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OZET

CRISPR/CAS9 SISTEMI KULLANILARAK TUTUN BITKISINDE AGOS7
GENININ SUSTURULMASI

Aysenur Efsan YARAR
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tarmmsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Ocak/2023
Danigsman: Dog. Dr. Musa KAVAS

Titiin (Nicotiana tabacum L.), patlicangiller (Solanaceae) familyasindan tek
yullik bir bitki olup, keyif verici bitkiler kategorisine girmektedir. Ekonomik olarak
oldukc¢a 6nemli bir konuma sahip olan tiitiin bitkisi endiistriyel ve aromatik bitki olarak
da smiflandirilmaktadir. Cografi sartlardaki farkliliklara hizli ve etkin bir sekilde uyum
saglayabilen tiitiin, uyum yetene§i en iyi olan tarim iirlinlerinden birisi olarak
bilinmektedir. Genom  diizenleme  teknolojilerinin  kullanilmasiyla  olusan
mutasyonlarin, dogal olarak olusan genetik mutasyonlarla ve varyasyonlardan
ayrilamadigi icin, ¢esitli sektorlerde kullanim alanlar1 genislemektedir. Bu yontemler,
tarimsal {irlinlin hastalik veya zararlilara kars1 direncini bir bolgeye veya gene 6zgii
mutasyonla arttrmak i¢in kullanilabilmektedir. Ek olarak, gen fonksiyonlarmnin
belirlenebilmesi i¢in de kullanilabilmektedir. Sonug¢ olarak, ZFN, TALEN ve
CRISPR/Cas9 gibi yeni nesil genom diizenleme teknolojileri, giiclii genom diizenleme
araclar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yeniligi, diisiik maliyeti ve genis
uygulanabilirliginden dolayi, CRISPR/Cas9 son 5 yilda popiiler bir genom diizenleme
teknigi haline gelmistir. Bitkiler i¢in 6nemli olan genlerden birisi de Argonaute (AGO)
gen ailesi proteinleridir. Argonaute gen ailesi birgok farkli tiirde bulunabilir ve RNA
kaynakli susturma kompleksinde ¢ok onemli bir role sahiptir. Bu gen ailesinin
proteinleri; bitki gelisimi, biiylimesi, biyotik ve abiyotik streslere yanitta rol oynayan
PAZ ve PIWI olmak iizere iki farkli bdlge igermektedir. Onceki ¢alismalar, AGO
genlerinin ifadesinin, kuraklik, tuzluluk, yiiksek sicaklik ve diisiik sicaklik gibi farkli
abiyotik stres tiirleri altinda 6nemli 6l¢iide degistigini gostermistir. Ayrica, AGO gen
ailesinin bazi iiyelerinin hiicre biiyliimesi, programli 6liim ve hiicre iskeleti tizerinde
bir islevi oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Model bitkilerde
biyoinformatik analiz ile bulunan sonuglarm homolojisine dayanarak, tiitiin bitkisinde
AGO7 geni (LOC107784577) se¢ilmistir ve CRISPR/Cas9 teknigi ile susturulmustur.
Elde edilen veriler 1513inda, AGO7 mutantlarmin, yabani tip bitkilere kiyasla bitkilerin
morfolojisi ve fizyolojisinde 6nemli 6l¢iide degisiklik gosterdigi gozlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: AGO7, Tiitiin, CRISPR/Cas9, Hiicre iskeleti, Abiyotik stres



ABSTRACT

CRISPR/CAS9 SYSTEM USING FOR AGOS7 GENE SILENCING IN TOBACCO
PLANTS

Aysenur Efsan YARAR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Agricultural Biotechnology
Master, February/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa KAVAS

Tobacco (Nicootiana tabacum L.) is an annual plant of Solanaceae family and
categorized in delightful plants. Economically important tobacco is also classified as
an industrial and aromatic plant. Tobacco which can adapt to diffirences of geographic
conditions quickly and efficiently is known as one of the agricultural plants which
have best ability to adapt. DNA-free genome editing can reduce some limitations.
These methods allow us to create gene specific mutations to increase resistance against
biotic stress factors. Additionally, they can be used to demonstrate the functions the
genes. Consequently, modern genome editing tecnics such as ZFN, TALEN
CRISPR/Cas9 apeared as powerful genome editing tools. Because of its low cost and
applicability, CRISPR/Cas9 has become most popular genome editing tool in the last
8 years. Proteins of Argonaute gene family is one of the most important protein
families of plants. Argonaute gene family can be found in many species and has very
important role in RNA-medieted gene silencing. Proteins of this gene family has two
domains (PAZ and PIWI) which have critic roles in stress respoonse and development.
Previous studies demonstrated that there are diffirence in gene expression of AGO
genes under abiotic stress such as drought, salinity, high temperature and, low
temperature. Moreover, there are some studies showed funtions of AGO genes in cell
expansion, cytoskeleton and, programmed cell death. AGO7 (LOC107784577) is
chosen based on homology of other model organisms, and knocked-out using
CRISPR/Cas9. The results showed that there are diffirences in morphology and
physiology between AGO7 and wild-type plants.

Keywords: AGO7, Tobacco, CRISPR/Cas9, Cell cytoskeleton, Abiotic stress
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1. GIRIS

Gida gilivenliginin saglanmasi, giiniimiizde hizla artan diinya niifusunun kars1
karstya oldugu en dnemli zorluklardan biridir. 2050 yilina kadar 9,6 milyar kisiye
ulagmasi beklenen diinya niifusu ile birlikte, tiriinlere olan kiiresel talebin 2005 yilina
gore %100-110 oraninda artacagi tahmin edilmektedir. Tarimsal kaynaklarm giderek
tilkkenmesiyle birlikte, {iriin kalitesi, besin icerigi, hastalik direnci ve stres toleransi ile
verim gibi ozellikleri gelistirilmis yeni ¢esitler gelistirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Iklim degisikligi, artan biyotik ve abiyotik stresdrler, azalan ekilebilir alanlar ve
yetersiz su kaynaklar1 karsisinda hizla artan niifusun beslenme ihtiyaglarini
karsilamak, tarimsal tiretimi artirmak ve siirdiiriilebilir tarimsal kalkinmay1 tesvik
etmek i¢in bitki 1slah1 uygulamalarinda yeniliklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda
bircok biyolojik mekanizma desifre edilerek, genetik ve epigenetik faktorlerin rolii
aydimlatilarak bitkisel {irtinlerin gelisimine katkida bulunulmustur.

Bitki yetistiricileri ve bitki bilimciler, ¢evresel stres faktorlerine karsi bitki
tepkilerinin altinda yatan genetik mekanizmalar1 incelemektedir. Son zamanlarda
bitkilerde birgok yeni gen ve bunlarin diizenleyici yollar1 tanimlanmistir (Cao ve Li,
2018). Verimi artirmak, seckin c¢esitler gelistirmek ve mahsullerin kalitesini
tyilestirmek i¢in, 6nemli tarimsal 6zelliklerle iliskili genlere odaklanan bir "elit ¢esitle
elit ¢esitlerin melezlenmesi" stratejisi uygulanmaktadir. Bununla birlikte, elde edilen
irlinlin kalitesini artirmak i¢in klasik bitki yetistirme stratejileri kullanilarak elit
cesitlerin gelistirilmesi ¢alismalar1t hem zor hem de zaman alicidir.

Mahsuliin iyilestirilmesine yonelik geleneksel 1slah aragtirmalarmin bir pargasi
olan mutant 1slahi, mutajen kimyasi1 ve radyasyon kullanilarak mutajenezin neden
oldugu, dogada dogal olarak meydana gelen genetik varyasyonlara dayanmaktadir
(Songstad et al., 2017). Ayrica, siirli miktarda dogal genetik varyasyon ve yapay
mutajenez yontemlerinde indiiklenmis mutasyonlarin rastgele ortaya ¢ikmasi, diisiik
verim ve zaman, yavaslik ve maliyet gibi bariz dezavantajlar vardir (Puchta & Fauser,
2013). Ancak, modern genom diizenleme teknikleri, yabanci bir genin genomun
onceden belirlenmis bir bolgesine tam olarak entegrasyonuna ve mevcut bir allelin
alternatif bir allel ile tam olarak degistirilmesine olanak saglamaktadir(Feng et al.,
2013).

Modern 1slah yontemleriyle tarimsal verimliligi artirmak, kiiresel alanda gida
giivenligi ve artan niifus i¢in gerekli iiretim i¢in temel bir hedeftir. Hem biyotik hem

de abiyotik stres faktorleri, iiriin kalitesini etkiledigi kadar iiriin verimini de
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etkilemektedir ve bu stres faktorlerine karsi gelistirilmis uyarlanabilirlik, gelistirilmis
verimlilik ve gelistirilmis performans, etkinlik ve dayaniklilik ile tirlinler gelistirmek
cok onemlidir.

Yeni nesil dizileme ile birlikte desteklenen modern OMICS yaklagimlar1 ve
genom diizenleme araglarindaki en son gelismeler, genomik mithendislik ¢aligmalari
icin bu yeni yollarn yam1 swa hedeflenen mutagenezin yolunu ag¢maktadir.
Transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleaz (TALEN), ¢inko parmak niikleaz
(ZFN) ve meganiikleaz (MN) gibi c¢esitli genom diizenleme ydntemleri, bitki
bilimcilerinin bitkilerde istenen genleri manipiile etmesine izin vermektedir. Ancak
bahsi gecen bu yontemler pahali ve zahmetlidir. Ayrica, basarili bir genom
diizenlemesi i¢in karmagik prosediirler gerektirmektedir (Gupta & Musunuru, 2014;
Harrison et al., 2014).

Bu yontemlerden farkl olarak, CRISPR/Cas9, spesifik ve verimli bitki genom
diizenlemesi i¢in ¢ekici, tasarimi kolay, uygun maliyetli ve esnek bir aragtir (Xu et al.,
2020). Son zamanlarda bu sistem, tek niikleotid degisimi, poligenik diizenleme, genin
susturulmas1 ve bitkide gen ifadelenmesinin diizenlenmesi dahil olmak iizere
hedeflenen mutagenez i¢in etkili bir uygulama olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sebepten
dolay1 ise, CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme uygulamalari, bitkilerin
gelistirilmesi i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Hibridizasyon, mutasyon, transgenik
yetistirme ve segici yetistirme, modern tarimda mahsulleri gelistirmek i¢in kullanilan
baslica yontemlerdir. istenilen allellerin melezleme yapilarak, yani geleneksel 1slah
yontemleri kullanilarak aktarilmaya caligmasi ¢ok uzun siireler almaktadir. Buna ek
olarak, binlerce yildir yapilmakta olan melezleme arastirmalar1 ve ¢alismalari
sonucunda bitkilerin genomlarinda homozigotluk artmis, genetik varyasyon biiyiik
Olciide azalmis ve yapilan bu uygulamalarin sonucu olarak ihtiya¢ duyulan birgok
ozelligin gelistirilme potansiyelinin Oniine ge¢ilmistir. Ancak, mutasyon islahi
calismalarinda kimyasal ya da fiziksel mutantlarin kullanilarak olusturulan rastgele
mutasyonlarin sayesinde daralan genetik gesitlilik genisletilmistir (Pacher & Puchta,
2017). Bu prosediirler, verimli fenotiplerin tiretilmesini ve ¢ok sayida mutasyon igin
taranmasin1 zorlastiran rastgele yapilara sahip olmasindan dolay1 zordur. Bunun gibi
uzun, zahmetli ve hedefi belirlenmemis 1slah uygulamalarinda seleksiyonun etkinligini
artirmak i¢in markor destekli 1slah yontemleri kullanilmis olsa bile, tarimsal iiretimin

artan taleplerini kargilamak i¢in yeterli degildir (Scheben et al., 2017).



