat hidroponik denemelerde S. pennellii LA0716 aksesyonu diger
genotiplere gore ¢ok yavas gelistiginden ve yeterince kok biyokiitlesi olusturamadigindan
(Sekil 4.5) tiiberkiil olusumunun az olmasi, kok gelisiminin yeterince olamamasindan mi1
yoksa bir c¢esit dayaniklilik gosterdiginden mi kaynaklandigi hususu net olarak
anlasilamamustir. Bu nedenle S. pennellii LA0716 aksesyonu analizlere diger genotiplerle
birlikte dahil edilmemistir.

Sekil 4.5. Solanum pennelli LA 0716 aksesyonu yabani domates genotipinin canavar otu
enfeksiyonundan 30 giin sonra koklerinde olusan tiiberkiiller; a) kok kabinda bitkinin
gortiniimii; b) olusan tiiberkiiller; ¢) 1-2 mm ¢apinda olusan tiiberkiiller

Hidroponik deneme sonucunda olusan tiiberkiil biiyiiklerinin farkli oluslar
nedeniyle bu faktor dikkate alinarak degerlendirmeler yapilmistir. Buna gore yapilan ilk
denemede canavar otu enfeksiyonundan 10 giin sonra, 15 giin sonra ve 30 giin sonra
koklerde olusan 1-2 mm ve >2 mm ¢apindaki tiiberkiil sayilari1 belirlenmistir (Sekil 4.6).

Ikinci denemede ise 1-5 mm, 5-10 mm ve >10 mm capindaki tiiberkiil sayilari
degerlendirilmistir. Ayrica kok kaplarinda aynmi biiyiikliikte tiiberkiiller bulunsa dahi
tiiberkiillerin nekrozlu ya da saglikli oluslarinin bir varyasyon kaynagi oldugu
diisiiniilmiistlir. Bu nedenle deneme sonunda tiiberkiiller dikkatlice koklerden ayrilarak
etlivde kurutulmus ve kuru agirliklar alinmigtir.
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Canavar otu enfeksiyonundan 10 giin sonra 1-2 mm ¢apindaki tiiberkiil sayilari
incelendiginde, Torry F1 genotipinde ortalama 0.56 tiiberkiil bulunurken, 18nt ve 186nt
genotiplerinde bu say1 sirastyla 0 ve 0.06 olarak kaydedilmistir. Istatistiksel analizler,
farkli genotipler arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermistir. Ticari ¢esitte canavar
otu enfeksiyonundan sonraki 10. giinde tiiberkiil olusurken 18nt ve 186nt genotiplerinde
neredeyse tiiberkiil olusmadigi goriilmistiir. Ayrica, >2 mm ¢apindaki tiiberkiiller hi¢bir
genotipte gdzlenmemistir, bu da enfeksiyonun bu asamada ilerlemedigini gostermektedir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Domates genotiplerinde enfeksiyondan 10 giin sonra koklerde olusan
tiiberkiil sayilari

Enfeksiyondan 10 Giin Sonra
Genotipler 1-2 mm Capindaki >2 mm Capindaki
Tiiberkiil Sayisi Tiberkiil Sayisi
ORT + SS* (ORT)
18nt 0.00+0.00b 0.00
186nt 0.06+0.11b 0.00
TorryFl 0.56 £0.19a 0.00
CV (%) 79.5
LSD (%05) 0.2
P Degeri 0.002
Serbestlik Derecesi 9

*ORT: Ortalama, SS: Standart Sapma
Aynu stitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

Torry F1, 18nt ve 186nt genotiplerinde canavar otu enfeksiyonundan 15 giin sonra
farkli caplarda tiiberkiil olusumunu oldugu belirlenmistir. 1-2 mm ¢apindaki tiiberkiil
sayilar incelendiginde, Torry F1 genotipinde ortalama 0.79 adet tiiberkiil bulunurken,
18nt ve 186nt genotiplerinde bu say:1 sirasiyla 0.08 ve 0.14 olarak kaydedilmistir.
Istatistiksel analizler, farkli genotipler arasinda anlaml bir fark oldugunu gostermistir.
Ticari ¢esitte canavar otu enfeksiyonundan sonraki 15. giinde 2 mm ¢apindaki tiiberkiiller
bulunurken, ozellikle 186nt genotipinde bu biiyiiklikkte tiiberkiiliin olmadig1
goriilmektedir.
gostermektedir. Enfeksiyondan sonraki 15. giinde elde edilen verilerin sonuglarina gore
Torry F1 cesidinin tiiberkiil gelisimine daha duyarli oldugu, ancak 18nt ve 186nt

Bu da canavar otunun genotipte gelisiminin yavas oldugunu

genotiplerinin daha direngli oldugu belirlenmistir. Fakat yliksek varyasyon katsayilari
(%48.9 ve %114.3), genotipler arasindaki farkliliklarin yiiksek oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Domates genotiplerinde enfeksiyondan 15 giin sonra koklerde olusan

tiiberkiil sayilari

Enfeksiyondan 15 Giin Sonra
. 1-2 mm Capindaki >2 mm Capindaki
Genotipler Tiiberk(i:ilpSaym TiiberlgiilpSaym
ORT + SS* ORT + SS*

18nt 0.08+0.14b 0.08+0.14 b

186nt 0.14+0.14b 0.00+0.00b

TorryFl 0.79+0.07 a 0.37+0.20 a
CV (%) 48.9 114.3
LSD (%)5) 0.2 0.22
P Degeri 0.0006 0.03
Serbestlik Derecesi 9 9

*ORT: Ortalama, SS: Standart Sapma
Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

Cizelge 4.4. Domates genotiplerinde enfeksiyondan 30 giin sonra koklerde olusan

tiiberkiil sayilar

Enfeksiyondan 30 Giin Sonra
. 1-2 mm Capindaki >2 mm Capindaki
Genotipler Tiiberk(i:ilpSaym Tiiberl?iilpSaym
(ORT) ORT + SS*

18nt 0.00 0.83+0.39b

186nt 0.00 0.16 +£0.16 b

TorryFl 0.00 3.08+0.54 a
CV (%) 59.3
LSD (%)5) 0.63
P Degeri 0.007
Serbestlik Derecesi 9

*ORT: Ortalama, SS: Standart Sapma
Aynui stitundaki farklr harfler istatistiki olarak farklidir

Enfeksiyondan 30 giin sonra 1-2 mm ¢apindaki tiiberkiil bulunmadig1 yani tim
olusan tiiberkiillerin biiyiikliiklerinin >2 mm oldugu gézlenmemistir. 2 mm ¢apindaki
tiiberkiiller acisindan ise Torry F1 genotipinde oldukca yiiksek tiiberkiil sayist (3.08 +
0.54) gozlemlenmistir. Bu sonug, diger genotipler olan 18nt (0.83 + 0.39) ve 186nt (0.16
+ 0.16) ile karsilagtirldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmustur
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(p<0.05) (Cizelge 4.4). 18nt ve 186nt genotiplerinde olusan tiiberkiillerin 30. giinde
saglikli bir sekilde bliyiimedikleri belirlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. P. aegyptiaca enfeksiyonundan 30 giin sonra koklerde olusan 1-2 mm ve >2
mm ¢apindaki tiiberkiiller; @)186nt; b)18nt; c) Torry F1 ticari domates ¢esidi

P. aegyptiaca Enfeksiyonundan Sonraki Giinlerde

Tiiberkiil Sayilar:
35
uTorryF1 ®18nt = 186nt
3
25
2
1,5
1
| [ i
0 — = | . = ||
1-2 mm >2 mm 1-2 mm >2 mm 1-2 mm >2 mm
10 giin sonra 15 giin sonra 30 giin sonra

Sekil 4.7. Domates genotiplerinin enfeksiyondan 10 giin sonra, 15 giin sonra ve 30 giin
sonra koklerinde olugan 1-2 mm ve >2 mm ¢apindaki tliberkiil sayilar

Farkli bir denemede mutant genotipler olan 186nt ve 18nt ye ek olarak ticari
domates c¢esitlerinden TorryF1 ve BizimkdyF1 kullanilarak canavar otu enfeksiyonundan
20 gin sonra farkli ¢aplarda tiiberkiil olusumu ve tiiberkiil biyokiitleleri
degerlendirilmistir (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.8. P. aegyptiaca enfeksiyonundan 30 giin sonra koklerde olusan farkli
biiytikliikteki tiiberkiiller; a)186nt; b)18nt; c) TorryF1 ticari domates c¢esidi; d)
BizimkoyF1 ticari domates ¢esidi

Genotiplerin canavar otuna vermis olduklar1 tepkiler Cizelge 4.5°te
gosterilmektedir. Genotipler arasinda tiiberkiil olusumu ve biyokiitle agisindan
farkliliklarin istatistiki olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. 1-5 mm ¢apindaki tiiberkiiller
acisindan en yiiksek ortalama tiiberkiil sayis1 186nt genotipinde gozlemlenmis (12.0 +
0.20), bunu 18nt (8.60 + 0.69) ve TorryF1 (6.00 + 1.31) izlemektedir. En diisiik tiiberkiil
sayist ise BizimkOoyF1 genotipinde sifir olarak belirlenmistir. 5-10 mm ¢apindaki
tiiberkiiller incelendiginde, tiiberkiil sayis1 bakimindan onemli farklilik olmadigi
belirlenmistir. >10 mm ¢apindaki tiiberkiiller acisindan, en yiiksek ortalama tiiberkiil
sayis1 BizimkdyF1 genotipinde (8.60 + 0.15) tespit edilmistir, bu da diger genotiplerden
anlamli derecede daha biiyiik tliberkiil olustugunu gostermektedir. Bu sonuglar canavar
otu enfeksiyonundan 20 giin sonra dahi mutant genotipler, 18nt ve 186nt de canavar
otunun ticari ¢esitlere gore az da olsa tiiberkiil olusturdugu halde olusan tiiberkiillerin
gelisemedigini gostermistir (Sekil 4.8).
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Cizelge 4.5. Domates genotiplerinde enfeksiyondan 20 giin sonra koklerde olusan farkli
biiyiikliikteki tiiberkiil sayilar1 ve biyokiitleleri

