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OZET

DOMATESTE KULLEME HASTALIK ETMENI Oidium lycopersici’YE KARSI
CRISPR-CAS9 TABANLI GEN DUZENLEME PROTOKOLUNUN
GELISTIRILMESI

Emine KOCAKAYA
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Ozer Cahs
Haziran 2026; 68 sayfa

Domates diinya genelinde en fazla yetistirilen sebzelerden birisidir. Solanaceae
familyasinin en dnemli liyeleri arasina girmekte olup, diinyada 4 milyon hektardan fazla
alanda yetistiriciligi yapilmaktadir. Domates yetistiriciligi Tiirkiye’de Marmara, Ege ve
Akdeniz Bolgelerinde yogun bir sekilde yapilmaktadir. Ozellikle ortii alti sebze
yetistiriciligi yapilan Antalya ve ¢evresinde ciddi verim ve kalite diislislerine biyotik
etmenler basta olmak tlizere ¢esitli hastaliklarla kars1 karsiya kalmaktadir. Bu hastaliklarin
en basinda kiilleme hastaligi gelmektedir. Kiilleme hastaligi Oidium lycopersici fungal
etmeni tarafindan meydana gelmekte ve domateste dnemli verim ve kalite kayiplarina yol
agmaktadir. Kiilleme ile miicadelede kullanilan fungisit uygulamalar siirdiiriilebilir bir
¢Ozilim teskil etmemektedir. Kiillemeye kars1 dayanikli ve tolerant ¢esitlerin gelistirilmesi
bu hastalik ile miicadelede en etkili ve ¢evre dostu bir yontem olmaktadir. Kiillemeye
kars1 dayaniklilik mekanizmalarinin bilinmesi dayanikli domates ¢esitleri gelistirilmesine
katkida bulunmaktadir. Bu ¢alismada, domateste kiilleme hastaligina karsi hassaslikla
iligkili olan MLO1 geninin CRISPR-CAS9 sistemi kullanilarak hedeflenmesi
amaglanmistir. Calisma kapsaminda MLO1 geninin birinci ekzon bdolgesine yonelik
rehber RNA (gRNA) tasarlanmis ve tasarlanan gRNA dizileri CRISPR-CAS9 vektorii
olan pHEE401E plazmidine GoldenGate klonlama yontemi ile aktarilmistir. Elde edilen
rekombinant plazmidler 6nce Escherichia coli hiicrelerine transformasyon yoluyla
aktarilmig, ardindan koloni PCR analizleri ile dogrulanmistir. Dogrulanan plazmidler
daha sonra elektroporasyon yontemi kullanilarak Agrobacterium tumefaciens hiicrelerine
aktarilmigtir. Boylece domates bitkilerinde MLO1 geninin diizenlenmesine yonelik
CRISPR-CAS9 tabanli gen diizenleme sistem basariyla olusturulmustur. Elde edilen bu
genetik konstraktin kullanilmasiyla transgenik olmayan klasik 1slahla elde edilmis gibi
dayanikli kokteyl domates ¢esitlerinin liretimi yapilabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: CRISPR-CAS9, Dayamikhlik, Domates, MLO1
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A CRISPR-CAS9 BASED GENE EDITING PROTOCOL
AGAINST THE POWDERY MILDEW DISEASE AGENT Oidium lycopersici IN
TOMATO

Emine KOCAKAYA
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ozer CALIS
June 2026; 68 pages