Son yillarda, tarimsal {iriinleri iyilestirmek i¢in hizli, verimli ve teknik olarak
yeni ¢esitlerin gelistirilmesini miimkiin kilan genom diizenleme teknolojileri ortaya
¢cikmaktadir. Daha da 6nemlisi, “genomu diizenlenen” ¢esitler, geleneksel yetistirme
teknolojisi  kullanilarak yetistirilen transgenik olmayan ¢esitlerden ayirt
edilememektedir. Genom diizenleme ayni1 zamanda fonksiyonel genomigi incelemek
icin son derece degerli bir aragtir (Songstad et al., 2017).

Faydali 6zellikleri igerisinde barindiran genetigi degistirilmis (GD) iiriinler,
bilinen islevlere sahip genlerin (transgenler) ya da genetik faktorlere sahip genlerin elit
cesitlere aktarilmasiyla elde edilmektedir. Bununla birlikte, genetigi degistirilmis
bitkilerin kullanimi, ¢evre giivenligi ve kiiresel saglhk konusundaki endigelerden
etkilenmektedir. GD mahsullerin arzu edilen Ozellikleri nedeniyle hizla
benimsenmesiyle birlikte, insan ve gevre i¢in biyogiivenligi korumaya yonelik devlet
diizenleyici politikalar1 gelistirilmis ve belirli bir maliyetle belirlenmistir. Sonug
olarak, GD bitkilerin o6zelliklerinden dolay1 faydali olsa da az sayida bitkinin
biiylimesine izin verilmektedir (Prado et al., 2014). Gen transferi yontemlerinin
kullanilarak eksojen genlerin elit ¢esitlere aktarilmasiyla birlikte istenilen 6zelliklerin
elde edilmesi tireme izolasyonu darbogazimi kirabilme potansiyeli bulunmaktadir.
Fakat, transgenik mahsullerin ticarilestirilmesi, zaman alict ve maliyetli siireglerle
birlikte kamu endisesi ile smirhidir.

1.1. Tiitiin

Titiin (Nicotiana tabacum L.), gida harici kullanim alaninda diinyanin en fazla
iiretilen ve yapraklarmin kullanildig: tek yillik bitkidir. Diinyada genelinde yaklasik
3,6 milyon hektarlik bir alan i¢erisinde 6,7 milyon ton tiitiin, tiitiin iretiminde diinyada
15. sirada yer alan Tiirkiye’de ise 99.528 hektarlik alanda tiretilen 93.665 ton tiitiin ile
diger dogu tiitlin ireticisi tilkelerle ayni pazar paymna sahiptir. (Anonim, 2021a).
Tiitliniin kiiresel anlamda ekonomik degerinin 756 milyar dolar oldugu tahmin
edilmektedir ve bunun yaklasik olarak 400 milyar dolar1 tiitiin {iriinlerinin iizerindeki
vergileri icermektedir (Anonim, 2021).

Ulkemizde toplam degeri yaklagik 1,34 milyar TL olan tiitiin iiretiminin %66
'st Ege Bolgesi, %15 'i Giineydogu Anadolu'da ve %10 'u Karadeniz Bdlgesi’nde
geriye kalan %9 ‘luk pay ise Marmara, Dogu Anadolu ve Akdeniz Bolgelerinde
iiretilmektedir. Thracat verilerinin incelenmesiyle birlikte; zirai iiriinlerin icersinde
tiitlinlin doviz getirisi findiktan hemen sonra gelmektedir. Tiirkiye'nin 2017 yilindaki

titlin  ihracatt 352 milyon dolar degerinde 51.000 ton olarak gerceklesti
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(SEYDIOGULLARI & Veriler). Diinya ¢aginda tiitiiniin {iretim istatistiklerine
bakildiginda Tiirkiye nin 6nemli bir hacime sahip oldugu anlagilmaktadir. Diinyanin
onde gelen tiitlin ireticilerinden biri olan Tiirkiye, tiretilen tiitiin miktarlar1 farklilik
gosterse dahi tretici konumda olan iilkeler arasinda ilk swrada yer almaktadir.
Ulkemizde her yil giderek artan niifus ile birlikte tiitiin ve tiitinden elde edilen
driinlerin tiiketiminin arttigt ve buna bagli olarak tiitiin iiretiminin ulusal ve
uluslararasi arzi karsilamak tizere arttig1 goriilmektedir (Camas et al., 2009).
Onemli derecede ekonomik degere sahip tiitiin icin yapilmak istenen farkli 1slah
calismalar1 icin yerel gesitlere ve gen bankalar1 gerekmektedir. ABD Gida ve llag
Dairesi (FDA) ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO), tiitiin iiriinlerindeki nikotin
diizeylerini 0,3-0,5 mg/g oraninda diisiirmeyi planlayarak bagimlilik diizeyinin altina
cekmeyi hedeflemektedirler (Anonim, 2015). Bu ve bu duruma benzer uygulamalar
dolayisiyla tiitiin iireten iilkelerin sahip olduklar1 tiitlin genotiplerindeki varyasyonlari
tanimlamas1 ve karakterize etmesi son derece onemlidir.

1.2. Hiicre Fonksiyonu

Hiicrenin igerisinde var olan belirli baz1 bilesenler genetik bilgi icermektedir.
Hiicrenin kontrol merkezi olan ¢ekirdekte, hiicredeki genlerin birgcogu bulumaktadir.
Cekirdek icerisinde bulunan deoksiriboniikleik asit (DNA) kromozomlar seklinde
diizenlenmektedir. Igerisinde genetik bilgiyi tasimakta olan bu yapilar DNA molekiilii
iceren ve icerisinde birkag protein igceren kromatin yapilarini olusturmaktadir.
Kromatin ismi verilen bu kompleks yapilar ayr1 ayr1 yogunlastirilmis kromozomlar
olarak ifade edilebilmektedir (Reece et al., 2014). Canli hiicrelerde yapilmak istenen
gen diizenleme islemleri, bir takim zorluklar dogurmaktadir. Gen mutasyonlari, gen
fonksiyonlarmi incelemek adina énemlidir. Cogu 6nemli biyolojik mekanizma dogal
mutajenik ajanlar sebebiyle arastirilmistir. Bu duruma ek olarak; tesadiifi meydana
getirilen bir mutagenez, istenmeyen mutasyonlara yol agmasindan dolay1 uygulamalar1
sinirli olmaktadir (Luo et al, 2015). Fakat ters genetik c¢alismalarinda gen
fonksiyonlarmi arastirabilmek i¢in uygulanabilirligi bulunmaktadir (Griffiths et al.,
2000).

1.3. Genom Diizenleme Sistemi Mekanizmalarn

Genomun diizenlenmesi, bir organizmanin genomunun belirli bolgelerinde
hedeflenen mutajenez veya bu bolgeye 6zel olarak eklemeler, silmeler ve degistirme
gibi modifikasyonlar1 gerceklestirebilen teknolojileri ifade etmektedir. Genom

diizenleme uygulamalari, bdlgeye spesifik DNA ¢ift zincirli yapilarin bozulmasiyla
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birlikte (DSB'ler), bu bozulmalarin diger yolaklara gore hataya daha fazla yatkin olan
homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ya da homolog kilavuzlu onarim (HDR) yolu
ile hatasiz olarak onarilmasina dayanmaktadir. Bitkilerde gerceklesmekte olan ¢ift
sarmalli DNA kiriklar1 (DSB'ler), homolog onarim kilavuzuna gereksinim
duyulmadan ¢esitli enzimler kullanilarak homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ'ler)
yontemiyle gergeklestirilmektedir (Sekil 1.1) (Puchta, 2005).

Okaryotlarda hiicre dongiisii siire zarfinda meydana gelmesi ve DNA
onariminin rasgele olmasindan dolay1 tamir oraninin dogrulugu oldukga disiiktiir
(Mladenov & lliakis, 2011). NHEJ uygulamasimin hataya meyilli olmasindan kaynakl
olarak, niikleotid eklenmesine ya da silinmesine yol agmasi ve bu duruma ek olarak
belirlenen ¢ift zincir DNA kiriklar1 bolgelerinde sekansin degismesine sebebiyet
vermektedir. Cogu durumda, NHEJ tarafindan iiretilen ekzonlardaki eklemelerin veya
silinmelerin (indel), yanlis veya anlamsiz mutasyonlara yol agabilme olasiligindan
dolayi, genin islevinin tamamiyla ortadan kaybolmasma neden olabilmektedir.
Bugiine kadar gerceklestirilen ¢ogu genom modifikasyon ¢alismasinda gen susturma
uygulamasi igin NHEJ yolu kullanilmistir (Mladenov & Iliakis, 2011).

HDR yoluna homolog olan bir dizi, DNA ¢ift zincir kirilmalarmi (DBS’ler)
onarmak i¢in hata payi igermeyen sablon olarak gérev yapmaktadir (Puchta, 2005).
HDR, niikleotit dizilerinin hatasiz olarak degistirilmesi ya da bir onarim sablonu olarak
ekzojen bir donér DNA araciligiyla hedeflenen bolgelerdeki genleri degistirmek veya
bu bolgelere gen eklemek i¢in kullanilabilir. Hiicre donglistiniin S/G2 asamalarnda
ger¢eklesmekte olan HDR ‘nin bitkilerde daha zor olmasindan kaynakli olarak diisiik
verimlilik 6zelligiyle NHEJ’den ayrilmaktadir (Puchta, 2005).