Enfeksiyondan 20 Giin Sonra
1-5mm 5-10 mm >10 mm Tiiberkiil
Genotipler Capindaki Capindaki | Capindaki Biyokiitle
Tiiberkiil Tiiberkiil Tiiberkiil .
(mg/rhizotron)
Sayis1 Sayisi Sayis1 ORT + SS*
ORT + SS* ORT + SS* ORT + SS*
18nt 8.60 +0.69 ab 14+0.73a 04+049c 25,5+10.4b
186nt 12.0+0.20 a 1.8+0.40a 0.6+0.37c 48.0+5.88b
TorryF1l 6.00+1.31b 3.0£090a 42+082b | 234.7+199.7a
BizimkoyF1 0.00+£0.00c 1.8+0.18a 8.6+0.15a 346.5+68.2a
CV (%) 49.8 68.4 48.1 64.6
LSD (%5) 1.00 0.83 0.70 162.9
P Degeri 0.0004 0.72 0.0001 0.002
Serbestlik
Derecesi 16 16 16 12
*ORT: Ortalama, SS: Standart Sapma
Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir
P. aegyptiaca enfeksiyonundan sonraki 20. giinde farkh
biiyiikliikteki tiiberkiil sayilari
P<0,05
14
12
10 ab a
8 b gl I
6 b
a
4 a
“FEY .
2 c ¢
0 b3 iy L L el
L 1 1
1-5 mm 5-10 mm >10 mm
2
m TorryF1 m 18nt 186nt BizimkoyF1

Sekil 4.9. Domates genotiplerinde enfeksiyondan 20 giin sonra koklerde olusan 1-5 mm,
5-10 mm, >10 mm ¢apindaki tiiberkiil sayilar1 (ORT=£SS)

Tiiberkiil biyokiitlelerine bakildiginda olusan tiiberkiil sayilar1 ve saglikli olmalari
ile paralel olarak TorryF1 ¢esidinin biyokiitle degerinin digerlerine gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir (234.7 + 199.7), ancak bu sonug, yiiksek varyasyon Kkatsayisi (%64.6)
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nedeniyle biiyiik bir degiskenlik gostermektedir. Benzer sekilde diger ticari domates
cesidi, BizimkOyF1 genotipinde de tiiberkiil biyokiitlenin yiiksek oldugu belirlenmistir
(346.5 £ 68.2), bu da diger genotiplerle kiyaslandiginda anlamli olarak farklidir (P =
0.002). Bu sonuglar, genotipler arasindaki farklarin hem tiiberkiil gelisimi hem de
biyokiitle acisindan 6nemli oldugunu ve mutant genotiplerinin canavar otunun tiiberkiil
gelisimini engelledigini gostermektedir (Cizelge 4.5).

4.4 Saks1 Denemeleri ile Genotiplerin Canavar Otuna Karsi Dayamkhhk
Durumlariin Belirlenmesi

Hidroponik denemelerde oldugu gibi literatiirde canavar otuna karsi dayaniklilik
kaynagi olabilecegi bildirildiginden yabani domates genotipi olan Solanum pennellii
LAO0716 aksesyonu saks1 denemelerine dahil edilmistir. Fakat diger genotiplere gére ¢cok
yavag gelistiginden S. pennellii LA0716 aksesyonu analizlere diger genotiplerle birlikte
dahil edilmemis, yine de genotipte olusan canavar otu siirgiinleri Sekil 4.10’da
gosterilmistir.

Sekil 4.10. Solanum pennelli LA 0716 aksesyonu domates genotipinin saksi denemesi;
a) saksida toprak yiizeyine ¢ikan canavar otu siirgiinleri; b) siirgiinler; ¢) tiiberkiiller
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Sekil 4.11. Domates genotiplerinde toprak yiizeyine ¢ikan siirgiin ve toprak altinda kalan
canavar otu tiiberkiilleri; a) ve e) 186nt mutant b) ve f) 18nt mutant c) ve g) TorryF1; d)
ve h) BizimkoyF1 domates ¢esidi

Denemelerde ¢igeklenme Oncesi toplam canavar otu siirgiin sayisi, ¢igeklenme
doneminde toplam canavar otu siirglin sayisi, tohum baglama donemindeki toplam
canavar otu siirgiin sayisi, toplam canavar otu siirgiin sayis1 ve canavar otu siirgiin ve
tiiberkiillerin toplam biyokiitle verileri alinarak degerlendirilmistir (Sekil 4.11).

Cigeklenme Oncesi donemdeki toplam canavar otu siirgiin sayisina bakildiginda
genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6).
Cigeklenme Oncesi canavar otu siirgiin sayist, ticari domates ¢esidi Naim F1 de ortalama
12 iken, 267F1 (WT) genotipinde ortalama 18.6, Heterozigot 186nt genotipinde 14, 18nt
mutant genotipte yaklasik 9 ve 186nt de ise hi¢ siirgiin gelisimi olmamuistir. 186nt
genotipinin oldugu saksilarda ¢igeklenme Oncesi donemde hi¢ canavar otu siirgiiniin
goriilmemesi bu genotipin bir dayaniklilik sergiledigini gostermistir.
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Cizelge 4.6. Domates genotiplerinde dikimden 130 giin sonra canavar otunun ¢igeklenme
oncesi, ¢cigeklenme donemi ve tohum olusumu donemindeki toplam siirgiin sayisina etkisi

1. Saks1 Denemesi (Dikimden 130 giin sonra)

Ciceklenme Ciceklenme . TOhEJm .

= . . . . Donemindeki
Genotipler Oncesi Toplam | Donemindeki Toplam Toplam P
P. aegyptiaca | P. aegyptiaca Siirgiin P .
. aegyptiaca Siirgiin
Siirgiin Sayisi Sayis1 Sayisi
* *

ORT =SS ORT =SS ORT % 5S*
18nt 9.66+0.28Db 6.33+0.41a 6.00+1.33a
186nt 0.00+0.00c 0.00+£0.00 b 0.00+0.00 a
267F1 (WT) 18.6+0.29a 6.66 + 0.07 a 0.33+0.40a
Heterozigot 186nt 14.0 £ 0.57 ab 11.6+0.70 a 4.00+1.28a
NaimF1 12.0+0.23 ab 10.6 £0.17 a 466+156a

CV (%) 15.9 21.4 147.7

LSD (%5) 0.60 0.68 1.99

P Degeri 0.0001 0.0001 0.4
Serbestlik Derecesi 10 10 10

*ORT: Ortalama, SS: Standart sapma,
Aynu stitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

Cigeklenme doneminde toplam canavar otu silirgiin sayisina bakildiginda
genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6).
Ticari domates ¢esidi Naim F1 de ortalama olusan ¢igeklenme donemindeki canavar otu
stirgiin sayis1 10.6 iken, 267F1 (WT) genotipi ortalama 6.6, Heterozigot 186nt
genotipinde 11.6, 18nt mutant genotipte 6.33 186nt de ise hi¢ ¢igeklenme doneminde
canavar otu siirgiin gelisimi olmamastir.

Tohum doneminde toplam canavar otu siirgiin sayisina bakildiginda genotipler
arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.6).

Deneme sonunda genotiplerin toplam canavar otu siirgiin sayisi verilerine
bakildiginda genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu goriilmektedir.
(Cizelge 4.7). 186nt genotipinde canavar otu siirgiin olusumu gerceklesmemis fakat
denemeye alinan diger tiim genotiplerdeki bitki bagina toplam canavar otu siirgiin sayist
23-30 arasinda degismistir. Yine canavar otu siirgiin ve tiiberkiil biyokiitlesine paralel
olarak genotipler arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.12. Domates genotiplerinde dikimden 130 giin sonra P. aegyptiaca’nin
ciceklenme Oncesi, ¢cigeklenme donemi ve tohum olusumu dénemindeki siirgiin sayisina,
toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisina ve toplam P. aegyptiaca tiiberkiil ve siirgiin kuru
biyokiitlesine etkileri

Cizelge 4.7. Domates genotiplerinin dikiminden 130 giin sonra canavar otunun toplam
slirglin sayisina ve toplam siirgiin ve tiiberkiillerin kuru agirligina etkisi

1. Saks1 Denemesi (Dikimden 130 giin sonra)
, Toplam P. aegyptiaca
Genotipler P. aegyptiaca Toplam Tiibelr‘)kiil ve Sﬁfggn Kuru
Siirgiin Sayis1 N
ORT + S§* Agirh
ORT + SS*
18nt 27.5+0.08 a 240+0.54 a
186nt 0.00+0.00b 0.00+0.00b
267F1 (WT) 235+0.10a 21.5+0.18a
Heterozigot 186nt 25.6+0.39a 26.2+0.64a
NaimF1 30.5+0.07a 20.6 £0.53 a
CV (%) 7.18 18.2
LSD (%05) 0.34 0.82
P Degeri 0.0001 0.0001
Serbestlik Derecesi 10 10

*ORT: Ortalama, SS: Standart sapma
Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

Ikinci saks1 denemesi degerlendirildiginde ¢igeklenme dncesi donemdeki toplam
canavar otu siirgiin sayisina bakildiginda genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak
onemli oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.8). Ticari domates ¢esidi Bizimkoy F1 ¢esidinde
ortalama olusan c¢i¢eklenme Oncesi canavar otu siirgiin sayist 53 iken, Torry F1 de
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ortalama olugan ci¢ceklenme Oncesi canavar otu siirgiin sayist 36, 18nt mutant genotipte
yaklagik 55, 186nt de ise ortalama 10 adet ¢igeklenme Oncesi canavar otu siirgiinii
olusmustur.