Tomatoes are one of the most widely cultivated vegetables worldwide. They are among
the most important members of the Solanaceae family and are grown on more than 4
million hectares globally. Tomato cultivation in Turkey is concentrated in the Marmara,
Aegean, and Mediterranean regions. Especially in Antalya and its surroundings, where
greenhouse vegetable cultivation is common, significant yield and quality reductions are
faced due to various diseases, primarily biotic factors. The most prominent of these
diseases is powdery mildew. Caused by the fungal agent Oidium lycopersici, powdery
mildew leads to significant yield and quality losses in tomatoes. Fungicide applications
used to combat powdery mildew are not a sustainable solution. Developing powdery
mildew-resistant and tolerant varieties is the most effective and environmentally friendly
method of combating this disease. Understanding the resistance mechanisms to powdery
mildew contributes to the development of resistant tomato varieties. This study aimed to
target the MLOL1 gene, which is associated with susceptibility to powdery mildew in
tomatoes, using the CRISPR-CAS9 system. In this study, a guide RNA (gRNA) targeting
the first exon region of the MLO1 gene was designed, and the designed gRNA sequences
were transferred to the pHEE40lE plasmid, a CRISPR-CAS9 vector, using the
GoldenGate cloning method. The resulting recombinant plasmids were first transferred
to Escherichia coli cells via transformation and then verified by colony PCR analysis.
The verified plasmids were then transferred to Agrobacterium tumefaciens cells using the
electroporation method. Thus, a CRISPR-CAS9-based gene editing system for the
regulation of the MLO1 gene in tomato plants was successfully created. Using this genetic
construct, it will be possible to produce resistant cocktail tomato varieties that are similar
to those obtained through classical breeding without being transgenic.

KEYWORDS: CRISPR/CAS9, Resistance, Tomato, MLO

COMMITTEE: Prof. Dr. Ozer CALIS
Prof. Dr. S. Evrim ARICI SENKAYNAGI

Assoc. Prof. Dr. Hakan FIDAN



ONSOZ

Tezimde domates iiretiminde ciddi verim ve kalite diislislerine neden olan kiilleme
etmeni olan Oidium lycopersiciye karst dayanikliligin gelistirilmesine yonelik
calisilmistir. Ozellikle ortii alt1 sebze yetistiriciliginin yapildig1 Akdeniz bdlgesi iginde
olan Antalya’da O.lycopercisi iiretimi sinirlandirmaktadir. Béylece gevre dostu tarim igin
kalic1 ve uygulanabilir ¢oziim arayislarini zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle yakin
zamanda bitki 1slahinda CRISPR/CAS9 genom diizenleme teknolojisinin, domates
bitkilerinde kiilleme hastaliklarina dayaniklilik kazandirma potansiyelinin ortaya
konulmasi hedeflenmistir.

Bu calismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesi siirecinde bilgi ve deneyimleriyle yol
gosteren her kosulda yanimda oldugunu maddi manevi hissettiren sayin danismanim Prof.
Dr. Ozer CALIS hocama ve calismalarimi gerceklestirmem igin laboratuvarini
kullanmamiza izin veren, bilgi deneyimlerini paylastig1 icin degerli Dog¢. Dr. Hakan
FIDAN hocama tesekkiir ederim. Laboratuvar calismalarim sirasinda desteklerini
esirgemeyen gerektiginde ¢calismalarimda yardimci olan, bilgilerini paylasan ve manevi
desteklerinden dolayr Abdul Razak AHMED ‘a ve tiim egitim hayatimda oldugu gibi
yiiksek lisans egitimim boyunca da maddi/manevi destegini eksik etmeyen haklarini asla
odeyemeyecegim basta canim dedem Abdullah Vural’a , anneannem Ummiigiilsiim
VURAL’a, annem Giilizar KOCAKAYA’ya , babam Mehmet KOCAKAYA’ya ve her
konuda sabirla beni dinleyen yanimda oldugunu her daim hissettiren canim nisanlim
Furkan Selim ER’e sonsuz tesekkiir ederim. Son olarak tiim hayatim boyunca benim
yanimda olan, aldigim kararlar1 destekleyen, benimle bu yliksek lisans egitimime birlikte
devam ettigim sadece bu calisma siirecinde degil tiim hayatim boyunca beni
cesaretlendirip moral veren yanimdan hig¢ ayrilmayan diger yarim canim ikizim Giilsiim
KOCAKAYA’ya sonsuz tesekkiir ederim. Bu tez caligmasimnin bundan sonraki
calismalara katki saglamasini temenni ederim.
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CRISPR : Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Polindromik

Tekrarlar

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

CTAB : Setiltrimetilamonyum-bromiir

dsDNA : Cift sarmall1 DNA (double-stranded DNA)

gRNA : Guide RNA (Kilavuz RNA)

FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

LB : Luria-Bertani (besi ortami)