Genomu bir biitiin ve dogruluk pay1 yiiksek sekilde degistirmek amaciyla
organizmalarin DNA onarim mekanizmalarindan faydalanilarak DBS iireten araglar
kullanilabilmektedir. Bugiine kadar, ¢inko parmak niikleazi (ZFN'ler), transkripsiyon
aktivatorii benzeri efektor niikleazlar (TALEN'ler), CRISPR ve CRISPR ile iliskili
protein 9 (CRISPR/Cas9), CRISPR/Prevotella ve Francisella 1 CRISPR (CRISPR
/Cpfl) dahil olmak tizere hedeflenen bdlgeye yonelik olarak ¢ift zincirli kirilma (DSB)
iretimi i¢in dnde gelen dort adet genom modifikasyon araci bulunmaktadir. Genellikle
bu yaklagimlar, hedef dizide DNA zincir kiriklar1 olusturmak ve ek olarak niikleaz
alanmna bagiml dizi 6zgilligiinii yakalayabilmek i¢in bir DNA-baglama alanindan

olusan diziye 6zgii bir niikleaz (SSN) kullanilmaktadir (Zhang et al., 2017).
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Sekil 1.1. NHEJ ve HDR'ye dayali potansiyel genom diizenleme sonuglarina genel bakis
(Mei vd., 2016)

1.4. Cinko Parmak Niikleazlar (ZFN)

Cinko Parmak Niikleazlar1 (ZFN), bitki genomlarinda modifikasyon yapabilmek
i¢in ilk olarak 2005 yilinda genom diizenleme araci olarak kullanilmustir (Lloyd et al.,
2005). Spesifik bir Cinko Parmak DNA baglama domaini ile birlikte tip II restriksiyon
endoniikleaz FokI ‘den olusturulan bir DNA kesim domaininin birlestirilmesiyle ZFN
‘ler meydana getirilmektedir (Kim et al., 1996). Cinko Parmak Niikleazlar ii¢ ya da
alt1 adet ¢inko parmak motifini igermekle birlikte 9 — 18 baz ¢ifti igeren bir DNA
uzunlugunu spesifik olarak taniyabilmektedir. Fokl niikleazin1i DNA ‘nin iki ¢ift
zincirli yapisini kesebilme iglemini yapabilmesi i¢in dimerize olmasi gerekmektedir
(Sekil 1.2). Bundan dolayr, DNA ‘nin ¢ift zincirini kesip DNA kirigi1 (DSB)
gerceklestirebilmek icin ¢ift ZFN tasarlanmasi gerekmektedir (Bitinaite et al., 1998).
Dimerizasyon isleminin gergeklesebilmesi i¢in ayr1 ayri iki adet ZFN ‘nin forward ve
reverse zincirlerine baglanmasi gerekmektedir. Ayrica bu iki hedef bolgenin 5 — 7 baz
cifti uzunlugunda bosluk (spacer) ile ayrilmasi gerekmektedir. ZFN ‘nin ticari anlamda
alinmas1 pahali olmasiyla birlikte tasarimlarinin ve montajlarinin teknik ag¢idan zor

olmasindan kaynakli olarak yaygin olarak kullanilmasi kisitlanmistir (Ramirez et al.,
2008).
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Sekil 1.2. . Cinko Parmak Niikleazlar ile Genom Diizenleme (Samanta vd., 2016)

1.5. TALEN (Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Niiklezlar)

Ikinci nesil genom modifikasyon araglari igerisinde yer alan TALEN °ler, 2011
yilinda ilk defa bitkinin genom modifikasyonu uygulamasinda kullanilmigtir
(Mahfouz et al, 2011). TALEN ‘ler, ZFN gibi niikleazlar olarak karsimiza
cikmaktadirlar fakat, bir efektdor (TALE) baglayici proteinin 6zel olmayan DNA
endoniikleaz Fokl ‘e kombine edilmesiyle elde edilmektedirler (Miller et al., 2011).
Transkripsiyon aktivatorii benzeri efektér (TALE) proteinleri, domain yardimiyla
birlikte bitkinin DNA’sina baglanmaktadir (Boch & Bonas, 2010). DNA baglanma
domainleri 30 — 35 yiiksek derecede korunmakta olan amino asit tekrarlarindan ya da
degisken iki rezidiiden meydana gelmektedir (Bogdanove et al., 2010). Bu domainde
yer alan tiim tekrar Uniteleri sadece tek niikleotite baglanmaktadir (Sekil 1.3). Ayrica
tekrarlardaki degisken iki rezidii ise bir niikleotitle kuvvetli baglant1 igermektedir.
Proteinlerin sekanslar1 ile DNA tanima sisteminin arasindaki bu durum sayesinde
RVD’leri icinde barindiran tekrarlarm belirli kombinasyonlarini ortaya c¢ikararak
spesifik DNA baglayici proteinlerin miithendisligine olanak saglamaktadir. Bu sayede,
metilasyona duyarli olmas1 dezavantajiyla birlikte TALEN’ler rasgele DNA dizisine
hedef almak icin tasarlanabilmektedir (Kaya et al., 2017). iki adet TALEN monomeri
ile dimerize olmus Fokl olusturulabilmektedir. ZFN’lere kiyasla TALEN’lerin
birlestirilme islemi olduk¢a kolay olmasindan dolay1 bir¢ok bitki i¢in modifikasyon

yonteminin benimsenme yiizdesi daha fazla olmustur (Jung & Altpeter, 2016).
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Sekil 1.3. Transkripsiyon Aktivator-Benzeri Efektor Niikleazlar ile Genom Diizenleme
(Samanta vd., 2016)



1.6. CRISPR/Cas9

Son yillarda bircok organizma iizerinde hedeflenen genlerin ifadelenmesi ve
istenilen gen modifikasyonlarinin yapilabilmesi i¢cin ZFN ve TALEN’lerden farkli
olarak genom diizenleme araci olan CRISPR/Cas9 sistemi bulunmustur (Alagoz et al.,
2016; Feng et al., 2013). Bulunan bu sistem bir¢ok organizmada ¢ok giigli ve
uygulanabilirligi en yiiksek diizenleme sistemi olarak benimsenmistir. CRISPR/Cas9
genom diizenleme sistemi, hedef DNA'ya, protospacer bitisik motifine (PAM) ve
PAM sekansina baglanabilir ve bu motifi takip eden liciincii ve dordiincii bazlar
arasinda kesebilmekle birlikte 20 niikleotit uzunlugundaki sentetik kisa gRNA
sekansini tespit edebilmektedir ve Cas9 niikleaz enziminde yer almaktadir (Jinek et
al., 2012). Cas9 niikleaz enziminin RuvC benzeri domaini ve HNH domaini olmak
tizere iki alam vardir ve her iki alan da tek bir DNA sarmalini kesebilmektedir.
CRISPR/Cas9 sisteminin ¢alisma prensibinin agikliga kavusturulmasindan sonra bitki
ve hayvanlarda genom modifikasyon arastirmalarinin genis kapsamli uygulamalari
goriilmiistiir. Genom diizenleme arastirmasini yiirtitmek i¢in kurulmus temel bir bitki
genom modifikasyonu yapabilen kiiclik bir laboratuvarda bile, CRISPR/Cas9 aracili
genom diizenlemede gerekli olan basit yontemler gerceklestirilebilir. Kullanim
kolaylig1 acisindan, CRISPR/Cas9 teknolojisi, ZFN'ler ve TALEN'lere kiyasla son
yillarda bitki genomu diizenleme arastirmalarinda en yaygm kullanima sahiptir (Jiang
et al., 2013).

1.7. CRISPR/Cas9 Kesfi

CRISPR/Cas9, prokaryotik organizmalarda tanimlanan DNA tekrarlayan
dizileridir. CRISPR ve CRISPR ile iliskili (Cas) proteinler, arkea ve bakterilerin
adaptif bagisiklik sistemleri tarafindan plazmitlere ve fajlara karsi koruma saglamak
icin kullanilir.

[Ik CRISPR'ler, 33 yil énce alkalin fosfataz izozim déniisiimiinden sorumlu

geni incelerken Escherichia coli'de kesfedilmistir (Sekil 1.4) (Ishino et al., 1987).
CRISPR'ler, 1993'te arkelerde, ozellikle Haloferax mediterranei'de kesfedilmistir
(Mojica & Rodriguez-Valera, 2016). Jansen, cesitli bakteri ve arkelerde ¢ok sayida
0zdes yap1 kesfettikten sonra 2002 yilinda CRISPR terimini ortaya atmistir (Jansen et
al., 2002).



Tekrar Bolgesi Bogluk Bdlgesi (20-58 bp)

(21-40 bp)
- -~ v - -

| WM W S, S S S— S " W —

E. coli (1987)

H. mediterranei (1993)

[ S
Z N >4 LALCAGA A TAGTTGOCOGTTGAAGC

1V
L

- AR RARAT AR Ae |
LU B B B B ")
"

a0
UL L A

GCCTTI Svi iy O ST TACAGACG SARAGC

Sekil 1.4. CRISPR'n yapisal 6zellikleri (Ishino vd., 2018)

Bu korunmus dizilerin islevlerini ve rollerini anlamak ¢ok 6nemlidir. 2000'11
yillarm basinda CRISPR ayirict bolgeleri ile bakteriyofajlar, arkeal virlisler ve
plazmidler arasindaki sekans benzerliklerinin kesfi, CRISPR'in bir bagisiklik sistemini
temsil edebilecegi fikrini giindeme getirmistir. (Mojica et al., 2005), daha sonra
CRISPR yapismin ve bununla iligkili proteinin bagisiklik savunma yeteneklerine sahip
olabilecegini ve viral onlemede 6nemli roller oynayabilecegini 6ne stirmiistiir.

1.8. Farklhh CRISPR/Cas9 Sistemleri

Belirli niikleazlarin varh@mna bagli olarak Cas proteinini CRISPR/Cas
sistemlerini ii¢ tiire ayrilir: tip I, tip II ve tip III. Casl ve Cas2 proteinleri, her {i¢
CRISPR/Cas sisteminde de bulunur (Makarova et al., 2011). crRNA'ya baglanan ve
boliinmeyi baglatan efektdor kompleksi, CRISPR/Cas sistemleri arasinda degisiklik
gosterir. Tip I sistem hem bakterilerde hem de arkelerde her yerde bulunur ve Cas3
proteininin endoniikleaz aktivitesi yardimiyla DNA dizilerini hedefler. Sadece
bakterilerin tip Il CRISPR/Cas sistemine sahip oldugu bildirilmistir. Cas9, bu
sistemdeki Casl ve Cas2'ye ek olarak niikleazdir. Cas9, pre-crRNA'y1r crRNA'ya
doniistiirebilen ve ardindan hedef lokasyonda bdliinmeyi tetikleyebilen ¢ok islevli bir
proteindir (Sekil 1.5).

Protospacer bitisik motiflerinin (PAM'ler) dahil edilmesi ve tractRNAmin DNA
boliinmesine dahil edilmesi, tip II sisteminin farkli yonleridir. Tip II, yalnizca dort
protein seti (Casl, Cas2, Cas9 ve Cas4/Csn2) gerektiren en temel sistemdir.
RAMP'lere ek olarak Cas10 ve Cas6 proteinlerinin dahil edilmesi, tip III sistemi ayirt
eder. CrRNA isleme ve DNA bdliinmesinde yer alan Cas10 proteini. CrRNA islemeye



Cas6 ve diger RAMP proteinleri de yardimci olur. Bu sistem, bakterilerde de tespit
edilmis olmasina ragmen, arkelerde en sik goriiliir. Genel olarak, bu bulgular bakteri
ve arkea'nin CRISPR/Cas sisteminin mekanik ve islevsel ¢esitliligini géstermektedir
(Makarova et al., 2011).