Ciceklenme doneminde toplam canavar otu siirgiin sayisina bakildiginda
genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.8).
Ticari domates ¢esidi Bizimkdy F1 c¢esidinde ortalama olusan ¢igeklenme dénemi
canavar otu siirglin sayisi 13 iken, Torry F1 de ortalama olusan ¢iceklenme donemi
canavar otu slirgiin sayist 7, 18nt mutant genotipte yaklasik 30, 186nt de ise hic
ciceklenme donemi canavar otu slirglinii olugsmamustir.

Tohum doneminde toplam canavar otu siirgiin sayisina bakildiginda genotipler
arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Domates genotiplerinin dikimden 90 giin sonra P. aegyptiaca’nin
ciceklenme Oncesi siirglin sayisi, ¢iceklenme donemindeki siirgiin sayisi ve tohum
donemindeki siirgiin sayisina etkisi

2. Saks1 Denemesi (Dikimden 90 giin sonra)
Clg(;;:ll:eerslime Ciceklenme Tohum
Genotipler Dinemdeki p. | DonemindekiP. | - Donemindeki P.
aegyptiaca aegyptiaca Surgiin | aegyptiaca Siirgiin
Siirgiin Sayisi Sayst * Sayist *
ORT 4 SS* ORT £SS ORT £ SS
18nt 55.0+11.7 a 30.0+8091a 0.25+0.30 a
186nt 10.7+6.13¢ 0.00+0.00¢c 0.00+£0.00 a
TorryF1 36.2+10.1b 7.25+ 3.56 bc 0.50+0.47 a
BizimkoyF1 53.8+16.7 a 13.8+125b 0.00+0.00 a
CV (%) 30.3 61.8 57.3
LSD (%05) 15.80 10.5 0.37
P Degeri 0.0001 0.0001 0.28
Serbestlik Derecesi 16 16 16

*ORT: Ortalama, SS:Standart Sapma
Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

Deneme sonunda genotiplerin toplam canavar otu siirgiin sayisi verilerine
bakildiginda genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak énemli oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.9). Toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisinda Bizimkoy F1 ticari domates ¢esidin
de ortalama 68,6 adet siirgiin olugsmus, bunu ortama 44 adet siirglinle Torry F1 ¢esidi takip
etmistir. Mutant genotip 18nt de ise BizimkoyF1 ticari domates ¢esidi ile ayni istatistiki
gurupta yer almig ortalama 85.2 canavar otu siirgiinii olusumuna neden olmustur. En az
stirgiin olusumu ortalama 107 siirgiin sayisiyla 186nt genotipinde olmustur. Yine canavar
otu siirglin ve tiberkiil biyokiitlesinde de paralel olarak genotipler arasindaki fark
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istatistiki olarak anlamli bulunmus, en diisiik canavar otu biyokiitlesi 186nt genotipinden
elde edilmistir.

Cizelge 4.9. Domates genotiplerinin dikiminden 90 giin sonra P. aegyptiaca’nin siirgiin
sayisina ve toplam siirgiin ve tiiberkiillerin kuru biyokiitlesine etkisi

2. Saksi Denemesi (Dikimden 90 giin sonra)
: Toplam P. aegyptiaca
Genotipler | 'oPlam P. aegyptiaca Tiberkil e Sﬁgggn Kuru
Siirgiin Sayis1 A
ORT + SS* Biyokiitle
ORT £ SS*
18nt 85.2+16.8a 58.5+6.98 a
186nt 10.7+£6.13 ¢ 145+6.22¢c
TorryF1 440+110b 36.5+6.98Db
BizimkoyF1 68.6 -24.2a 53.2+8.3la
CV (%) 30.9 17.6
LSD (%5) 21.60 9.6
P Degeri 0.0001 0.0001
Serbestlik Derecesi 16 16

*ORT: Ortalama, SS:Standart sapma
Aynu stitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

Birinci saksi denemesine gore ikinci Saksi denemesinde genel olarak canavar otu
siirgiin sayilarmin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ilk denemede 186nt genotipinde
hi¢ canavar otu siirgiinii olusmazken ikinci denemede olustugu goriilmiistiir. Yine de
canavar otu i¢in degerlendirilen parametreler i¢inde istatistiki olarak anlamli bulunan tiim
parametrelerde, en diisiik canavar otu siirgiin sayisi ile 186nt genotipi 6ne ¢ikmustir (Sekil
4.12).
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Sekil 4.13. Domates genotiplerinin dikimden 90 giin sonra P. aegyptiaca ¢igeklenme
oncesi ¢igeklenme, tohum donemindeki siirglin sayisina, toplam P. aegyptiaca siirgiin
sayisina ve toplam P. aegyptiaca tiiberkiil ve siirgiin kuru biyokiitlesine etkileri

Iki saks1 denemesinin ortalamasina bakildiginda toplam P. aegyptiaca siirgiin
sayist ve toplam siirgiin ve tiiberkiil biyokiitlesi bakimindan ticari domates ¢esidi
BizimkoyF1 ve mutant domates genotipi 18nt, genotipler arasinda istatistiksel olarak en
fazla siirgiin sayisina ve toplam siirgiin ve tiiberkiil kuru biyokiitlesine sahip olanlar
genotipler oldugu goriilmistiir. Mutant 186nt genotipi ortalama 6.7 P. aegyptiaca siirgiin
sayisi ile en az siirgiin olusturan ve 9.06 en diisiik biyokiitle degerine sahip genotip olup,
hem en az P. aegyptiaca siirgiin sayisinda hem de en diisiik biyokiitlede degerine sahip
genotip olmustur (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Domates genotiplerinin 1. ve 2. saksi denemesi ortalamasina gore P.
aegyptiaca’nin siirgiin sayisi ile toplam siirgiin ve tiiberkiillerin kuru biyokiitlesi iizerine

etkisi

1. ve 2. Saks1 Denemelerinin Ortalamasi
Toplam P. Toplam P. aegyptiaca
Genotipler aegyptiaca Tiiberkiil ve Siirgiin Ornek Sayisi
Siirgiin Sayis1 Kuru Biyokiitle (n)
ORT =+ SS* ORT % SS*
18nt 63.5+325a 455+19.7a 8
186nt 6.70+7.20¢c 9.06 £8.85¢ 8
Heterozigot 186nt 25.6 £ 10.9bc 26.2 +14.7bc 3
267F1 (WT) 23.5+2.50bc 21.5+4.03bc 3
TorryF1 440+ 11.0ab 36.5+£6.98ab 5
BizimkoyF1 68.6 £ 24.42a 53.2+8.3la 5
NaimF1 30.5+2.00bc 20.6 £ 9.39bc 3
CV (%) 50.6 40.2
LSD (%05) 27.70 17.6
P Degeri 0.0001 0.0001
Serbestlik Derecesi 28 28

*ORT: Ortalama, SS: Standart sapma
Aynu stitundaki farkli harfler istatistiki olarak farklidir

4.5 Genotiplerin Gen Ekspresyon Analizleri

4.5.1 RNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi

Biodrop cihaz ile 6lgiilen total RNA miktarlarini ve RNA nin safligin1 belirten
A260/280 ve A260/230 oranlar1 kullanilarak farkli genotipler i¢in alinan RNA 6rnekleri
hem konsantrasyon (ng/ul) hem de saflik agisindan degerlendirilmistir. 18nt genotipi i¢in
tic ayr1 ornek alinmis ve RNA miktarlar sirasiyla 188.8 ng/ul, 40 ng/ul ve 200.8 ng/ul
olarak Olctilmiistiir. A260/280 oranlari, RNA safligini ifade eden bir gostergedir ve bu
oranlarin genellikle 2.0-2.2 araliginda olmasi beklenmektedir. 18nt genotipine ait
orneklerin A260/280 oranlar1 2.18 ile 2.27 arasinda degismekte, bu da RNA’nin protein
kontaminasyonu ag¢isindan olduk¢a saf oldugunu gostermektedir. A260/230 oranlar1 da
2.5ile 2.75 arasinda olup, RNA’nin organik bilesikler veya tuzlarla kontamine olmadigin
gostermektedir. 1000 ng RNA elde etmek i¢in kullanilan hacim ise 4.98 ile 25 ul arasinda
degismektedir, bu da Ornekler arasindaki RNA  konsantrasyon farklarim
gostermektedir.186nt genotipinde ise RNA miktarlar1 142.4 ng/ul, 145.6 ng/ul ve 203.2
ng/ul olarak ol¢iilmiistiir. A260/280 oranlar1 yine safligin iyi oldugunu gosteren 2.19

civarindadir. A260/230 oranlar1 ise 2.33 ile 2.61 arasinda degismekte olup, genellikle
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kabul edilebilir sinirlar igindedir. 1000 ng RNA elde etmek i¢in gereken hacimler 4.92 pl
ile 7.02 pl arasinda degismistir. 267 F1 (WT) genotipinde ise RNA konsantrasyonlari
biiylik farkliliklar gostermektedir. 36.8 ng/ul ile diisiik bir RNA miktar1 dl¢lilmiisken,
190.4 ng/ul ve 80.8 ng/ul gibi daha yiiksek degerler de kaydedilmistir. A260/280 oranlar1
bu genotipte de 2.18 ile 2.24 arasinda olup RNA’nin safligim1 gostermektedir. A260/230
orani 3.28 gibi yliksek bir deger gostermistir, bu da 6rneklerden birinde olas1 organik
kontaminasyonun daha az oldugunu isaret edebilir. 1000 ng RNA elde etmek i¢in gereken
hacimler 5.25 pl ile 27.17 pl arasinda degismistir (Cizelge 4.11).