NCBI : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

NSP : Niiklear Shuttle Protein

ORF . A¢ik Okuma Cergeveleri

S geni : Susceptibility gene (Hassaslik geni)

gPCR : Quantitative PCR (Gerg¢ek zamanli PCR)

R geni : Resistance gene (Dayaniklilik geni)

RNA : Riboniikleik Asit

Mlo : Mildew Resistance Locus O (Dayaniklilik geni)

MLO : Mildew Resistance Locus O (Hassaslik geni)

Slmlo : Mutasyona ugratilmis Solanum lycopersicum Mildew
Resistance Locus O geni

SLMLO1 : Solanum lycopersicum Mildew Resistance Locus O
geni

viii
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GIRIS E.KOCAKAYA

1 GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.), diinya genelinde hem tiretim miktar1 hem de
tilketim agisindan biliyiik 6neme sahip sebze tiirlerinden biridir. Kendine ddllenme
Ozelligi gosteren bu bitki, Solanaceae familyasi igerisinde yer almakta olup diploid
kromozom sayist 2n = 24’tiir (Salim vd. 2020). Domates; A ve C vitaminleri, potasyum
ve likopen gibi ¢ok sayida yararli bilesen agisindan zengin bir sebzedir. Giinliik
beslenmede domatese yer verilmesi, kalp-damar sisteminin korunmasina yardimci
olmakta, bazi kanser tiirlerine kars1 koruyucu etki gosterebilmekte ve sindirim sisteminin
diizenli ¢aligmasini desteklemektedir. Ayrica domateste bulunan antioksidan maddeler,
hiicre yaslanmasini yavaslatici etki gostererek cilt sagliginin korunmasina da katki
saglamaktadir (Story vd. 2010).

Tiirkiye, Cin, Hindistan, ABD ve Misir uzun yillardir diinya domates iiretiminde
one cikan iilkeler arasinda yer almaktadir. Kiiresel 6l¢cekte domates tiretimi yaklasik 183
milyon ton seviyesindedir. Bu iiretimde Cin, yaklasik 65 milyon ton ile ilk sirada
bulunurken, Hindistan 21 milyon tonluk {iretimiyle ikinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye
ise yillik yaklasik 13 milyon tonluk iiretim miktariyla diinyada {i¢iincii biiyiikk domates
tireticisi konumundadir (Aksoy ve Kaymak 2024).

Ortii alt1 sebze yetistiriciligi; ekonomik katki saglamasi ve istihdam yaratmasinin
yant sira, yil boyunca taze sebzeye erisim imkani sunmasi nedeniyle 6nemli bir iiretim
sistemidir. Genis bir Ortiialt1 liretime sahip olan iilkemizde bu faaliyetler; cam ve plastik
seralar ile alcak ve yiiksek tiinel yapilar1 altinda gerceklestirilmektedir. Niifus artis1 ve
tilkketici beklentilerindeki ¢esitlenme goz Oniinde bulunduruldugunda, ortii alt1 sebze
tiretiminin siirdiirtilebilirliginin saglanmasi i¢in temel amag; yliksek {iriin kalitesinin elde
edilmesi ve oOzellikle son yillarda giderek 6nem kazanan insan saghigi ile ¢evresel
faktorleri gozeten liretim anlayisinin benimsenmesi olmalidir. Seraciligin temel yapisini
iklim ozellikleri olusturmaktadir. Tiirkiye, sahip oldugu iklimsel ve ekolojik ¢esitlilik
sayesinde sebze ve meyve iiretimi acisindan diinya genelinde 6ne ¢ikan iilkeler arasinda
yer almaktadir. Ulkemizde ortii alt1 yetistiricilik uygulamalari ilk olarak 1940’11 yillarda
Antalya ve cevresinde baglamis, 6zellikle 1960 yilindan itibaren gegen siirecte hem
iretim alan1 hem de yetistirilen iirtin ¢esitliligi bakimindan istikrarli bir gelisme
gostermistir (Ersoy 2005). Tiirkiye’deki toplam ortii alt1 {iretiminin yaklagik %95’ini
sebze tiirleri olustururken, meyve iiretiminin pay1 %35 diizeyinde kalmaktadir. Ortii alt:
sebze yetistiriciliginde ise domates, liretim miktar1 ve yaygimligi bakimindan ilk sirada
yer almaktadir (Yikilmazsoy 2022).