A Tipl B Tipll Cc Tip 111

pre-crRNA

pre-crRNA

__S mat-crANA
@ o int-crRNA int-crRNA
PAMf i

¢
% mat-crRNA { \
| =
. PAM Cmr/Cas10
IIIIIII%IIII @ Q

ML

n-A -8
DNA Hedefi RNA Hedefi

Sekil 1.5. CRISPR/Cas9 sistem tiplerinin crRNA biyogenez ve hedeflendirme mekanizmasi
(Barrangou ve Marraffini, 2014)

1.9. Bitkilerde Genom Diizenleme i¢in Kullanilan CRISPR/Cas9 Vektorleri

Diger hayvan model sistemlerinde oldugu gibi hedef hiicrede Cas9 ve sgRNA
ekspresyonu bitki genomlarini degistirmek i¢in yeterlidir. Bitkiler, bitkiye 6zgli bir
RNA polimeraz III promotorii olarak AtU6 (Arabidopsis), gRNA ve Cas9 ekspresyonu
icin TaU6 (Bugday) ve OsU6 veya OsU3 (Piring) kullanir. gRNA ve Cas9
varyantlarmin liretimi i¢in ticari vektorler veya bitkilerde genom diizenleme i¢in Cas9
mevcuttur. Addgene, 30'dan fazla bos gRNA klonlama sitesi i¢eren bir ikili vektor
sistemi sunan, kar amaci gilitmeyen kiiresel bir vektdr kaynagidir. Bu kaynaga ek
olarak, Takara ve Genscript gibi ticari isletmeler, CRISPR ikili vektor sistemleri saglar

(Jaganathan et al., 2018).

10



1.10. Bitki Islahinda CRISPR/Cas9 Uygulamalarn

Iklim degisikligi ve diinyanm hizli niifus artis1, diinya olgeginde tarmmsal
iretkenligi ve gida giivenligini etkileyen iki 6nemli sorundur (Scheben et al., 2017).
Cesitli biyotik stresorler (bakteriler, viriisler, mantarlar, bocekler, nematodlar vb.) ve
abiyotik stresler (kuraklik, tuz, sicak, soguk, sel vb.) mahsul tiretkenligini engeller ve
kiiresel gida gilivenligini tehlikeye atar. Mahsul ¢iftcileri, iklime dayanikli, strese
dayanikli, daha kaliteli ve verimli mahsuller yaratmaya calisiyor. Sonu¢ olarak,
CRISPR/Cas9 sistemi, bircok Onemli agronomik o6zelligin olusumunda kilit rol
oynayan bitki genlerinin islevsel genomik ¢alismasinda genis bir uygulama yelpazesi
sunar. Ozellikle belirli genlerin susturulmasi, hastalik direnci, cesitli abiyotik streslere
kars1 tolerans, besin kullanimi ve verim artig1 gibi daha iyi 6zellikleri destekleyebilir.
Sonug olarak, CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme, bitki 1slah1 i¢cin 6nemli bir
umut vaat ediyor (Zaidi et al., 2016).

1.11. CRISPR/Cas9 Sisteminin Avantajlar

CRISPR/Cas9'un bir genom diizenleme yontemi olarak tanitilmasindan dnce,
ZFN'ler ve TALEN'ler en sik kullanilan genom diizenleme teknolojileriydi. ZFN ve
TALEN hedeflemesi, DNA baglayict proteinlerin DNA dizisi tanimasina dayanir,
ancak CRISPR/Cas9 teknolojisi, yeni bir RNA kilavuzlu hedefleme stratejisi kullanir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi, bu yeni yaklagimin bir sonucu olarak onceki genom
diizenleme teknolojilerine gore daha uyarlanabilir, gelistirmesi ve devreye almasi daha
kolay ve daha ucuz oldugunu gdostermistir. Bilimsel toplulugun ZFN'leri ve
TALEN'leri genom diizenleme aracglar1 olarak yaygin sekilde kullanmasinin oniindeki
en biiyiik engellerden biri, protein tasarimi ve {iretiminin karmasiklig1 ve zorlugudur.
gRNA tabanli mutasyon iiretimi ise hedef DNA dizisi ile basit bir Watson-Crick bazi
eslesmesine dayanir ve yeni bir hedefi saptamak igin sgrna'daki sadece 20-nt'nin
degistirilmesi gerekir (Samanta et al., 2016).

Birden fazla gende mutasyona sahip bitkilerde, tek gen mutasyonlar1
olusturmanin faydalarma ek olarak, CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak biiyiitiilebilir.
Cesitli mutasyonlara sahip bitkiler yaratma kapasitesi, gen ailesi iiyeleri ile farklh
genetik yollar arasindaki epistatik baglantilar1 incelemek ve bunlarmn iglevlerini
belirlemek i¢in ¢ok dnemlidir. Cok sayida gende mutasyon olusturmak i¢in ZFN veya
TALEN kullanmanin verimsiz, emek yogun ve zaman alic1 oldugu goriilmiistiir.

Bununla birlikte, CRISPR/Cas9'un cesitli lokuslarda ve cesitli genleri hedefleyen
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bir¢ok grnada yiliksek verimli multipleks vektorler olusturmak i¢in kullanilabilecegi
ortaya ¢ikmistir (Cong et al., 2013; Li et al., 2013; Mali et al., 2013; Qu et al., 2013).

Bir ila dort gRNA modiiliine sahip bir vektor seti, yakin zamanda bitkilerde
multipleks genom diizenleme i¢in bir arag olarak olusturulmustur (Xing et al., 2014).
Bu vektoriin misir ve Arabidopsis bitkilerinde multipleks genom diizenlemesi i¢in
kullanilmas1 dikkate deger bir etkinlik ve 6zgiilliik sergilemistir (Xing et al., 2014).
Ayni1 anda c¢ok sayida gRNA barindiran vektorler de benzer sekilde biiytlik
kromozomal silmeler olusturmak i¢in kullanilabilir (Zhou et al., 2014). CRISPR/Cas9
teknolojisi, etkili multipleks genom diizenlemesi yapma kapasitesine ek olarak, bitki
genom mihendisligindeki cesitli zorluklar1 da ¢ozmiistiir. CRISPR/Cas9 genom
diizenleme teknolojisi kullanilarak, birkag bitki tiiriinde homozigot mutant ¢izgiler tek
bir nesilde olusturulabilir (Zhang et al., 2014).

CRISPR/Cas9 tarafindan iretilen DSB'ler, belirli "nakavt" genlerin HDR
aracilt diizenlemesine izin veren umut verici bir aragtir; CRISPR/Cas9 aracili HDR,
birden fazla kurulus tarafindan rapor edilmistir (Puchta & Fauser, 2014).
CRISPR/Cas9 arastirmasinin mevcut odak noktasi, genom diizenlemenin 6zgiilligiini
ve verimliligini anlamaktir. CRISPR/Cas9 verimliligi, hedef alanin diizenine,
konumuna ve uygunluguna gore belirlenir; Chip-Seq calismasi, sgRNA giidiimlii
Cas9'un tercihen agik kromatin bélgelerine baglandigini ortaya ¢ikard: (Kuscu et al.,
2014; Wu et al., 2014). CRISPR/Cas9 teknolojisini kullanirken dikkate alinmasi
gereken bir diger faktor de hedef dis1 mutasyonlarin yaratilmasidir. Bununla birlikte,
bitkilerde tam genom dizileme analizleri, geri ¢aprazlama ile ortadan kaldirilabilecek,
yalnizca birkag¢ hedef dis1 degisiklik bulunmustur (Zhang et al., 2014).

1.12. AGOS7

Pek cok oOkaryotta, Argonaute ailesinin en az bir iiyesi kiiciik RNA'larla
birlesmektedir ve mRNA béliinmesini katalize etmektedir (Tomari & Zamore, 2005).
Argonaute proteinleri, hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulunan c¢ok alanl
proteinlerdir (Hall, 2005). Bu protein ailesi, hem PAZ hem de PIWI alanlarinin varhg:
ile karakterize edilmektedir (Cerutti et al., 2000). Okaryotlarda RNA
susturulmasindaki rolleri iyi bilinirken, prokaryotlardaki islevleri daha az
belirlenebilmistir (Hall, 2005). Argonaute proteinleri, RNA susturma yollarinimn
efektor kompleksindeki anahtar bilesenleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hutvagner
& Simard, 2008).
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Bitki ve hayvan hiicrelerinde, belirli AGOS7 (AGO7) proteinlerinin, ¢ok sayida
RNA bozunma enziminin yogunlastigi P-cisimleri adi1 verilen sitoplazmik odaklarda
biriktigi belirtilmistir (Pomeranz et al., 2010). RNA interferans, Dicer ad1 verilen bir
RNase III enzimi tarafindan ¢ift zincirli RNA’nm kiiciik engelleyici RNA’lara
(siRNA) kesilmesi ile baglamaktadir. Bu siRNA’lar daha sonra, bir multiprotein-RNA
niikleaz kompleksi olan, RNA- indiikleyici baskilama kompleksine (RISC) baglanir.
RISC, siRNA’lar1 komplementer mRNA’y1 bulmak i¢in kullanir ve hedef mRNA’y1
endoniikleolitik olarak keser. Neticede spesifik mRNA’nin azalmasi uygun
proteinlerin azalmasina yol acar (Sekil 1.6.). MRNA Okaryotlarin ¢ogunda, stres
grantilleri olarak adlandirilan ikinci bir riboniikleo protein graniil seti bulunmaktadir.
Bunlar, ¢evrilmemis mRNP'lerin sitoplazmik kiimelerini temsil eder ve mRNA'larin
depolama, yeniden baglatma veya P cisimlerine transfer yoluyla bozunma ig¢in
hedeflendigi siralama bolgeleri olarak hizmet ettikleri one siiriilmiistiir (Erickson &
Lykke-Andersen, 2011). Olusumlar1 1s1, oksidatif veya UV stresi gibi stres kosullar1
altinda meydana geldiginden dolayi, deformasyon poli-some'larin yogun bir sekilde
pargalanmasiyla tetiklenmektedir. P-cisimleri, mRNA bozunma makinesinin
bilesenlerini i¢erirken, stres graniilleri, translasyon baglatma makinesinin bilesenlerini
icermektedir. Bitkilerde, bu proteinlerin antiviral savunma, heterokromatin
diizenlemesi ve biiyiime ve gelismenin diizenlenmesi gibi ¢esitli biyolojik siireglere
katildig1 gosterilmistir (Hutvagner & Simard, 2008).