Domates genotiplerinin RNA miktarlarinin farklilik gosterdigi ve RNA saflik
oranlarinin genellikle kabul edilebilir diizeyde oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Domates genotiplerinin Biodrop 6l¢iim sonucu total RNA Miktarlari

Genotip | Ornek No | ng/ul | A260/280 | A260/230 [ 1000 ng icin 1 (ng)
1-1 1888 | 2.22 2.68 5.30
18nt 1-2 40.0 2.27 2.50 25.00
1-3 200.8 | 2.18 2.75 4.98
2-1 142.4 | 2.19 2.61 7.02
186nt 2-2 1456 | 2.19 2.33 6.87
2-3 203.2| 219 2.37 4.92
o7 EL 3-1 36.8 2.19 3.28 27.17
WT) 3-2 190.4 | 2.18 2.61 5.25
3-3 80.8 2.24 2.52 12.38

4.5.2 DNase uygulamasi

Total RNA orneklerinde DNA kontaminasyonu olup olmadigmin belirlenmesi
amaciyla DNase uygulamasi yapilmistir. Actin primeri kullanilarak elde edilen PCR
iriinlerinin elektroforez jel sonuglart goriilmektedir.

Sol taraftaki "M" siitunu, molekiiler markor olarak kullanilan 100 bp DNA
ladder’t temsil etmekte ve jel {izerinde boyut karsilastirmasi igin referans gorevi
gormektedir. Jel elektroforezi sonucu goriilen 190 bp bantlar elde edilmis ve bu da basarili
bir PCR amplifikasyonu oldugunu gdstermistir.

DNase uygulanmig RNA 6rneklerine ait kuyucuklarda net bantlar goriilmektedir,

bu da RNA orneklerinin genomik DNA kontaminasyonu igermedigini gostermektedir.
DNase uygulanmamis RNA 6rnegine bant goriilmektedir. DNase islemi yapilmadigi i¢in
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bu bantlar muhtemelen genomik DNA kontaminasyonuna oldugunu gostermektedir. Bu
da DNase uygulanmamis RNA 6rneklerinin kontamine olabilecegini gostermistir.

Bu sonuglara gore, DNase uygulamasi yapilan 6rneklerde RNA’daki olast DNA
kontaminasyonunun giderildigi ve Actin primerleriyle yapilan PCR amplifikasyonunda
sadece cCDNA’nin hedeflendigi dogrulanmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Actin primeri kullanilarak elde edilen PCR {iriinleri; [M: Molekiiler markor
(100 bp DNA ladder, GeneAll); 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19: DNase uygulamasi yapilan
RNA ornekleri, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18: DNase uygulamasi yapilmayan RNA
ornekleri

4.5.3 RT-qPCR islemleri

Genotiplere ait CCD7, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin ekspresyon degerlerinin
tespit edilebilmesi amaciyla referans (housekeeping) gen olarak Actin geni kullanilmistir.
Actin geninin RT-gPCR’ da basarili bir sekilde ¢ogaltim egrisi elde edilmistir (Sekil
4.15).

Cogaltum Egrisi

0.160
0.140
0.120
0.100
0.080
0.060

Floresan Yogunlugu

0.040

0.020
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Déngii Sayisi

Sekil 4.15. Aktin geninin 18nt, 186nt ve 267F1 (WT) bitkilerindeki ¢ogaltim egrileri

Genotiplerin CCD7, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin ekspresyon degerlerini ACt
yontemiyle belirlenmis olup her genotip i¢in ortalama + standart sapma (ORT=SS)
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seklinde Cizelge 4.11°te verilmistir. Genotipler arasinda CCD7 geninde farklarin 6nemli
olmadig1 fakat CCD8 ve BetaKaroten genlerinin ekspresyon seviyelerindeki farklarin
istatistiki olarak dnemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). 18nt genotipinde CCD7 geninin
ekspresyon degeri 5.23, 186nt genotipinde bu deger 5.77, 267F1 (WT) genotipinde ise
CCD7 ekspresyonu 4.39 olarak belirlenmistir. CCD7 geninin ekspresyon degeri 267F1
(WT) genotipinde diger genotiplere gore sayisal olarak daha diisiik bulunmustur. Ancak,
genotipler arasinda CCD7 ekspresyonunda anlamli bir fark gozlemlenmemistir (Cizelge
4.12).

18nt genotipinde CCD8 geninin ekspresyon degeri 10.33 olarak belirlenmistir.
186nt genotipinde bu deger 11.23’e¢ ¢ikmistir. 267F1 (WT) genotipinde ise CCD8
ekspresyonu 9.87 olarak bulunmustur. 186nt genotipinde CCD8 gen ekspresyonunun
diger genotiplere gore yiiksekken, 18nt ve 267F1 (WT) genotipleri arasinda ise CCD8
ekspresyonunda anlamli bir farklilik bulunmamustir (Sekil 4.16).

18nt genotipinde BetaKaroten gen ekspresyonu 8.34 olarak Ol¢iilmiistiir.186nt
genotipinde bu deger 9.99 ye c¢ikmistir. 267F1 (WT) genotipinde ise BetaKaroten
ekspresyonu 6.01 olarak belirlenmistir. BetaKaroten geninin ekspresyonu 186nt
genotipinde diger genotiplere gore daha yiiksek bulunmustur. 18nt ve 267F1 (WT)
genotipleri arasindaki farkta istatistiki olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Domates Genotiplerinin CCD7, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin
ekspresyon degerlerini (ACt)

CCD7 Geni CCD8 Geni BetaKaroten Geni
. Ekspresyon Degeri | Ekspresyon Degeri | Ekspresyon Degeri
Genotipler Tacy acy acy
ORT + SS* ORT + SS* ORT + SS*
18nt 523+122a 10.3+1.17 ab 8.34+1.23b
186nt 577+125a 11.2+0.71a 9.99+0.52a
267F1 (WT) 439+126a 9.87+0.87b 6.01+0.48 ¢
CV (%) 24.2 9.01 10.16
LSD (%05) 1.21 0.91 0.80
P Degeri 0.07 0.01 0.0001
Serbestlik Derecesi 24 24 24

*ORT: Ortalama, SS: Standart sapma
Aynui stitundaki farklr harfler istatistiki olarak farklidir
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Sekil 4.16. Domates genotiplerinin CCD7, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin ekspresyon
degerleri (ACt)

4.6 Genotiplerin Orobanchol iceriklerinin Belirlenmesi

Domates genotiplerinin kok ekstraklarindan orobanchol miktarin1 belirlemek
amaciyla yapilan analizlerde kullanilan LC-MS/MS cihazinin = dogrulugunu
degerlendirmek i¢in bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Sekil 4.17).

Grafikte goriillen dogrusal regresyon analizi, orobanchol miktarinin cihaz
tarafindan 6lg¢iilen sinyal ile dogrudan orantili oldugunu gostermektedir (y = 34971x —
85.291). Kalibrasyon egrisinin R? degeri 1 olarak bulunmustur, bu da dl¢limlerin son
derece yliksek bir dogrulukla gerceklestirildigini ve sinyal yogunlugu ile orobanchol
konsantrasyonu arasindaki iliskiyi miikemmel bir sekilde yansittigin1 géstermektedir. Bu
sonuglar, yontem dogrulugunun yiiksek oldugunu ve orobanchol miktarlarinin giivenilir
bir sekilde dl¢iildiigiinii ortaya koymustur.
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Sekil 4.17. Orobanchol kalibrasyon grafigi

Sekil 4.18’de, orobanchol standardinin LC-MS/MS cihaz1 ile analizinde elde
edilen alikonma zamani (retention time) grafigi gosterilmektedir. Orobancholiin tespit
edildigi pik noktas1 2.5 dakika civarinda olusmustur ve en yiiksek sinyal yogunlugunun
bu zaman diliminde elde edildigini ve analiz edilen numunenin orobanchol igerdigini
dogrulamistir. Alikonma zamani (retention time)’nin net ve keskin olmast, cihazin dogru
bir sekilde orobancholii ayirt ettigini ve tespit ettigini gostermektedir. Ayrica, analiz
sirasinda herhangi bir bagska onemli bilesik interferansi gozlenmemistir, bu da metot
spesifitesinin yiiksek oldugunu ortaya koymustur.

RIQ = [#E51 11L MKM FRgESUUV LFSUUU DF LI [ = ] 60030001 1UpPM 1 0
114
1

04—

05 1 15 2 25 3 EX) 4 as s S5 s 65 7 s 8 85 3 85 10 105 11 NS 12 125 13 135 14 145

Sekil 4.18. Orobanchol hormonunun alikonma zamani (retention time) egrisi

Mutant genotipler ile WT, ticari domates gesitleri ve yabani domates aksesyonu
S. pennellii LA0716 kok dokularindan elde edilen ekstraktlarda bulunan orobanchol
miktarlar1 ppb cinsinden hesaplanarak ortalama deger ve standart sapma (ORT + SS)
olarak verilmistir (Cizelge 4.13). En yiiksek orobanchol miktar1 10.3 = 0.24 ppb ile
BizimkdyF1 genotipinde gézlemlenirken, bunu 9.48 + 0.20 ppb ile 267F1 (WT) genotipi
takip etmistir. En diisiik orobanchol igerigi ise 5.68 + 0.16 ppb ile mutant
genotiplerden186nt genotipinde belirlenmistir. Diger genotipler arasinda 18nt genotipi
8.96 + 0.08 ppb, Heterozigot 186nt genotipi 6.08 + 0.16 ppb ve S. pennellii LA0716
genotipinde 5.88 + 0.12 ppb orobanchol tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Sonug¢ olarak
186nt’deki orobanchol miktariin WT’ye goére anlamli derecede diisiik oldugu
bulunmustur (Sekil 4.19).
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Cizelge 4.13. Domates genotiplerinin kok ekstraktlarindaki orobanchol miktarlar1 (ppb)

i Orobanchol (ppb
Genotipler ORT Séap )
18nt 8.96 +0.08 c
186nt 5.68+0.16 ¢
Heterozigot 186nt 6.08+0.16d
267F1 (WT) 9.48+0.20b
BizimkoyF1 10.3+0.24a
S. pennellii LA0716 5.88 £0.12 de
CV (%) 2.17
LSD (%)5) 0.29
P Degeri 0.0001
Serbestlik Derecesi 12
*ORT: Ortalama, SS: Standart sapma
" a P<0,05
10 ¢ b
8
. d de
6
4
2
0
BizimkoyF1 18nt 186nt Heterozigot 267F1 (WT) S. pennellii
186nt LA0716