Diinya sebze iiretimi 1.129.721.680 tondur. Bitki tiirlerine gore diinya sebze
tiretim dagilim sekill.1’de verilmistir. Ug yillik ortalamaya (2018-2019-2020) gore en
fazla tiretimi yapilan sebze tiirii domatestir. Domatesi sirastyla kuru sogan, salatalik,
lahana ve patlican takip etmektedir (Karipgin vd. 2022).
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Sekil 1.1. Diinya Sebze iiretiminin tiirlere gore dagilimi (Karipgin vd. 2022).

Ortii alt1 sebze yetistiriciligi, iiretimin yogun olarak yapildig1 bolgelerde daha
yaygin bir sekilde uygulanmaktadir. Ancak isletmelerin ¢ogunlukla kiigiik 6lgekli ve
dagimik yapida olmasi, iiretimde istenen verim diizeyine ulagilmasini zorlagtirmaktadir.
Tiirkiye’de sebze liretiminin ticari boyutta 6ne ¢iktigr iller arasinda Antalya, Mersin,
Bursa, Izmir, Manisa, Konya, Ankara, Canakkale, Mugla ve Balikesir yer almaktadir. Bu
iller icinde Antalya, sebze iiretiminin en yogun gerceklestirildigi il konumundadir. illerin
Tiirkiye sebze liretimindeki paylar sekil 1.2 de verilmistir.

= 1. Antalya
m 2. Mersin
= 3. Bursa
= 4, izmir
m 5.Manisa

= 6.Konya

Sekil 1.2. Illerin Tiirkiye sebze iiretimindeki paylar1 (TUIK 2022).



GIRIS E.KOCAKAYA

Domates, diinya genelinde en yaygin olarak iiretilen ve ekonomik degeri yiiksek
sebze tiirleri arasinda yer almaktadir. Bitkinin kokeni, Peru ve Ekvator’un da dahil oldugu
Giliney Amerika bolgesidir. Domatesin tarimsal tiretime alinmasi ilk olarak Meksika’da
gerceklesmis, Yeni Diinya’nin kesfinden sonra ise Amerika’dan Avrupa’ya ve buradan
da diinyanin farkli bolgelerine yayilmistir. Tiirkiye’de domates yetistiriciligi 1900°1u
yillarin baslarinda Adana’da baslamistir. Ulkemizde 6rtii alt1 sebze yetistiriciligi 1950°1i
yillarda ortaya ¢ikmig, 1990’11 yillara kadar sinirl bir gelisme géstermistir. Ancak 1990’11
yillardan itibaren bu iiretim sekli hizla artis gdstermistir. Ortii alt1 sebze iiretiminde tiirler
karsilagtirildiginda, en yiiksek iiretim paymin domatese ait oldugu goriilmektedir.
Domates, kisa yetisme siiresine ragmen yiiksek verim potansiyeline sahip olmasi
nedeniyle her gegen yil iiretim ve tiiketim miktar1 artan 6nemli bir ticari tirlindiir. Ayrica
icerdigi vitaminler, mineraller, amino asitler, sekerler ve lifler sayesinde insan beslenmesi
acisindan degerli bir gida kaynagidir. Meyvesi tiiketilen sebzeler arasinda domates, en
fazla tiiketilen tiirlerden biridir. Tiirkiye genelinde domates yetistiriciligi yapilmasina
ragmen, Ortii alti domates tiretimi agirlikli olarak Ege, Akdeniz ve Marmara bolgelerinde
yogunlagsmustir (Oztekin 2003).