Kiiciik RNA'lar, cok c¢esitli oOkaryotlarda gelisimsel zamanlamayr ve
morfogenezi diizenlemektedir. Yaprak morfolojisinin genetik analizi, ilk argounate
(AGO) geninin klonlanmasi da dahil olmak tizere, RNA sessizlestirmenin diger bazi
yonlerinin kesfedilmesine de yol agmistir (Bohmert et al., 1998). AGO proteinleri
kiiciik RNA'lar1 baglar ve kiigiik RNA kilavuzlugunda diizenleyici degisiklikleri
etkilemektedirler. Tiim kara bitkilerinde birkag miRNA gen ailesi korunmaktadir
(Cuperus et al., 2011) ve bu ailelerin gogundan gelen miRNA, gelisim programlarini
kontrol eden TF'leri bastirmaktadir ve bu durum da AGO-miRNA-TF devrelerinin,
kara bitki evriminin baglarinda bitki gdvdesi icin ¢ekirdek diizenleyici aglara

gomiildiigiini diistindiirmektedir (Rubio-Somoza & Weigel, 2011).
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Sekil 1.6. miRNA ve siRNA'y1 i¢eren insan RISC fonksiyonu i¢in bir model (Chu ve
Rana, 2006)

Arabidobsis thaliana genomu, stres direnci, viriislere ve transpozonlara karsi
savunmada islev goren 10 adet AGO genini igermektedir (Zhang et al., 2015). AGO7
ve AGO 10 son derece 6zellesmistir ve her birinin sinirl adaksiyel ve vaskiiler ifadesi
(Chitwood et al., 2009) ve ayrica sirastyla miR390 ve miR 166 olmak {izere tek bir ana
baglanma partneri bulunmaktadir (Montgomery et al., 2008; Zhu et al.). AGO7, TAS3
kodlamayan transkriptlerinden asamali siRNA'larin {iretimini tetiklemektedir (Allen).
ARF3, ARF4 ve muhtemelen ARF2 tizerindeki etkiler,
AGO7/TAS3/SGS3/RDR6/DCL4 yolunun ana ¢ikis yonii olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Adenot et al., 2006). AGO7 eyleminin, tasiRNA hareketinin gelismekte olan yaprak
primordiasinda kademeli bir birikim modeli olusturacak sekilde TAS3 tasiRNA'larin
tretimini smirladig1 diistiniilmektedir (Chitwood et al., 2009; Schwab & Voinnet,
2009). Bu gradyan, polaritenin saglam bir sekilde korunmasina katkida bulunabilecek
karsit bir gradyan veya keskin bir smir olusturarak ARF hedef mRNA'nin
modellenmesine katkida bulunur (Skopelitis et al., 2012). TAS3 yolu, yosun (Plavskin
et al., 2016), musir (Dotto et al., 2014), domates (Yifhar et al., 2012), niliifer (Yan et
al., 2010) ve yonca (Zhou et al., 2013) dahil olmak iizere simdiye kadar incelenen tiim
bitkilerde yaprak gelisiminde 6nemli rollere sahiptir.

Bu calismada; tiitin bitkisinde bulunan AGO genlerinin tespit edilmesi ve
CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak AGO7 geninin susturulmasi amaglanmistir. Yapilan
caligma, sistemin uygulanabilirligi ve bu genin tanimlanmasi, ilgili molekiiler

mekanizmalarin aydinlatilabilmesin i¢in yapilacak olan ¢caligmalar katkida bulunacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitki Materyali ve Doku Kiiltiirii Ortaminin Hazirlanmasi

Transformasyon uygulamalarinda eksplant olarak, model bir organizma olan
tiittin bitkisinin (Nicotiana tabacum) Petite havana c¢esidi kullanilmistir. Tohum
sterilizasyonu i¢in, 2 ml’lik mikrosantrifiij tiip icerisine alinan Petite havana tohumlar1
tizerine %20’lik sodyum hipoklorit kullanilip 20 dk boyunca sterilezasyon islemi
gerceklestirilmistir. Sterilizasyonun gercgeklestigi 20 dakikalik siire igerisinde 5’er
dakika ara ile alt Ust edilen mikrosantrifiij tiipii icerisinde bulunan tohumlar,
sterilizasyon tamamlandiktan sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlanan steril destile su
ile 5-6 kez yikanmustir. Sterile edilen tiitiin tohumlari ¢imlendirme isleminin yapilmasi
icin pH: 5.8’e ayarlanan ve icerisinde (MS (4,4 g/L) + Siikroz (30 g/L) + Fitajel (2,8
g) ph:5,8) bulunan ortama ekilmistir. MS besiyerine ekilen tiitiin tohumlari, 25 °C’ de
16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan fotoperiyotta bitki biiyiitme
kabini igerisinde c¢imlendirilmeye birakilmistir. Transformasyon gergeklestirilene
kadar bitkiler 20-25 giin arayla yeni hazirlanan MS besi ortamina aktarilarak alt kiiltiire
alinmustir.

2.2. Kullanilan Bakteri Suslar1 ve Plazmidler

Gen aktarim uygulamalarinda Escherichia coli (Dh5a) ve Agrobacterium
tumefaciens (AGL1) bakteri susu ile pKIR1.1 (Sekil 2.1) (Addgene plazmit # 85808)
plazmiti kullanilmistir.

2.3. Besi Ortamm Bilesenleri ve Kullanilan Stok Soliisyonlar

Deneylerde kullanilmis olan besiyer icerikleri ve hazirlanma asamalari,
kullanilan stok soliisyonlar Ek 2‘de belirtilmistir.

2.4. Bitki ifade Vektoriiniin Olusturulmasi

2.4.1. gRNA Dizayni

NCBI blast araci kullanilarak Arabidopsis thaliana’ya ait AGO7 geninin
niikleotit sekanslarnin tiitiin bitkisindeki homologu bulunmustur. Bulunan homolog
tek kopya gen NtAGO7 olarak tanimlanmistir. gRNA dizayni, Benchling
(https://www .benchling.com/) programi kullanilarak gergeklestirilmistir. NtAGO7
geninin hedefleyen iki adet gRNA’lar GC igerikleri gen lizerindeki lokasyonlar1 ve

hedef dis1 olasiliklara gore tasarlanmugtir.
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Sekil 2.1. pKI1.1R plazmiti

LB AtU6.26 promoter  sgRNA RPS5A promoter Cas9 hspT RB
pKI1.1R +|:k—7z—}ﬂ -
Hyg" polyT

OLE1-TagRFP
Aarl x 2

Sekil 2.2. Agrobacterium tarafindan aktarilan plazmit bolgesi

2.4.2. Aarl Enzimi ile pKI1.1R Plazmitinin Kesimi ve Defosforilasyonu

pKI1.1R plazmitinin Aarl enzimi ile kesimi asagida verilen protokol takip
edilerek yapilmstir.

Tablo 2.1. pKI1.1R plazmiti Aarl enzimile kesim protokolii

Kimyasal Miktar Marka

10x Aarl Buffer 2 ul

pKIL.1IR X pl (=1.5 pg)

Aarl 2 ul Addgene, # 85808

50x oligo 0.5ul ThermoFisher, #ER1581
Niikleaz Free Su Xl

Toplam 20 pl

Hazirlanan karisim PCR cihazinda 37°C'de 6-7 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra hizli bir sekilde tiipler buz iizerine almir. Kesim
riinleri tizerine 1 pl FastAP tamponu ve 1 ul FastAP enzimi eklenerek PCR 37°C’de
10 dakika, 75°C'de 5 dakika, 4°C'de sonsuz olacak sekilde ayarlanip kesim iiriinleri
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defosforile edilmistir. Kesim tiriiniinden ve kontrol plazmitten 3 ul ve %1 SDS igeren
6x loading dye’den 3 pl alinarak bir tiipte karigtirilir. Kesim isleminin kontrolii i¢in

karigim %0.4’lik Agaroz jelde 90 voltta 45 dakika yiiriitiiliir (Sekil 2.3.).

Marker Kontrol Aarlkesim Aarlkesim Aarlkesim Marker

1000 m— — 1000
700 m— —_— 700
500w T e 500
400 m— — 400

Sekil 2.3. pKI1.1R (18.557 b¢) plazmidinin AaRI enzim kesimi

2.4.3. Aarl Enzimi ile Kesilen pKI11.1R Plazmitinin Jelden Ekstraksiyonu

“NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up’’ (MG) kiti kullanilarak jelden plazmit
izolasyonu yapilmistir. Bisturi yardimi ile uv 151k altinda kesim yapilan plazmit 1.5’luk
ependorftiipe alinip tartilmistir. Her 100 mg agaroz jel icin %2 buffer NTI eklenmistir.
50 °C’de agaroz jel tamamen ¢6ziinene kadar bekletilmistir ve bu siirecte 2-3 dakikada
bir hafif¢e vortekslenmistir. Coziindiikten sonra 6rnekler NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up Column’a transfer edilmistir. 11,000 x g’de 30 s santrifiij edildikten sonra
koleksiyon tiiplinde kalan sivi atilmistir. NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Column’a 700 pl NT3 buffer eklenerek 11,000 x g’de 30 s santrifiij edilerek
koleksiyon tiipiinde kalan sivi atilmistir. Bu adim tekrarlanmistir. Koleksiyon tiipii
icerisinde buffer NT3 kalntisin1 tamamen uzaklastirmak i¢in NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up Column’a 700 pl NT3 buffer eklenerek 11,000 x g’de 60 s santrifiij
edimistir. NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column 1.5 ml’lik steril ependorf
tiipiine alinmitir. Uzerine 50 pl niikleaz free su eklenerek 11,000 x g’de 60 s santrifiij
edimistir. Elde edilen plazmitin konstantrasyonu NanoDrop™ 2000/2000c

Spectrophotometer’de 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 2.2. pKI1.1R Aarl Kesim Uriinii NanoDrop 6l¢iim bilgileri

Ornek Ad1 260/280 260/230 DNA Konsantrasyonu
pKILAIR Aarl 2.06 2.18 56 ng/ul

Kesim Uriini

2.4.4. sgRNA Primerlerinin Cift Iplikli Yapilmasi
Tasarlanan gRNA’lar tek iplikli primer olararak sentezlettirilmektedir. Bu
primerler klonlamada kullanilabilmesi i¢in ¢ift iplikli hale getirilmelidir. Sentezleme
sirasinda eger defosforile sentez edilmemis ise T4 Polynucleotide Kinase enzimi ile

defosforil edilerek asagidaki protokol takip edilir.