Sekil 4.19. Domates genotiplerinin kok ekstraktlarindaki orobanchol miktarlari (ppb)
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5. TARTISMA

Canavar otlar1 (Orobanche spp. / Phelipanche spp.), diinya genelinde kiiltiir
bitkilerinde Onemli ekonomik =zararlar meydana getirmektedirler (Eizenberg ve
Goldwasser, 2018). Zorunlu kok paraziti olan canavar otlari ile miicadelede gok farkli
yontemler kullanilmaktadir. Fakat, bu parazit bitkilerin toprak altinda gelismeleri,
Ozellesmis bir organ olan emegleri (haustoryum) araciligiyla konukgu bitkiye tutunmalari,
ayrica fazla miktarda tohum iiretmeleri, tohumlarinin kolay yayilmasi, yalnizca belirli
kosullarda ¢imlenmeleri ve tohumlarinin uzun siire toprakta canli kalabilmesi gibi
kendilerine 06zgii biyolojik oOzellikleri etkin bir sekilde kontrol edilmelerini
zorlagtirmaktadir (Fernandez-Aparicio vd. 2016). Canavar otlarina karst dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi, miicadelede en etkili yontemlerden biridir (Frost vd. 1997). Bu
dayaniklilik genellikle bir veya iki dominant gen tarafindan kontrol edilen, baskin
alellerle saglanan dikey dayaniklilik ve genellikle birden fazla lokusta yer alan aleller
araciligiyla kalitilan kismi yatay dayaniklilik olarak tanimlanmaktadir (Molinero-Ruiz

vd. 2009).

Canavar otlarina kars1 dayaniklilik 1slahi ¢alismalar 6zellikle aycicegi, bakla ve
bezelye olmak tizere birgok kiiltiir bitkisine kars1 basariyla gergeklestirilmistir (Roman
vd. 2002; Tang vd. 2003; Valderrama vd. 2004). Aygiceginde O. cumana’ya karsi
dayanikliligt HaOr geni saglamaktadir (Pubert vd. 2024). O. cumana’nin yeni viriilent
irklariin olusarak bu dayanikliligi kirdig: bildirilmektedir (Fernandez-Melero vd. 2023).
Simdiye kadar O. cumana’nin A’dan H’ye kadar sekiz irki tanimlanmistir (Pubert vd.
2024). Viriilent irklarin ortaya ¢ikmasi ay¢igeginde O. cumana’ya karst dayaniklilik 1slahi
calismalarini da hizlandirmakta ve yeni dayanmiklilik genlerinin haritalanarak 1slah
caligmalarinda kullanilmasina neden olmaktadir (Tang vd. 2003; Sisou vd. 2021).
Ayg¢igeginde canavar otuna karsi dayanikliligi saglayan tek dominant genin (HaOr)
bulunmasinin aksine diger kiltiir bitkilerinde canavar otlarina karst dayaniklilik
genellikle poligenik dzellik gdstermektedir (Pérez-Vich vd. 2013). Onemli bir sebze tiirii
olan domates, diinya genelinde yetistirilmekte olup canavar otlar1 tarafindan kolayca
enfekte edilebilmektedir (Disciglio vd. 2016). Yapilan kapsamli taramalara ragmen,
canavar otuna karsit tek bir dayanikliik mekanizmasi heniiz bildirilmemistir (El-
Halmouch vd. 2006). Bu nedenle kiiltiir bitkilerinde yeni biyoteknolojik yaklagimlarin
kullanilarak, kiiltiir bitkilerine dayaniklilik kazandirilmasi énem kazanmustir (Aly vd.
2021).

Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar diizenleme sistemi
(CRISPR/Cas9), genom diizenleme i¢in kullanilan en yeni yontemdir (Pinello vd. 2016).
CRISPR/Cas9 sisteminde kilavuz RNA (sgRNA)-Cas9 kullanilarak belirli bir genomik
bolge hedeflenip indel mutasyonlar1 gerceklestirilebilmektedir (Jhu vd. 2023). Cas9-
sgRNA tarafindan tanman bir protospacer bitisik motifi (PAM) ile takip edilen 18-20
niikleotitlik hedef RNA dizisi, ¢ift sarmalli DNA kiriklarina yol agmakta, DNA tamiri
sirasinda, homolojiye dayanmayan ug¢ birlestirme (NHEJ) mekanizmasi ile kirik
bolgelerde ekleme veya silme gergeklestirilebilmekte ve bu da proteinin islevini
degistirebilmektedir (Sternberg vd. 2014). Bu yeni teknigin, son derece hassas, ucuz ve
uygulanmasinin nispeten kolay olmasi gelecekteki tarimsal gelismeler i¢in énemli bir
potansiyele sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Bartkowski vd. 2018). Nitekim bu teknik,
titiin (Jogam vd. 2023), bugday (Liang vd. 2017), misir (Gao vd. 2020) ve domates
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(Chaudhuri vd. 2022) dahil olmak iizere bir¢ok kiiltiir bitkisinde basariyla uygulanmistir.
Domateste bu teknigin kullanilarak canavar otlarina karsi dayaniklilik gelistirilmesi,
strigolakton sentezinin azaltilmasi hedeflenerek gergeklestirilmektedir (Al-Babili ve
Bouwmeester, 2015). Domateste strigolakton sentezinden sorumlu genler karoten iiretim
yolaginda bulunan Carotenoid Cleavage Dioxygenase (CCD) genlerdir (Liu vd. 2015).
Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji B6liimii’nde yiiriitiilen bir
doktora tezi kapsaminda SL iiretiminde 6nemli rol oynayan genlerden olan CCD7 geninin
CRISPR/Cas9 teknigi kullanilarak manipiile edilmesi sonucu elde edilen bitkilerden 18
niikleotitlik in frame mutasyonu gerceklesmis 18nt isimli genotip ve 186 niikleotitlik in
frame mutasyonu gergeklesmis 186nt isimli genotip secilmistir (Biilbiil, 2021). Bu tez
calismasinda CRISPR/Cas9 teknigi ile elde edilmis olan bu genotiplerin (18nt ve 186nt)
T2 ve T3 homozigot bitkilerinin canavar otuna kars1 dayanim seviyeleri arastirilmistir.

Tohum oOrneklerinden yapilan total niikleik asit izolasyonu sonucu Onceki
calismalarda da oldugu gibi genomik DNA elde edilebilmistir (Dimitrijevi¢ vd. 2012;
Dongo vd. 2012).

Genomik DNA’ lar1 elde edilen canavar otu popiilasyonlarinin (S1-2021, S2-
2021, C1-2021, C2-2021, G1-2021, G2-2021, T1-2021, T2-2021, D1-2021, 11-2021, 12-
2021, K1-2021, K2-2021, AK-2021, AE-2021) tiire 6zgii AB101 (Schneeweiss vd. 2004),
rps2 (Park vd. 2007) ve ITS350 (Aly vd. 2012) primer giftleri kullanilarak dogrulamalar1
yapilmis ve ITS350 primeri P. aegyptiaca i¢in rps2 primeri ise P. ramosa tiirlerine 6zgii
DNA bandi elde edilmistir. Bu sonuglar Park vd. (2007); Aly vd. (2012) ile uyumluluk
gostermistir. Boylece canavar otuna karsi dayanikliligin belirlenmesi calismalar1 P.
aegyptiaca tiirii olan 11-2021 popiilasyonu ile devam ettirilmistir.

Caligmalarda kullanilan P. aegyptiaca 11-2021 popiilasyonu tohumlarinin canlilik
oranlar1 Gibot-Leclerc vd. (2004) TTC tohum boyama metodu modifiye edilerek
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda, kontrol olarak kullanilan otoklavlanmis
tohumlarin endospermlerinin hi¢ boyanmamas: metodun saglikli sonu¢ verdigini
gostermistir. Benzer sekilde parazit bitkilerin tohum canlilik testleri i¢in tetrazolium
tuzunun kullanildig1 arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Thorogood vd. 2009). Paralel
olarak tetrazolium testinin tohumlarin fizyolojik kalitesinin degerlendirilmesinde 6nemli
bir rol oynadig1 ve test, yasam ve canlilik indeksleri gibi bilgilerin yani sira, mekanik
hasar, bocek zarari, hasat oncesi hava kosullar1 ve depolama sirasinda meydana gelen
bozulmalar gibi olas1 tohum kalitesi sorunlarinin teshisini sagladigi bildirilmistir (Franga-
Neto ve Krzyzanowski, 2019).