Domates, 1liman ile sicak iklim kosullarinda yetisen bir sebze tiirtidiir ve diisiik
sicakliklara kars1 oldukca hassastir. Yetistirme siirecinde sicakligin —2 °C seviyelerine
diismesi bitkide ciddi zararlar meydana getirir ve ¢ogu zaman bitkinin tamamen kaybina
yol agmaktadir. Sicaklik 14 °C’nin altina indiginde meyvelerin olgunlagsmasi yavaglar ve
buna bagl olarak verimde azalma goriilmektedir. Bitkinin saglikli gelisimi i¢in en uygun
sicaklik aralig1 22-26 °C’dir. Sicakligin 15 °C’nin altina veya 35 °C’nin {izerine ¢ikmasi,
ciceklenme ve meyve tutumu lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Ayrica,
giindiiz ve gece sicakliklari arasindaki farkin 8—12 °C olmas1 bitkinin gelisimi acisindan
ideal kabul edilirken, 11 °C’nin altindaki sicakliklarda ¢igeklenme gerceklesebilse de
tozlanma ve dollenme siireglerinde ciddi sorunlar ortaya c¢ikmaktadir. Saglikli bir
tozlanma ve dollenmenin saglanabilmesi i¢in ortam sicakliginin en az 16-17 °C
seviyelerinde olmasi gerekmektedir (Ozkaplan ve Balkaya 2019).

Diinyamiz ve iilkemiz i¢in 6nemli olan domates yetistiriciligini olumsuz etkileyen
hastaliklar bulunmaktadir. Bunlari fizyolojik ve patojen kaynakli hastaliklar olarak ikiye
aywrabiliriz. Bunlardan fizyolojik kaynakli kayiplar; cevre sartlari, fazla sulama ve
giibrelemeden olusurken fungal, viral ve bakteriyel patojenlerden meydana gelen biyotik
kaynakli kayiplar daha ¢ok onemlidir. En 6nemli fungal hastaliklar arasinda domates
kiillemesi (O. lycopercisi), kursuni kiif (Botrytis cinera), erken yaprak yanikligi
(Alternaria solani), Domates mildiyosii (Phytophthora infestans) gibi bitkinin st
aksamini enfekte eden fungal etmenler gelmektedir (Polat 2024).

Oidium lycopersici, domateste kiilleme hastaligina neden olan obligat biyotrofik
fungal etmenlerden biridir. Hastalik ilk olarak sera domateslerinde tanimlanmis ve
zamanla diinyanin bircok domates iiretim bolgesinde ekonomik dneme sahip bir patojen
haline gelmistir. Enfeksiyon sonucunda yaprak ylizeyinde beyaz, unumsu misel
tabakalar1 olugmakta, hastaligin ilerleyen donemlerinde yapraklarda sararma, kuruma ve
erken yaprak dokiimii meydana gelmektedir. Bu durum bitkinin fotosentetik kapasitesini
azaltarak verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir (Marois vd.2001).

Patojen ozellikle yapraklar, yaprak saplari ve yesil bitki aksami iizerinde
gelismekte, meyvelerde ise genellikle dogrudan belirti olusturmamaktadir. Siddetli
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enfeksiyon kosullarinda hastalik odaklar1 birleserek genis alanlara yayilabilmekte ve
bitkinin gelisimini 6nemli 6l¢iide sinirlandirabilmektedir (Jacob vd. 2008).

Bu c¢alismanin amaci, domateste kiilleme hastaligina neden olan Oidium
lycopersici etmenine karsi genetik olarak dayaniklilik elde etmektir. Kiilleme hastaligi,
Ozellikle verim ve iiriin kalitesi tizerinde olumsuz etkiler olusturan yaygin bir problem
olup, mevcut kimyasal ve genetik miicadele yontemleri uzun vadede yeterli koruma
saglayamamaktadir. Bu nedenle, hastalia hassaslikla iliskili genlerin hedeflenmesi
onemli bir yaklasim olarak 6ne ¢ikmaktadir. Hastaliga karsi kimyasal miicadele yaygin
olarak kullanilsa da cevresel ve ekonomik agidan siirdiiriilebilir ¢oziimlere ihtiyag
duyulmaktadir. Son yillarda CRISPR-CAS9 gibi gen diizenleme teknolojileri, bitkilerde
hastaliklara dayaniklilik kazandirmada etkili yontemler olarak 6ne ¢ikmistir. Domateste
kiilleme hastaligina hassaslik saglayan MLO1 genini CRISPR-CAS9 sistemi ile
hedefleyerek gen diizenlemesine uygun bir konstriiksiyon olusturmak, MLOZ1 geninin
birinci ekzonuna yonelik gRNA tasarlamak, tasarlanan gRNA'y1 pHEE401E vektoriine
klonlamak ve elde edilen konstrilksiyonu E. coli ile Agrobacterium tumefaciens
hiicrelerine aktarmaktir. Bu c¢alisma, ileride kiilleme hastalifina dayanikli domates
cesitlerinin gelistirilmesine temel olusturmay1 hedeflemektedir. Bu kapsamda ¢alismada,
domateste hassaslik genlerinden biri olan SIMLO1 geni hedef alinmigtir. CRISPR/Cas9
genom diizenleme sistemi kullanilarak bu gende spesifik mutasyonlar hedeflenmis ve gen
fonksiyonunun baskilanmasi yoluyla bitkide kiilleme etmenine karsi dayanikli bitkiler
gelistirilmesi amaglanmustir.
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2 KAYNAK TARAMASI
2.1 Kiilleme Hastahg