Tablo 2.3. pKI1.1R Aarl Kesim Uriinii NanoDrop 6l¢iim bilgileri

Bilesenler Miktar
Oligomer FWD (100 um) 1 ul
Oligomer RVS (100 um) 1 pl
10x T4 Ligaz Buffer (Thermo) 1 ul
Niikleaz 6.5 ul
T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL) (Thermo) 0.5 ul
Toplam 10 pl

Tablo 2.4. sgRNA Primerlerinin Cift Iplikli Yapilmasi i¢in gerekli kosullar

Sira Sicakhk Siire
1 37°C 30 dakika
2 95°C 5 dakika
Sicakligin diisiiriilmesi Her 5 derecede 1 dakika
4 25°C 5 dakika
5 4°C Store

2.4.5. gRNA"'In pKI1.1R Vektoriine Ligasyonu
pKI1.1R plazmitine ¢ift iplikli gRNA’larin ligasyonu i¢in asagidaki protokol
kullanilmustir (Tablo 2.5 ve Tablo 2.6).
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Tablo 2.7. Cift iplik yapilan gRNA’larm Aarl enzimi ile kesim yapilan pKI1.1R
plazmitine ligasyon i¢in gereken bilesenler

Bilesenler Miktar
pKI1.1R Plazmit (Aarl kesim iiriinii) 3wl (50ng)
gRNA cift iplikli yapilart (250 kat seyreltilmis) 1l

10x T4 Ligaz Buffer (Thermo) 2 ul
Niikleaz 6.5 ul

T4 DNA Ligaz 1l
Toplam 10 pl

Tablo 2.8. Cift iplik yapilan gRNA’larin Aarl enzimi ile kesim yapilan pKI1.1R plazmitine
ligasyon i¢in gereken kosullar

Sira Sicakhk Siire
1 22 °C 30 dakika
2 4°C 1 gece

2.5. Ligasyon Uriiniiniin E. Coli Bakterisine Transformasyonu
2.5.1. Kompetan E. Coli Dh5a Bakterilerinin Hazirlanmasi
Kompetant E.coli’nin hazirlanabilmesi i¢in ilk olarak tablo 2.7. ve tablo 2.8. de

gosterilen tampon 1 ve tampon 2 ¢dzeltileri hazirlanmastir.

Tablo 2.9. Tampon 1

Bilesenler Miktar

Potasyum Asetat 30 mM

RuCl, 100 mM

CaCl; 10 mM

Gliserol 8.6 ml

dH.0 50 ml’e tamamlanir

Filtre ile steril edilerek 4 °C’de depolanir.

Tablo 2.10. Tampon 2

Bilesenler Miktar

MOPS 10 mM

RuCl; 10 mM

CaCl; 75 mM

Gliserol 8.6 ml

dH20 50 mI’e tamamlamr

Tampon 2 50 ml’ye tamamlanip iyice ¢Oziindiiriildiikten sonra pH’st KOH
cozeltisi ile 6.5” ayarlanip filtre sterilizasyonu yapilmistir. Escherichia coli (E. coli)

DH5a bakterisi gliserol stogundan 50 pl almarak LA iceren petri kaplarma ¢izgi ekim
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teknigi ile ekimi yapilmistir. Olusan tek kolonilerden alinarak 10 ml LB besi ortanu
iceren 50 ml’lik falkona ekimi yapildi ve 16 saat 37 °C 200 rpm’de 1 gece boyunca
bakterilerin biiylimesi i¢in inkiibatore birakildi. Sabah saatlerinde bakteriler kiiltiirden
2 ulalinarak 100 ml LB’ ye ekimi yapildi ve 37°C 200 rpm’ de O.D600 0.4- 0.7 gelene
kadar inkiibe edildi. inkiibasyon tamamlandiktan sonra 100 ml’lik erlendeki bakteri
kiiltiirtinii 50 mI’lik iki falkona boliip 15 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra
4°C’de 5 dk 3500 rpm’de santrifiij yapilarak bakterilere ¢oktiiriiliir. Ust kisimda kalan
stv1 dokiiliip pellet lizerine buzda bekletilen tamponl’den 5 ml falkon tiipiine eklenir
ve bakteri ¢Oziinene kadar pipetaj yapilmistir. 4°C sicaklikta 5 dk boyunca 3500
rpm’de santrifiij yapilarak bakterilerin ¢oktiiriilme islemi gergeklestirilmistir. Ustte
kalan siv1 faz atildiktan sonra lizerine buzda bekletilen tampon 2’den 2 ml her bir
falkona eklenir ve nazikce pipetaj yapilarak ¢coziindiiriilmiistiir. Son olarak 1.5 ml’lik
ve sogutulmus ependorf tiiplere toplam hacim 100 ul’ yi tamamlayacak sekilde
boliinmiistiir ve 30 dk boyunca buz icerisinde bekletilmistir. Ependorftiipler uygun bir
kap iceresine alinarak sivi azot ile dondurulmasindan sonra -80°C’de muhafaza
edilmistir.

2.5.2. Ligasyon Uriiniiniin E. Coli Transformasyonu

200 ml LA besi ortami hazirlanarak otoklav yapilir ve sonrasinda 100 mg/L
spektinomisin eklenerek petrilere dokiilmiistiir. -80 °C’den ¢ikarilan kompetan E.coli
bakterisi buz tizerinde 30 dk bekletilmistir. 100 ul kompetan E.coli bakterisi ve 10 ul
ligasyon iiriinii 1.5 ml’lik ependorf tiipe eklenmistir. Tiipiin alt ucuna nazikge 3-5 kez
vurularak karismasi saglanmisdi ve 20-30 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi 42°C’ye ayarlanan su banyosu icerisinde 45 sn bekletilerek
ardindan hizl bir sekilde buz iizerine alinmistir. 2 dk inkiibasyon sonrasinda bakteriler
900 pl SOC besi ortami igeren 2 ml’lik ependorf tiip icerisinde 37°C sicaklikta 60
dakika boyunca inkiibasyon yapildiktan sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Ustte kalan siv1 atilir ve pellet iizerine 100 pl LB eklenere pellet ¢oziilmiistiir. 100
mg/L LA besi ortamina bakteriler spreader yardimi ile yayilarak 37°C’de 17 saat
inkiibe edilmistir ve siire sonunda olusan koloniler gézlemlenmistir.

2.5.3. Koloni PCR
Ligasyon triiniiniin E. Coli’ye transformasyonunun kontrolii i¢in gelisen tek

kolonilerden se¢im yapilarak koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR bilesenleri tablo
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2.9.da PCR kosullar1 ise 2.10. ‘da gosterilmistir. Transformasyonun kontrolii i¢in

karigim %0.4’liik Agaroz jelde 90 voltta 45 dakika yiiriitiiliir (Sekil 2.4.).

Tablo 2.11. Koloni PCR ig¢in kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktar
NEB 2x Tag DNA Master Mix 12.5 ul
Primer F 1l
Primer R 1l
Niikleaz free su 10.5 ul
DNA (koloni pipet ucu ile bulastirilmistir) -
Toplam 25 nl

Tablo 2.12. Koloni PCR kosullari

Sira Sicakhik Siire
1 95°C 3dk
2 95°C 30 sn
3 55°C 30 sn 30 dongii
4 68 °C 1dk
5 68 °C 5 dk
6 4°C store

Sekil 2.4. pKI1.1R sekans primerleri ile yapilan koloni PCR sonucu



2.5.4. Plazmit Stok Hazirlanmasi

25 ml LB besi ortami igeren steril falkon tiip icerisine koloni PCR ile
dogrulamasi yapilan kolonilerden alinarak ekim yapilmistir. Tiipler 1 gece boyunca
37°C’de 220 rpm’de calkalamali inkiibator icerisinde biliylimeye birakilmistir.
Inkiibasyon sonrast 5000 g’de 5 dk santrifiij edilerek bakterilerin ¢okmesi
saglanmistir. Ustte kalan siv1 faz atildiktan sonra 2 ml LB besi ortami eklenerek pellet
¢Ozlilmiistiir. Coziindiikten sonra 500 ul olacak sekilde 2 ml’lik ependorf tiiplere
transfer edilmistir. Tiipler tekrar ayni kosullarda santrifiij edilerek bakterilerin
¢cOkmesi saglanmustir. Pellet 200 pl LB besi ortamu ile ¢oziilerek iizerine 800 pl steril
gliserol eklenmistir. Vorteks ile iyice karigmasi saglanaraj — 80 °C’de muhafaza
edilmistir.

2.5.5. Plazmit izolasyonu

PCR sonucu dogrulanan kolonilerden plazmit izolasyonu yapmak i¢in, igerisine
100 mg/L Spectinomycin eklenmis 10 ml s1vi LB besi ortamina bakteriler ekilerek 37
°C 200 rpm’de 1 gece boyunca biiyiimesi i¢in inkiibasyona birakilmistir. Izolasyon
islemi i¢in Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep kit kullanilmistir ve ilgili
firmanim protokolii takip edilmistir. Plazmitlerin konsantrasyonu i¢in NanoDrop™
2000/2000c Spectrophotometer kullanilarak 6l¢tim yapilmistir ve daha sonra %0.4’liik
agaroz jelde yiiriitiilerek plazmitler kontrol edilmistir (Sekil 2.5.).

1 1 ) ‘ i ] 1 L L " " n N " "

18500 bp -
L;‘---iﬂ-‘-ﬁﬂﬂﬂﬂ:;
5

—

Klonlanan gRNA’larin plazmit igerisine aktarilip aktarimadigmi kontrol

wmre ot

Sekil 2.5. pKI1.1R-AGO7gRNA vektoriiniin sekans ile dogrulanmasi

edilmesi i¢in plazmid dizileme yapilmistir. 100 ng/pul konsantrasyonda 30 pl hacimde
hazirlanan plazmitler, CRISPR seq forward ve reverse primerleri kullanilarak hizmet

alimi seklinde sanger dizileme ile gergeklestirilmisti. NCBI Blast programi
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kullanilarak dizilenen sekanslar ile gRNA’lar aligment yapilarak varliklar1 kontrol
edilmistir.