Genotiplerin kdk salgilarinin canavar otunun tohum c¢imlenmesine etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla, Flokova vd. (2020) tarafindan gelistirilen metotta belirtildigi
gibi, domates kok dokusundan strigolaktonlarin hizli ekstraksiyonu gerceklestirilebilmis
ve bu ekstraktlar canavar otu tohumlarina Petri kaplarinda uygulanmistir. Denemelerde
pozitif kontrol olarak sentetik strigolakton analogu GR24 kullanilmistir. Literatiirde de
canavar otu i¢in GR24 iin uygun bir ¢imlenme stimiilantt oldugu bildirilmistir
(Zwanenburg vd. 2009; Brun vd. 2018). GR24 uygulanan Petri kabi1 denemelerinde
3.35x10° M konsantrasyonunda kullanilmasi, P. aegyptiaca’nin tohumlarmin yaklasik
%84-87 ¢cimlenmesini saglamistir. Cimlenme oranlar1 daha 6nce yapilan tohum canlilik
testleri ile de uyusmaktadir. Ayrica GR24 kullanilarak yapilan ¢alismalarin sonuglariyla
paralellik gdstermekle birlikte, kullanilan GR24 iin konsantrasyonu, saflig1 ve kullanilan
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tohumlarin ¢imlenme uyaricisina verdikleri tepkiye bagl olarak da ¢imlenme yiizdeleri
degisebilmektedir. Ornegin 3.35x107° M uygulandig1 Petri kaplarinda P. aegyptiaca
tohumlarinin ¢imlenme oraninin yaklasik %70 oldugu (Bai vd. 2020), 1x10°* M GR24
uygulandiginda %82 (Goldwasser vd. 2008) oldugu bildirilmistir. Nitekim Arslan ve
Uygur (2013), P. aegyptiaca ve P. ramosa ile yaptiklari ¢calismada tohum ¢imlenmesini
en fazla tesvik eden stimiilantin GR24 (1 ppm) oldugunu bildirmislerdir. Konuk¢unun
bulunmadig ortamlarda GR24, canavar otu tohumlarinin ¢imlenmesini tesvik etmek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Fernandez-Aparicio vd. 2011; Ibdah vd. 2014).

Ug farkli sicaklikta (18°C, 20°C ve 22°C) yapilan denemelere bakildiginda
sicakligin etkisine bagli olarak tohumlarin ¢imlenme oranlarinda degisiklik olsa da her {i¢
sicaklikta da en diisiik ¢cimlenme oranlar1 186nt mutant genotipinden elde edilmistir.
186nt genotipi, CCD7 geninin ilk exonunda, her iki allelde de 186 baz silinmesiyle elde
edilmistir (Biilbiil, 2021). SICCD7 geni domateste strigolakton biyosentezinde gorev alan
genlerden biridir (Vogel vd. 2010). Strigolaktonlarin, rizosfer sinyal aktivitesine sahip
olan fitohormonlar oldugu ve bitki kokiinden salgilanmalart sonucu kok paraziti yabanci
otlar Striga, Orobanche ve Phelipanche tiirlerinin ¢imlenmelerini tesvik ettigi
bilinmektedir (Bouwmeester vd. 2003). Vogel vd. (2010), RNA interferans (RNAI)
teknigi ile domateste SICCD7 geninde yaptiklar1 susturmada ii¢ farklt mutant genotip
(6931, 6936 ve 7170) elde etmislerdir. WT olan MS82 hattinin kok eksudatinin
uygulandiginda O. ramosa’da ¢imlenme oran1 %90 iken, mutant genotiplerde ¢imlenme
oranlarinin diistiigli, 6931 de yaklasik %30 iken 6931 ve 7170 de yaklasik %10 oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde Butt vd. (2018), ¢eltik (Oryza sativa L.)’te CRISPR/Cas9
teknigi ile iki farkli sgRNA tasarlayarak OsCCD7 geninin 1. ve 7. exonunu
hedeflemislerdir. Hem monoallelik mutasyon igeren (dI1 ve dl2), hem de biallelik
mutasyon igeren (hl1, hl2, hi3, hl4, hiI5, hl6 ve hl7) toplam 9 genotip elde etmislerdir.
Striga hermonthica’nin ¢imlenme oran1 WT (O. sativa L. ssp. japonica cv Nipponbare)
kok salgilarinin uygulandigi Petri kaplarinda yaklasik %50 iken, hl6 mutant genotipinde
yaklasik %20, diger genotiplerde ise yaklasik %10 ¢imlenme orani ile GR24 e kiyasla
anlamli derecede diisiik bulunmustur.

Bu ¢alismada yapilan Petri kab1 denemelerinde CCD7 geninin hedeflendigi diger
caligmalarda oldugu gibi strigolakton sentezinin azalmasi neticesinde, 186nt mutant
genotipinin kok salgilari P. aegyptiaca tohumlarinin ¢imlenmesini 6nemli oranda
diistirmistiir. Diger mutant genotip olan 18nt nin ¢cimlenme orani hem ticari ¢eside (Torry
F1) hem de WT (267 F1)’e gorev diisiik olmasina ragmen yine de 186nt genotipinin
performansini gosterememistir. Bunun nedeninin 18nt genotipinde CCD7 geninin ilk
ekzonunda meydana gelen 18 bazlik mutasyonunun strigolakton sentezinde yeterli
degisiklige sebep olmamasi oldugu diistilmiistiir.

Genotiplerin hidroponik deneme ile enfeksiyondan sonraki farkli giinlerde (10.,
15., 20. ve 30. giinler) P. aegyptiaca’ya kars1 tepkilerine bakildiginda, 186nt genotipinin
diger ticari domates gesitleri olan TorryF1 ve BizimkoyF1 ile karsilagtirildiginda tiiberkdil
gelisimine engel oldugunu ve bu nedenle bir dayaniklilik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Enfeksiyondan 10 giin sonra, 186nt genotipinde 1-2 mm c¢apindaki P.
aegyptiaca tiiberkiil gelisimi biiylik Olgiide engellenmis ve neredeyse hig tiiberkiil
olusumu gozlenmemistir. Fakat TorryF1 ticari ¢esidinin enfeksiyondan sonra 10. giinde
P. aegyptiaca ile daha hizli bir sekilde etkilesime gegerek tiiberkiil olusumuna neden
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oldugu goriilmistiir. 30. giinde dahi, 186nt genotipi >2 mm capinda tliberkiil gelisimi
sinirlt olmustur ve bu da TorryF1 genotipinin tiiberkiil gelisiminden ¢ok daha diisiik bir
seviyede kalmistir. Ornegin, Joel vd. (2013), domates ve tiitiin bitkilerinde tiiberkiil
gelisiminin, parazit bitkinin hayatta kalmasi i¢in gerekli bir siire¢ oldugunu ve bu siirecin
baskilanmasinin konukgu bitkiye biiylik avantaj sagladigin1 belirtmistir. Mutant genotip
186nt nin kok salgilart nedeniyle P. aegyptiaca tohum ¢imlenmesinin diger genotiplere
gore daha diisiik oldugu Petri kabi1 denemelerinde belirlenmistir. Fakat bu genotipin
CCD7 geni tamamen kapatilmadigindan strigolakton sentezi devam etmis, dolayisiyla P.
aegyptiaca ¢imlenmesi tamamen engellenmemistir. Cimlenen tohumlarin hidroponik
deneme sonuglarinda haustorium olusturarak domates kokiine tutunduklari
goriilmektedir. Fakat olusan tiiberkiillerin gelisimlerinin sinirli kalmasinin olasi nedenleri
tartisilmaktadir. Literatiirde de tiiberkiiliin, Orobanche, Harveya, Cistanche ve Alectra
tirlerinde oldugu gibi Phelipanche tiirlerinde de parazit bitkilerin terminal
haustoryumlar tarafindan konukcu ile ilk vaskiiler baglant1 kurulduktan sonra gelistigi
bildirilmistir (Joel, 2013).

Tiiberkiil, gen¢ parazit fidesinde, konuk¢unun kok yiizeyinin hemen {iizerinde
olusan bir sislik olup, zamanla meristem dokusu gelistirerek ‘haustoryal kokler’
olusturabilmektedir (Joel, 2013). Tam parazit Orobanchaceae familyasi tiirlerinde
tiiberkiil, nisasta biriktirmekte ve bu nisasta, daha sonraki biiyiime evrelerinde, 6zellikle
cicek ve tohum gelisimi sirasinda kullanilmaktadir (Joel ve Losner-Goshen, 1994; Qing-
Liang vd. 2011). Ayn1 zamanda bilindigi gibi nisasta, bitkilerde en 6nemli uzun vadeli
enerji depolama karbonhidratidir ve diisiik/yiiksek sicaklik veya kuraklik gibi abiyotik
stres kosullarinda parcalanarak osmotik olarak aktif bilesikler ve enerji iireterek bitkinin
hayatta kalmasini saglamak igin kullanilmaktadir (McDowell vd. 2008; Uemura ve
Steponkus, 2003). Tiiberkiil gelisiminin, konukgu bitkiden saglanan besinlere bagl
oldugu rapor edilmistir (Aber vd. 1983). Literatiirdeki bilgiler 1s18inda, bu ¢alismada
mutant genotip 186nt de tiiberkiil gelisimin yavas olmasi ve Onemli oranda
engellenmesinin nedeninin konukc¢u bitkiden yeterince besin gelememesinden
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Hemiparazit bir bitki olan Santalum album’da depolanan
nisastanin parazit bitkinin gelisimi ile su ve besin maddelerinin konukgu bitkiden emilimi
ve taginmasi ile ilgili fizyolojik siireclerde potansiyel olarak rol oynadigi da bildirilmistir
(Zhou vd. 2021). Parazit bitki tiiberkiillerindeki tim sekerlerin konsantrasyonlari, ayni
bilesiklerin konukcu koklerindeki konsantrasyonlarindan alt1 ila sekiz kat daha yiiksek
oldugu, dolayisiyla tiiberkiillerde gii¢lii bir birikim oldugu bildirilmistir (Westwood,
2013). P. ramosa’da sakkaroz birikimi yerine, sakkarozun invertaz enzimleri ile
heksozlar, mannitol ve nisasta gibi diger bilesiklere metabolize edildigi ve parazit bitkinin
ozmotik potansiyelinin iyilestigi belirlenmistir (Westwood, 2013). Nitekim, P.
ramosa’nin en az bir invertaz enzim geninin, tohum ¢imlenmesi sirasinda ve sonraki tiim
biiyiime evrelerinde yiiksek seviyelerde ifade edildigi tespit edilmistir (Draie vd. 2011).