Kiilleme hastalig1 (Powdery Mildew) domates basta olmak iizere bir¢ok bitkinin
yetistiriciliginde onemli verim kayiplarina neden olan 6nemli bir fungal hastaliktir.
Hastalik Fungi alemi , Ascomycota subesi, Erysiphales takimmna ait obligat parazit
funguslardir (Tiimay ve Ozgenen Ozkaya 2020). Bu nedenle yasayabilmeleri igin canli
bir konukguya ihtiya¢c duymaktadirlar. Domateste kiilleme hastaligi uzun yillardir
diinyada ve Tiirkiye’de bilinen bir hastalik etmeni fungustur (Ozan ve Maden 2006).

Iliman bolgelerde sik rastlanan kiilleme hastaligi hem tarimsal iiretimde hem de
bahgecilikte siireklilik gdsteren 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir(Katar
2024). Diinya genelinde binlerce bitki tiirli, yiizlerce farkli kiilleme etmeni fungusun
konukgusu durumundadir. Bu hastalik; arpa, bugday, domates, bezelye, salatalik ve
kavun gibi temel tarim irlinlerinin yani sira elma, iiziim, seftali ve ¢ilek gibi meyve
tirlerinde de yaygin olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda biber gibi sebzeler, petunya ve
giill gibi siis bitkileri ile tiitlin gibi ekonomik degeri yiiksek bitkiler de kiilleme
hastaligindan etkilenebilmektedir (Alp vd. 2011).

Kiilleme hastaligi, bitki dokularmi ylizeyden enfekte eden ve fotosentez
kapasitesini azaltan obligat parazit bir fungal etmen hastaligidir. Kiilleme hastaliginin
baslangic kaynagini, enfekte bitki artiklarinda kisi gegiren miselyum yapilart ve
konidiosporlar olusturmaktadir. Ilkbahar déneminde sicakligin 15 °C’nin iizerine
yiikselmesi ve gece ile giindiiz arasindaki sicaklik farkinin artmasiyla birlikte sporlar
cimlenerek aktif duruma ge¢mektedir. Hastaligin ilk belirtileri genellikle yash
yapraklarin st yiizeyinde kii¢iik beyaz lekeler seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Zamanla bu
lekeler birleserek genis alanlara yayilir ve yapraklar da sararma, kuruma ve erken
dokiilmelerine neden olmaktadir. Yogun enfeksiyon da yaprak renginin sararmasindan
kaynakl1 fotosentez azalmakta, bitki gelisiminde gerilemeler ve verim kayiplart meydana
gelmektedir. Kiilleme enfeksiyonlari, 6zellikle tahillarda verim ve kaliteyi diistirerek
ciddi ekonomik kayiplara yol agabilmektedir. Bu hastaliga kars1 gelistirilen dayaniklilik
mekanizmalar1 arasinda yer alan kantitatif dayanmiklilik ile irka 6zgii dayanikli ¢ogu
zaman yeterli diizeyde koruma saglayamaz ya da zamanla etkinligini yitirmektedir. Bu
durum, daha uzun siire etkili olabilecek ve genis etki alanina sahip dayamiklilik
yaklasimlarinin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir (Mieslerova ve Lebeda 1999).