2.6. pKI1.1R-AGO7 Vektoriiriin Agrobacterium Tumefaciens’e (AGL1)

Transformasyonu
2.6.1. Kompetan Agrobacterium Tumefaciens (AGL1) Bakterilerinin
Hazirlanmasi

10 ml sivi LB besi ortamma bos Agrobacterium tumefaciens (AGL1) ekimi
yapilarak 28 °C sicaklikta 200 rpm de calkalanarak 1 gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bu islem sonunda biiyiiyen bakteriler 500 ml LB ortamina alimustir.
OD600: 0.5-0.8’e gelene kadar 28 °C’de 250 rpm’de biiylimeye birakilmistir. OD
istenilen araliga gelince buz tizerine alinmistir. Daha sonra 10 dakika boyunca 4000
g’de 4 °C sicaklikta santrifiij islemi yapilmustir. Ustte kalan siv1 atildiktan sonra kalan
pelletin tizeri 10 ml distile soguk su ile tamamlanip ve yavas bir bigimde pipetaj
yapilarak pellet ¢oziinmiistiir. 500 ml soguk su eklendikten sonra 10 dakika boyunca
4000 g’de 4 °C santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Bu islem iki tekrarli olarak
yapilmistir. Stipernatant dokiilerek kalan pellet iizerine 50 ml soguk steril su eklenerek
pipetaj yapilarak ¢oziinmistiir. 4000 g’de 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Sivi kisim atilarak kalan pellet tizerine 5 ml %10 luk soguk distile gliserol
ile ¢oziindlriilmistiir. Siv1 azotla sogutulmus buz iizerine 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipler alimmustir ve kompetant hiicreler 50 pul olacak sekilde tiiplere dagitilmistir. Son
olarak tlizerlerine s1v1 azot dokiiliip -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.6.2. Elektrokompetan Agrobacterium Tumefaciens (AGL1) Bakterilerine

pKI11.1R-AGO7 Plazmitinin Transformasyonu

Elektroporasyon (Biorad) cihazi kullanilarak pKI1.1R-AGO7 plazmiti A.
tumefaciens (AGL1) bakterilerine transforme edilmistir. Bu islemde kullanilacak olan
kiivetlerin daha oOnceden buz lizerine almip sogumasi saglanmstir.
Transformasyondan 6nce kompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) ¢oziinmesi
icin 30 dakika boyunca buz iizerinde bekletilmistir. 1.5 ml hacimli ependorf tiiplerine
50 ul bakteri ve 10 pl ligasyon iriinii eklenerek tiipiin alt ucu nazikge 3-5 kez
vurulmus, bakteri ve plazmitin karismasi saglanmistir. Islem 6ncesi sogutulan Gene
Pulser®/MicroPulser™ Electroporation Cuvettes, 0.1 cm gap kiivetine igerisine
karigim alinmistir. Tranformasyon Biorad Gene Pulser®/Micropulser™ cihazi ile
gerceklestirilmistir. Transformasyon isleminden sonra kiivet lizerine 900 pl sivi LB

besi ortamu eklenip 2 mI’lik ependorf tiip igerisine alinmistir. Inkiibasyon 28°C’de 3
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saat gerceklestirilmistir. Spektinomisin (100 mg/ml), carbenicillin (50 mg/ml) ve
rifampisin(10 mg/ml) antibiyotikleri bulunan kati LB hazirlanmisgtir. Ortam {izerine
100 pl bakteri spreader yardimi ile yayilarak 28 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir ve tek
koloniler gozlemlenmistir.

2.6.3. Koloni PCR

Transformasyon isleminin gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek i¢in tek
kolonilerek se¢im yapilarak PCR yapilmistir. Koloni PCR bilesenleri ¢izelge 2.11.’de
PCR kosullari ise 2.12. ‘de gosterilmistir. PCR 6rnekleri kontrol i¢in %0.4’liikk Agaroz
jelde 90 voltta 45 dakika yiiriitiilerek goriintiilime yapilmistir (Sekil 2.6.).

Tablo 2.13. Koloni PCR igin kullanilacak bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar
NEB 2x Tag DNA Master Mix 12.5 ul
Primer F 1 ul
Primer R 1 ul
Niikleaz free su 10.5 ul

DNA (koloni pipet ucu ile bulastirilmistir) -

Toplam 25 ul

Tablo 2.14. Koloni PCR kosullari

Sira Sicakhk Siire

1 95 °C 3dk

2 95°C 30 sn

3 55°C 30 sn 30 dongii

4 68 °C 1 dk

5 68 °C 5dk

6 4°C store
N N N e W W Y e
e ba b "e - '3 . >0

Sekil 2.6. pKI1.1R sekans primerleri ile yapilan koloni PCR sonucu
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2.7. Agrobacterium Aracihgiyla Tiitiin Transformasyonu

2.7.1. Agrobacterium Tumefaciens (AGL1) Bakterilerinin Biiyiitiilmesi

50 ml sivi LB igerisine karbenisilin (100 mg/l), spektinomisin (100 mg/l) ve
rifamisin (10 mg/l) antibiyotikleri eklenmistir. Bu ortam igerisine AGO7 genimizi
iceren Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterileri eklenerek 28°C’de 200 rpm de
1 giin siiresince biyiitiilmiistiir.

2.7.2. Agrobacterium Tumefaciens ile Tiitiin Yapraklarimn inokiilasyonu

Steril ortamda 2 ay boyunca biiyiitiilen tiitiin yapraklar1 gen aktarim isleminde
kullanilmigtir. 1 giin 6nceden ekimi yapilan bakteri ortamina 0.5-1 cm? ¢apinda tiitiin
yapraklar1 kesilerek inkiibasyon ic¢in kiiltlir igerisinde 30 dakika bekletilmistir.
Inkiibasyon islemi bittikten sonra kat1 MS (MS, BA(1mg/l), NAA (0.1mg/1)) ortamina
bakterili tiitlin yapraklar1 aktarilmistir. Petrilerin ¢evresi aliminyum folyo ile
kaplanarak 3 giin slire boyunca karanlik ortamda biiylimeye birakilmistir. Sonrasinda
fazla bakterilerin uzaklastirilmasi ig¢in sivi MS ortamina timentin (160 mg/L)
eklendikten sonra yapraklar yikanmistir. Yikama isleminden sonra eksplantlarin
kurutulmasi i¢in steril kurutma kagidi tizerine alinmistir. Kuruyan bitki eksplantlari
seleksiyon ortamina (katt MS (MS, BA(1mg/l), NAA (0.1mg/l), timentin (160mg/l),
higromisin (50 mg/l))) aktarilmistir. Rejenerasyonun gergeklesmesi igin bitkiler iklim
kabini icerisinde 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde inkiibasyona
brrakilmistir. Gozlemler sonucunda gen aktarimi gergeklesmis olan siirgiin adaylarinin
koklendirilmesini saglamak {izere timentin (160mg/l) ve higromisin (50 mg/l) iceren
koklendirme (MS) ortamina alinmistir. Koklendirme ortaminda yaklasik 2 ay bekleyen
bitkiler saglikli kok olusumu gozlemlendikten sonra steril edilmis toprak igceren

saksilara almarak serada olgunlasmaya birakilmistir.

Sekil 2.7. a, Gen aktarimi ger¢eklesmis ve besi ortaminda 2 giin inkiibe edilmis tiitiin
eksplantlar1 b. Transforme olmus tiitiinlerin yaklasik 1 ay sonra olusturdugu
kallus ve siirgiinler
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Sekil 2.9. Koklendirme ortamindaki bitkilerin yaklagik 4-6 hafta sonraki gdriintiisii

Sekil 2.8. Sera ortaminda aday transgenik bitkiler

2.8. Genom Diizenlenmis Tiitiin Bitkilerinde Analizler

2.8.1. Tiitiin Bitkilerinden Genomik DNA izolasyonu

Transgenik tiitiin bitkilerinde DNA analizi i¢in DNA izolasyon kiti (Hibrigen, #
MG-GDNA-01-50) kullanilmistir. Kitin protokoliine uygun sekilde adimlar takip
edilmigtir. Titlin bitkisinden alman 100 g bitki 6rnegi sivi azot yardimu ile steril
havanlarda homojenize edilmistir ve daha sonra 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine

almmustir. Isleme baslamadan 6nce 60 °C’de bekletilmis olan BL Tamponundan 650
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ul ve RNaz A’dan 10 pl (10 mg/ml) tiip igerisine eklenmistir. Etkin bir lizis agsamasi
olmasi i¢in drnekler iyice vortekslenmistir. Ardindan 60 °C’de 20 dakika inkiibasyona
birakilir ve bu siire boyunca 2-3 dakikada bir &rnekler alt iist edilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda Orneklerin iizerine 400 pl BB tamponu eklenir ve homojen bir karigim i¢in
nazikge alt Gist edilir. 15 dakika boyunca oda sicakliginda 1400 rpm’de santrifiij edilir
ve sonrasinda dikkatli sekilde pipet yardimiyla iist fazdan 400 pl alinarak temiz 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilir. Uzerine 400 ul BB tamponu eklenir ve yavasca
alt iist edilir. Homojen karigimdan 750 pl alinarak kit icerisinde bulunan kolona
transfer edilir. 1200 rpm’de 3 dk 4 °C’de santrifiij edilir ve toplama tiipiine biriken s1v1
atilir. Kolon tizerine 500 pl BY tamponu eklenir ve 1200 rpm’de 1 dk 4 °C’de santrifiij
edilir. Toplama tiipline biriken sivi uzaklastirilir. Bu basamak iki terkarli olacak
sekilde yapilir. Filtreli tiiplin membraninin tamamen temizlenmesi igin hicbir soliisyon
eklenmeden bos bir sekilde 12000 rpm’de 3 dk oda sicakliginda santrifiij edilir.
Toplama tiipii icerisinde biriken sivi ile birlikte atilir. Filtreli tiip steril 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine alinir ve membran tizerine 50 u BTE tamponu eklenir. Oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edilir ve 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir. izole edilmek
istenilen DNA tiiplerdedir. Ornekler stre¢ film ile sarilarak -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Elde edilen DNA‘larin konsantrasyonu NanoDrop® ND-2000 (Thermo
Fisher Scientific) cihazinda 6lgiilmiistiir.
2.8.2. Higromisin Primerleri Kullamlarak PCR Kontrol

pKI1.1R-AGO7 vektoriiriin transgenik bitkilerde varliginin kontrolii i¢in
higromisin primerleri kullanilarak PCR islemi yapilmustir. Kullanilan plazmit
icerisinde secici direng geni higromisin oldugu icin transgenik bitkilerde higromisin
varliginin olmas1 istenmektedir. PCR igerigi ve PCR protokolii ¢izelge 2.13. ve 2.14.
de verilmistir. PCR 6rnekleri kontrol igin %0.4’liik Agaroz jelde 90 voltta 45 dakika
yiiriitiilerek goriintiiliime yapilmistir (Sekil 2.10.).