Bu ¢alismada da mutant genotip 186nt de tiiberkiil olusumu olsa dahi konukc¢u
bitkiden yeterinde besin maddesi gelmemesi nedeniyle tiiberkiillerin diger ticari ¢esitlere
gore gelisimlerinin smirlandigi goriilmiistiir. Nitekim Aly vd. (2009) mannitoliin
Orobanche 'nin gelisimi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Tiiberkiil olusumunun
kontrol edilmesinin, konukc¢u bitki-parazit etkilesiminde kritik bir faktér oldugunu ve bu
mekanizmanin domateste dnemli bir dayaniklilik gostergesi oldugu goriilmektedir.
CRISPR/Cas9 teknigi ile elde edilen genotiplerin canavar otuna karsi dayaniklilik
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caligmalarina bakildiginda test metotlarinda kok bdlgesi tepkilerinin incelenmemis
oldugu, saksi denemeleri ile dayanikliligin toplam canavar otu siirgiin sayisi ile
iliskilendirildigi goriilmiistir (Bari vd. 2019; Bari vd. 2021; Bari vd. 2021).

Genotiplerin saksi denemeleri ile P. aegyptiaca’ya karsi dayanikliligini
belirlemek iizere kurulan iki farkli deneme denemeden, ilk denemede 186nt mutant
genotipte hig P. aegyptiaca siirgiinii olusmazken, ikinci saks: denemesinde saksi basina
ortalama yaklasik 10 adet P. aegyptiaca siirgiinii olustugu goriilmiistiir. Ticari ¢esitlerde
olusan canavar otu siirgiin sayisinin 186nt mutant genotipine yaklasik 4-6 kat daha ytiksek
oldugu belirlenmistir.

Mutant genotiplerde strigolakton sentezinin azalmasi sonucunda 6zellikle CCD7
mutant 186nt toplam ¢imlenen parazit tiiberkiilleri ve siirgiinlerinin sayisinda, ticari
cesitler ve WT ile karsilastirildiginda 6nemli bir azalma ve daha ge¢ ¢igeklenme oldugu
goriilmistiir. Buna karsilik, ticari ¢esitlerin P. aegyptiaca enfeksiyonuna oldukga duyarli
oldugu goriilmistiir. Strigolactonlarin Orobanchaceae familyasina ait kok paraziti
yabanci otlarin ¢imlenmesini tesvik etmede kritik bir rol oynadigi (Yoneyama vd. 2010)
ve CCD7 geninin domateste strigolakton sentezinden sorumlu genlerden oldugu
bilinmektedir (Al-Babili ve Bouwmeester, 2015). Saks1 denemelerinde de CCD7 geninin
ilk ekzonunda meydana gelen 186 bazlik silinmenin, strigolakton salgisinin azaltmasi
sonucunda P. aegyptiaca’nin karsi bir dayanim olusturdugu goriilmistiir. Parazit bitki
dayaniklilig1 i¢in strigolakton sentezine odaklanan diger calismalara da bakildiginda
(Bari vd. 2019), CRISPR/Cas9 teknigi ile CCD8 geninin ikinci ekzonunu hedefleyerek
dort CCD8Cas9 mutant domates hatt1 elde etmislerdir. Bu calismaya benzer sekilde SL
eksikligi nedeniyle CCD8Cas9 mutantlari, yapilan saksi denemelerinde WT bitkilerine
gore toplam P. aegyptiaca siirgiin sayisinda {i¢ mutant genotipte yaklagik dort kat, bir
genotipte ise yirmi kat azalma oldugu bildirilmistir. Yine benzer sekilde Bari vd. (2021),
CRISPR/Cas9 araciligiyla iki homolog ATP baglayict kaset alt grubu G (ABCG) geni,
ABCG44 (Solyc089067610) ve ABCG45 (Solyc08g067620) genlerinin 21. ekzonunda
mutasyon gergeklestirerek domateste P. aegyptiaca’ya karsi1 dayaniklilik gelistirmeyi
amaglamiglardir. Hedeflenen mutasyon islemiyle elde edilen iki mutant genotipte (abcg44
ve ABCG44/ABCG45) yapilan saksi denemeleri ile P. aegyptiaca’nin siirgiin sayisinda
WT bitkilerine gore yaklasik bes kat azalma oldugu belirlenmistir. Bir diger ¢alismada
ise Bari vd. (2021), domateste CRISPR/Cas9 teknigini kullanarak MAX1 geninin {igiincii
ekzonu hedeflenmis ve P. aegyptiaca’ya karsi dayaniklilik saglamay1 amaglamiglardir.
MAX1Cas9 homozigot ve ayni zamanda heterozigot mutant hatlarin yapilan saksi
denemelerinde P. aegyptiaca siirgiin sayisinin her iki mutantta da WT bitkilerine gore
yaklasik 10 kat diistiigii belirlenmistir.

Genotiplere ait CCD7, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin ifade degerleri RT-gPCR
icin referans (housekeeping) gen olarak kullanilan B-actin geni farkli doku ve kosullarda
nispeten sabit ifadesi nedeniyle bir referans gen olarak kabul edilmektedir (Jain vd. 2006).
Bu calismada elde edilen PCR sonugclari, DNase uygulanmis RNA 6rneklerinin genomik
DNA kontaminasyonundan arindirildigini ve sadece cDNA amplifikasyonunun
gerceklestigini  gostermistir.  Literatirde de benzer sekilde, genomik DNA
kontaminasyonunun, Ozellikle RT-PCR deneylerinde yanlis pozitif sonuglara yol
acabilecegi siklikla vurgulanmaktadir (Raff vd. 1997). Bu sebeple, DNase islemi,
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kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir ve
bu calismada da basarili sonuglar elde edilmistir.

Domates yapraklarindan elde edilen total RNA kullanilarak yapilan RT-qPCR
isleminde 186nt genotipinde CCD7 geninin yapraktaki ekspresyonunun WT e gore
degismedigi, CCD8 ve BetaKaroten genlerinin ise arttig1 belirlenmistir. CRISPR/Cas9
teknigi kullanilarak elde edilen mutant genotiplerin hem editlenen genlerde hem de
karoten biyosentezi yolaginda bulunan farkli genlerin ifadesinin belirlendigi calismalara
bakildiginda Bari vd. (2019), CRISPR/Cas9 teknigi ile CCD8 geninin ikinci ekzonunu
hedefleyerek elde ettikleri dort CCD8Cas9 mutant domates hattinda karotenoid
biyosenteziyle ilgili genlerden SICCD8, SIPDS1 ve SILCY-g ifadesini kok dokusu
kullanarak RT-qPCR ile belirlemislerdir. U¢ geninde ekspresyon seviyesinin WT
bitkilerine kiyasla arttigi belirlenmistir. Bir diger calismada Bari vd. (2021),
CRISPR/Cas9 teknigi ile ABCG44 (Solyc08g067610) ve ABCG45 (Solyc08g067620)
genlerinin 21. ekzonunda mutasyon gergeklestirerek domateste P. aegyptiaca’ya karsi
dayaniklilik gelistirmeyi amag¢lamiglardir. Hedeflenen mutasyon islemiyle elde edilen iki
mutant genotipte (abcg44 ve abcg44/abeg45) bir aylik fidelerin hem koklerinde hem de
yaprak ve govdelerindeki ABCG44 ve ABCG45 genlerinin ifade diizeylerini
belirlemislerdir. Buna gére ABCG44 geninin ifadesinin govde ve kdk dokusuna kiyasla
yapraklarda daha yiiksek bulunmusken, ABCG45 geninin ifadesi kok dokusunda yaprak
ve govdeye gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica hem abcg44 hem de abcg44/abcg45s
mutantlarinda kok dokusunda ABCG44 ve ABCG45’in transkript seviyelerinde kademeli
bir artis oldugu belirlenmistir. Karotenoid-biyosentez yolaginin ara {iriinii olan trans-p-
karoten, SL iiretimi i¢in bir Onciil olarak islev gordiigii ve bu yolakta bitkinin, SL
iceriginin geri besleme (negatif feedback) mekanizmasi ile kontrol edildigi daha 6nce
bildirilmistir (Foo vd. 2005; Arite vd. 2007). Karotenoit yolagindaki geri besleme
diizenlenmesinin (feedback regulation) test edilmesi amaciyla Bari vd. (2021), Cas9
mutantlarinda ayn1 zamanda CCD8 ve MAX1 genlerinin ifadelerini analiz ettiklerinde
ilging bir sekilde, Cas9 ile diizenlenmis abcg44 ve abcg44/abcg45 T1 bitkilerinde her iki
genin ifadesi de WT kiyasla 6nemli dl¢lide azaldigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada da
ozellikle Cas9 mutant1 186nt de karotenoid yolaginda bulunan diger genler CCD8 ve
BetaKaroten genlerinin ifadesinin arttig1 belirlenmistir. Bu durum, bu hatlarda SL
biyosentez genlerinin geri besleme diizenlemesinin etkilendigini diisiindiirmektedir. Bari
vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada ise domateste CRISPR/Cas9 teknigini kullanarak
MAX1 geninin ii¢iincli ekzonu hedeflenmis ve MAX1Cas9 homozigot mutant genotipin
koklerinde CCD8, MAX1, ABCG45 ve PDS1 genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir. Bu
calismaya benzer sekilde mutasyon gerceklestirilen gen olan MAX1 geninin, diger
genlerden CCD8 ve ABCG45 ile ifade diizeyinin WT bitkisi ile kiyaslandiginda
degismedigi fakat karotenoid yolaginda yer alan diger gen olan PDS1 geninin ifade
diizeyinin WT e gore arttig1 belirlenmistir.