Tablo 2.15. PCR i¢in kullanilacak olan bilesenler ve miktarlari

Bileseler Miktar
DNA 1l
5X Phusion HF Buffer 5ul

10 mM dNTPs 0.5 ul
Higromisin Forward 1.25 ul
Higromisin Reverse 1.25 ul
Phusion DNA Polymerase 0.25 ul
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DMSO 0.75 ul
Niikleaz Free Su 15 ul

Toplam 25 ul

Tablo 2.16. PCR Kosullar1

Sira Sicakhk Siire

1 98 °C 2 dk

2 98 °C 10 sn

3 61 °C 30 sn 30 dongii
4 72 °C 20 sn

5 72 °C 5 dk

6 4°C 0

=
-~
-
—
-—
-
- -

1: AGOT7-2 (6-2)
2:AGOT-2 (6)
3:AGOT7-1 (4)
4:AGOT-1 (8)

Sekil 2.10. Higromisin primerleriyle yapilan PCR’m elektroforez sonucu

2.8.3. VirD Primerleri Kullanilarak PCR Kontrol
Higromisin primerleri ile yapilan PCR sonucu pozitif ¢iktiktan sonra varligmi
gosteren vektoriin; bakteri kontaminasyonundan kaynakli olup olmadiginin kontrolii
icin VirD primerleri kullanilarak PCR islemi yapilmistir. PCR igerigi ve PCR
protokolii ¢izelge 2.15. ve 2.16. de verilmistir. PCR 6rnekleri kontrol i¢in %0.4’liik
Agaroz jelde 90 voltta 45 dakika yiiriitiilerek goriintiiliime yapilmistir (Sekil 2.11.).
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Tablo 2.17. PCR bilesenleri ve miktarlari

Bileseler Miktar
DNA 1l
Taqg 2X Master Mix 12.5ul
VirD Forward 0.5 ul
VirD Reverse 0.5 ul
Niikleaz Free Su 10.5 pl
Toplam 25l

Tablo 2.18. PCR kosullar1

Sira Sicakhik Siire

1 95°C 3 dk

2 95 °C 30 sn

3 55°C 30 sn 30 dongii
4 68 °C 1dk

5 68 °C 5 dk

6 4°C 0

[—
_—
—
R
—_———
-
-

Sekil 2.11. VirD primerleriyle yapilan PCR’1n elektroforez sonucu

2.8.4. Genom Diizenlenmis Bitkilerin Sekans ile Dogrulanmasi
Transgenik oldugu dogrulanan bitkilere, CRISPR/Cas9 sistemi ile hedef
aldigimiz gen bolgelerine uygun primerler ile PCR yapildi. PCR firilinleri sanger

dizileme ile dizilettirildi. Sonuglar, ICE-synthego programlarmna yiiklenerek kontrol
ettirildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Transgenik Tiitiin Hatlarinin Uretilmesi

Ik olarak A. Tumefaciens (AGL1) susu icerisine Biorad markasina ait
elektroporasyon cihazi kullanilarak pKI1.1R  vektorii transfer edilmistir.
Transformasyon sonrasinda sec¢ici antibiyotikler igeren kat1 YEB besi ortam1 28 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu olusan kolonilerden se¢im yapilarak
koloni PCR ve ardindan agaroz jel elektroforez yapilmistir. Goriintiileme sonucunda
pKI1.1R vektoriine sahip olan suslar tiitiine gen aktariminda kullanilmistir.

AGO geninin bulundugu pKI1.1R vektoriinii igeren A. tumefaciens (AGL1) susu
secici antibiyotikleri icermekte olan sivi LB besi ortaminda 28 °C’de 200 rpm’de
biyiitiilmistiir. Steril laboratuvar kosullarinda yetistirilen tiitiin bitkisi steril kabin
icerisine alinarak kiiglik parcalara ayrilmistir ve A. tumefaciens (AGL1) ile birlikte bir
beher icerisinde karistirilarak muamele edilmistir. Transformasyon sonrasinda
eksplantlar katt MS (MS, BA (1 mg/L), NAA (0.1 mg/L)) besi ortamina alinarak
petrilerin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak karanlik ortamda 3 giin boyunca ko-
kiiltlivasyona birakilmistir. 3 giiniin sonunda eksplantlar iizerinde bulunan fazla
bakteriyi uzaklastirmak i¢in timentin (160 mg/L) igeren s1vi LB besiyerinde yikama
yapilmigtir. Yikama islemi 2 kez tekrar edilmistir. Yikama sonrasi bitki yapraklarinin
kurumasi steril kurutma kagitlar1 {izerine alimmistir. Bitki rejenerasyonunun
gergeklesmesi ve kallus olusumu igin eksplantlar timentin (160mg/1), higromisin (50
mg/l), BA(1mg/l) ve NAA (0.1mg/l) iceren kat1 MS ortamima alinmistir. Bu siiregte

gerekli oldugu yerlerde bitki besi ortam1 yenilenmistir.

Sekil 3.1. a) Ko-kiiltivasyondan sonra bitki yapraklari b) Fazla bakteriyi uzaklastirmak
icin s1vi MS ile yikama iglemi
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Sekil 3.2. Yikama iglemi sonrasi kurutma kagidi {izerinde bitki yapraklarmin kurutulmasi

Yaklasik olarak 5 hafta sonunda elde edilen bitkicikler kok olusturmasi i¢in
higromisin (50 mg/L) ve timentin (160 mg/L) igeren MS besi ortamima alinmistir. Kok
olusumu goézlendikten sonra transgenik bitkiler steril toprak bulunan saksilara ekimi
yapilmistir. Tiitlin bitkisinin lizeri posetle Ortiilerek 3 giin boyunca Hoagland ¢ozeltisi
ile sulama yapilmistir. Daha sonra posetler ¢ikartilarak 24 °C’de fotoperiyodu 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik olan iklim odasinda Hoagland ¢ozeltisi ile sulama yapilarak
bitkiler biiyiitiilmiistiir.

3.2. Transgenik Ty Bitkilerinde Molekiiler Analizler

Koklendirme ortaminda yetisen transgenik To bitkilerden 6rnekler alinarak DNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’lar kullanilarak AGO genine 06zgii
primerlerle PCR yapilmistir ve igerisinde AGO geninin bulundugu hatlar tespit
edilmistir. Bu DNA’lar i¢in sekanslama BM Laboratuvar Sistemleri (Ankara)
firmasma hizmet alimi olarak yaptirilmistir. DNA dizileme i¢in Sanger yontemi
kullanilmaistir.

ICE-Synthego mutasyon analizi sonucunda AGO7 genini hedef alan gRNA’nin
4 bitkiden 1’inde calistig1 tespit edilmistir.
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Sekil 3.3. AGO7 geninin ICE-Synthego araci kullanilarak yapilan mutasyon kontrolii

sonuglari
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3.3. Transgenik Tiitiin Bitkilerinde Fenotipik Analizler

Tiitiin bitkisinde gen mutasyonlarinin CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak basarilt
olup olamayacagini test etmek icin AGO geninin ilgili eksonlar1 hedef alinarak gRNA
dizayn edilmistir. Agrobacterium aracili gen aktarim yontemi kullanilarak bu genler
tiitiin bitkisine aktarimistir. Transgenik tiitiin bitkisi ile kontrol tiitiin bitkisi arasinda
fenotipik ve morfolojik farkliliklar gozlenmistir (Sekil 3.4.). Bitki rejenerasyon siiresi
uzamistir. Gen transfer edilen tiitiin bitkisi yapraklarinda morfolojik farkliliklar

gozlemlenmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.4. Sera ortaminda yetigen transgenik tiitiin bitkisi
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Sekil 3.5. CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak tiitiin bitkilerinde hedeflenen gen diizenlemesi
a, transgenik olmayan dogal bir tiitiiniin TO bitkisi b, tiitiin bitkisinde AGO7'nin
hedeflenmis mutajenezi
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4. SONUC

Klasik bitki 1slahi tekniklerinin daha fazla zaman, is giicli, emek ve maddi
kaynak gerektirmesi dolayisiyla minimum siire igerisinde etkili olabilecek alternatif
bir ¢oziimiin gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Ayrica Kiiresel niifustaki hizli artis, iklim
degisiklikleri, tarim arazilerinin azalmasi, biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin
artmasi tarimsal iiretim i¢in 6nemli engeller arasinda yer almaktadir. Tarimsal tiretim
ve gida giivenliginin, giivence altina alinmasi i¢in biyotik ve abiyotik streslere daha
fazla tolerans gosteren iirtinlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu noktada genom diizenleme
teknolojileri, biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altindaki tiriinlerin yiiksek verimde
tiretilmesine yardimc1 olma potansiyeline sahip olup s6z konusu teknolojilerden ZFN,
TALEN ve CRISPR/Cas teknolojisi ile hedef lokusa ait DNA dizilerine ekleme,
¢ikarma, degistirme ve modifikasyonlar yapilmasina imkan saglanmaktadir.

SSN'lerle genom diizenleme hem temel hem de uygulamali bitki biyolojisi
aragtirmalar1 icin yeni firsatlar sunan kritik bir tekniktir. CRISPR/Cas9 sistemi genom
diizenleme i¢in nispeten basit, uygun fiyath ve giiclii bir aragtir. CRISPR/Cas9 sisteminin
ozel bir avantaji, tek bir CRISPR dizisinde birden fazla sgRNA kullanilarak genom
icindeki ¢esitli hedeflerin ayni1 anda diizenlenmesini saglamaktir. Bitkilerde CRISPR/Cas9
uygulanmasi tarimsal aragtirmalarin 6n planindadir (Belhaj vd, 2015; Weeks vd, 2015).

Bu tez calismasinda, CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak tiitiin bitkisinin
genomunda hedeflenen bdlgenin  mutagenizi  gerceklestirilmistir. AGO7’nin
susturulmasi1 ve mutasyona ugratilmasi epidermiste hiicre duvari bilesenlerinin
biriktirilmesine yol a¢mistir. Yeniden modellenmesinde yer alan genlerin
transkripsiyonunu diizenleyerek organ morfogenezinin koordinasyonunda 6énemli bir
rol oynadig1 gosterilmistir. Bu degisikliklerle birlikte AGO?7 ile modiile edilen hatlarda
gozlenen fenotipik degisikliklerin altinda yatan hiicre morfolojisinde goézlenen
degisikliklere katkida bulunabilir. Gelecekte, AGO7’nin yakin substratlarmin
tanimlanmasi, ilgili molekiiler mekanizmalar anlamamiza ve gen islevi calismlarmni

kolaylastirmak icin etkili bir ara¢ olarak kullanilabilecektir.
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Ek 1. Besi Ortam Bilesenleri ve Kullanilan Stok Soliisyonlar

1. 100 mg/ml Spektinomisin: 1gr spektinomisin 10 ml steril saf suda ¢oziilerek filtre ile steril
edilir. -20C’de 6-12 ay depolanabilir.

2. 50 mg/ml Carbenicilin: 0,5 gr carbenicilin 10 ml steril saf suda ¢oziilerek filtre ile steril
edilir. -20C’de 6-12 ay depolanabilir.

3. 10 mg/ml Rifamisin: 0,1gr rifamisin 10 ml DMSQO’da ¢oziilerek filtre ile steril edilir. -
20C’de 6-12 ay depolanabilir.

4. 30 mg/ml Gentamisin: 0,3 gr Gentamisin 10 ml steril saf suda ¢oziilerek filtre ile steril edilir.
-20C’de 6-12 ay depolanabilir.

5. 50 mg/ml Higromisin 0,5gr higromisin 10 ml steril saf suda ¢6ziilerek filtre ile steril edilir.
-20C’de 6-12 ay depolanabilir.

6. 360 mg/ml Timentin: 3,6 gr timentin 10 ml steril saf suda ¢oziilerek filtre ile steril edilir. -
20C’de 6-12 ay depolanabilir.

7.2 mg/ml BA: 0,02 gr BA 10 ml steril saf suda ¢oziilerek filtre ile steril edilir. -20 T’de 6-12
ay depolanabilir.

8.2 mg/ml NAA: 0,02 gr NAA 10 ml steril saf suda ¢oziilerek filtre ile steril edilir.

20C’de 6-12 ay depolanabilir.
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