Orobancholiin strigolakton hormonlari igerisinde canavar otunun ¢imlenmesini en
fazla stimiile eden hormon oldugu bildirilmistir (Fernandez-Aparicio vd. 2014). Bu
nedenle domates kok ekstraktlar1 elde edilerek LC-MS/MS cihazinda orobanchol
miktarlart belirlenmistir. Orobanchol miktar1 6zellikle mutant genotip 186nt de WT e
gbre dnemli oranda diigmiistiir. CRISPR/Cas9 teknigi ile SL sentezinde gorev alan farkh
genlerin hedeflendigi calismalarda da orobanchol igeriklerinin WT ye gore azaldig: tespit
edilmistir. Ornegin Bari vd. (2019) CCD8Cas9 mutant hatlarinda, orobanchol (SL) igerigi
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onemli 6lglide azalirken, Bari vd. (2021) domatesin kok salgisindaki SL miktarini 6nemli
Olclide azaldiginmi bildirmislerdir.

Kok paraziti bitkilere kars1 konukgu bitkide dayaniklilik olusturmak igin yeni
biyoteknolojik yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Strigolaktonlar, Carotenoid Cleavage
Dioxygenase7 (CCD7), Carotenoid Cleavage Dioxygenase8 (CCD8) ve More Axillary
Growth 1 (MAX1) genlerinin gorev aldig1 bir yolak araciligiyla karotenoidlerden tiiretilen
bitki hormonlaridir. SL’ler, dal olusumunu engelleyen hormonlar olarak gorev yapar ve
kok paraziti yabanci otlarin ¢imlenmesi i¢in zorunlu olarak gereklidir. Daha 6nce bu
yolakta yer alan genlerden CCD8 (Bari vd. 2019), MAX1 (Bari vd. 2021) hedeflenerek P.
aegyptiaca’ya kars1 dayaniklilik belirlenmistir. S6z konusu ¢alismalardan farkli olarak
CRISPR/Cas9 teknigi ile domateste CCD7 geninin ilk ekzonunda meydana gelen 186
bazlik in-frame mutasyonunun bir kok paraziti olan P. aegyptiaca’ya karsi dayaniklilik
kazandirdigi bu ¢alisma ile ilk kez belirlenmistir.
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6. SONUCLAR

Canavar otlartyla miicadelede dayanikli cesitlerin kullanilmasi1 kimyasallarin
neden oldugu cevresel sorunlar1 azaltmakta ve miicadele i¢in en yaygin ve etkin
yontemlerden birisini olusturmaktadir. Gen diizeleme teknolojilerinden olan CRISPR-
Cas9 teknigi kullanilarak domateste SL biyosentezinde goérev alan CCD7 geninin ilk
ekzonunda yapilan 18 ve 186 niikleotit in-frame delesyonu ile elde edilen 18nt ve 186nt
mutant domates genotiplerinin WT ve yaygin olarak kullanilan ticari domates gesitlerine
gore sagladiklar1 dayaniklilik durumlar1 bu tez ¢alismasinda aragtirilmistir.

Antalya, Isparta ve Burdur illeri canavar otunun sorun oldugu domates seralardan
alinan 6rneklerden yapilan molekiiler tiir teshisi sonucunda toplam 15 popiilasyondan 12
sinin P. aegyptiaca tiirii oldugu belirlenmistir. Canavar otu tohum canlilik testlerinde
modifiye edilmis TTC testinin basariyla kullanilabilecegi belirlenmistir.

Domates genotiplerine ait kok ekstraktlarinin P. aegyptiaca’nin ¢imlenmesi
tizerine etki denemelerinde, her iki mutant domates genotipi 18nt ve 186nt nin ticari
domates ¢esidi Torry F1’e gore, P. aegyptiaca nin tohum ¢imlenmesini 6nemli oranda
distirmistiir. 20°C’de yapilan Petri kabi deneme sonuglarinda 18nt genotipi ticari
domates ¢esidi Torry F1’e gore P. aegyptiaca tohum ¢imlenmesini %30 azaltirken, 186nt
genotipi %74 oraninda azaltmistir. Cimlenen tohumlarin domates koklerine tutunmalarini
ve sonraki gelisim asamalarini incelemek amaciyla yapilan hidroponik deneme sonuglari
ticari domates ¢esidine gére mutant genotiplerde P. aegyptiaca tiiberkiil olusumun 6nemli
oranda azaldigt ve olusan tiiberkiilerin konuk¢u bitkiden beslenemediklerinden
biiyiiyemedikleri goriilmiistiir. Ozellikle 186nt genotipinin P. aegyptiaca’nin tiiberkiil
gelisimine engel oldugu belirlenmistir. P. aegyptiaca enfeksiyonundan 30 giin sonra dahi
2 mm’den biiylik tiiberkiil sayisi ortalama bitki basina ticari ¢esit Torry F1’de 3.08 iken
mutant genotipler 18nt de 0.83, 186nt de ise 0.16 olarak belirlenmistir. Literatiire gore
konuk¢u bitkide strigolakton sentezinin azalmasi parazit bitki tohumlarinin
cimlenmesinin azalttig1 bilinmektedir. Fakat bu c¢alismada ayn1 zamanda strigolakton
sentezinin azalmasina ragmen, c¢imlenen tohumlarin konukcu bitkiye tutunmasina
ragmen, olusan tiiberkiillerin gelisimlerinin zay1f oldugu ya da gelisemedigi goriilmiistiir.
Bu sonug¢ konukgu bitki parazitizm iligkisinde, parazit konukg¢u bitkiye tutunduktan
sonraki gelisim asamalarinda strigolaktonlarin roliiniin arastirilmas:  gerektigini
gostermistir. Saks1 denemesi sonuglaria gore de 186nt genotipi diger mutant domates
genotipi 18nt ve ticari domates ¢esitlerine gore P. aegyptiaca siirgiin sayisini 6nemli
oranda diistirdiigii belirlenmis, 186nt genotipinin WT kiyasla toplam siirgiin sayisini %71
azalttig1 belirlenmistir. Mutant domates genotipi 18nt vel86nt genotiplerinde CCD7
geninin ifadesinin WT genotipine kiyasla degismedigi fakat 186nt genotipinde karotenoid
yolaginda bulunan diger genler olan SICCD8 ve Betakaroten genlerinin ifadelerinin
strastyla yaklasik %22 ve %39 arttig1 belirlenmistir. Orobanchol hormon miktarinin
mutant domates genotipi 186nt de WT genotipine kiyasla onemli oranda distiigii LC-
MS/MS analizi ile belirlenmistir. Kok ekstraklarindaki toplam orobanchol miktar1 ppb
diizeyinde 18nt genotipinde yabani tip (WT)’e kiyasla %5 azalmigken, 186nt genotipinde
yaklasik %40 oraninda azaldig1 belirlenmistir.

S. pennellii LA0716 aksesyonunun yapilan tim denemelerde mutant genotip
186nt’ ye yakin sonuglar vermesi, bir dayaniklilik mekanizmasi oldugundan mi yoksa
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diger genotiplere gore yeterince kok biyokiitlesi gelistiremediginden dolayr m1 oldugu
tartismaya agik bir konudur.

CRISPR/Cas9 teknigi ile CCD7 geninin modifikasyonunun, P. aegyptiaca’ya
kars1 domateste dayaniklilik gosterebilecegi bu calisma ile belirlenmistir. SICCD7
geninin ilk ekzonunda meydana gelen 186 bazlik mutasyonun P. aegyptiaca’ya karst WT
kiyasla bir dayaniklilik sagladigi fakat 18 bazlik mutasyonun bu dayanikliligi saglamadigi
belirlenmistir. Yani mutant 186nt genotipi dayaniklilik saglarken, 18nt genotipinin P.
aegyptiaca dayaniminda tam anlamiyla etkili olmadigi belirlenmistir.

Bu caligsma ile ilk defa, domateste CCD7 geninde meydana gelen mutasyonlarin,
P. aegyptiaca’ya kars1 gelistirdigi savunma yanitlar1 belirlenmistir. Ayrica tim deney
asamalari (toplam strigolakton ekstraksiyonu, ¢cimlenme ve hidroponik deneme) optimize
edilmistir. Bu optimizasyonlar ileride yapilacak caligmalarda da kullanilabilecek, hizli ve
dogru bir sekilde farkli genotiplerin farkli canavar otu tiirlerine karsi test edilmesini
saglayacaktir.

Bu c¢alisma ile domateste CCD7 geninin P. aegyptiaca’ya karsi dayaniklilik
gelistirmede kullanilabilecegi gosterilmistir. Bitki paraziti yabanci otlarin domates
tiretimi iizerindeki etkisi ve miicadelelerinin zorlugu goz oniine alindiginda, bu yeni
dayanikliligin 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilme olanagi dogmaktadir.

CRISPR/Cas9 teknigi ile yapilan dayaniklilik calismalari, parazit bitkilerle
miicadelede etkili bir strateji olabilecegi disiiniilmektedir; 186nt genotipinin P.
aegyptiaca’da hem ¢imlenmeyi hem de tiiberkiil gelisimini engelleyen bir dayaniklilik
ortaya koydugu belirlenmistir. Fakat bu genotipin performansinin, dogal olarak canavar
otu ile bulasik alanlarda da degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica domates liretiminde
sorun olan diger canavar otu tiirlerinden Phelipanche ramosa ve/veya Orobanche cernua
gibi tiirlerle de genotipin performansinin test edilmesi faydali olacaktir.
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