Domates yetistiriciliginde bugiine kadar kiilleme hastaligina neden olan {i¢
kiilleme tirti saptanmistir. Bu tiirlerden iki tanesi (O lycopersici ve Oidium
neolycopersici) son zamanlarda domateste yayginlik gostermistir. Diger tiir, Leveillula
taurica ise diger konukgulariyla beraber domateste ¢ok eskiden beri bilinmektedir (Ozan
ve Maden 2006). Domates bitkilerinde yeni bir kiilleme hastaliginin ortaya ¢iktig
1970’1erin son donemlerinde ilk olarak Japonya ve Avustralya’da rapor edilmistir (van
der Beek vd. 1994). Daha sonraki yillarda benzer hastalik belirtileri Avrupa’nin farkl
bolgelerinde ve Kuzey Amerika’da da kaydedilmistir (Seifi vd. 2014).
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Kiss vd. (2005), so6z konusu hastaligin domates iiretiminde 6nemli ekonomik
kayiplara yol ac¢tig1 vurgulanmis ve etmen ¢ogunlukla Oidium cinsine ait bir anamorf
olarak tanimlanmistir. Ayrica, bu patojenin genellikle sicak iklim kosullarinda yaygin
olan Leveillula taurica’dan morfolojik ve epidemiyolojik agidan belirgin sekilde farkli
oldugu belirtilmistir.

Baslangigta Erysiphe orontii’nin anamorf formu olarak degerlendirilmistir. Ancak
daha sonra yapilan morfolojik incelemeler sonucunda bu fungusun O. lycopersicum
olarak ayr1 bir tiir oldugu anlagilmistir. S6z konusu fungusun eseyli evresinin bilinmemesi
ve morfolojik o6zelliklerine iliskin bulgularin tutarsizlik gostermesi, bu yeni kiilleme
etmeninin farkli arastirmalarda O. lycopersici, Erysiphe orontii veya E. cichoracearum
adlariyla tanimlanmasma yol agmustir (Yikilmazsoy vd. 2022). Bu patojen, fide
doneminden itibaren olgun bitkilere kadar bircok domates c¢esidinde hastalik
olusturabilmekte ve sera ile tarla kosullarinda yaygin sekilde goriilmektedir. Ayrica
patlican, tiitlin, patates ve bazi yabanci ot tiirlerinin de bu fungus tarafindan enfekte
edilebildigi bildirilmistir (Jacob vd. 2008).Domates kiilleme hastalik etmeni
O.neolycopersici taksonomisi ¢izelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1. Domates kiilleme hastalik etmeni Oidium neolycopersici taksonomisi

Alem Fungi

Boliim Ascomycota

Alt Boliim Pezizomycotina

Simif Leotimycetes

Takim Erysiphales

Familya Eriysiphaceae

Cins Oidium

Tiir Oidium neolycopersici

O. neolycopersici, bitki yiizeyinde gelisen ince, saydam hiflere ve dik duran
konidioforlara sahip olup, konidileri tek tek olusan, oval ya da fig1 bigiminde yapilardan
olusmaktadir. Bu sporlar kisa zincirler halinde bulunabilse de g¢ogunlukla tek tek
yayilmaktadir. Riizgarin, sporlarin bitkiden bitkiye tasinmasinda temel etken oldugu,
diistik riizgar hizlarinda ise yalanci konidiaspor zincirlerinin olustugu gosterilmistir. O.
neolycopersici’nin belirtileri ve mikroskobik goriintiisii sekil 2.1 de verilmistir.
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Sekil 2.1. Oidium neolycopersici’nin belirtileri ve mikroskobik goriintiisii

Miselyal yap1 agik renkli ve narin olup esas olarak yapragin iist kisminda yayilim
gostermekte, ancak bazi durumlarda yapragin alt yiizeyine ve govdeye de
ilerleyebilmektedir. Hifler renksiz, boliimlii ve 4-8 pm kalinligindadir. Appressoriumlar
belirgin sekilde gelismis olup ¢ogunlukla ¢ok loplu ya da diizensiz loplu yapidadir; nadir
olarak meme ucu goriinimiinde, karsilikli ya da dagmik konumlanmis halde
gozlenmektedir. Konidioforlar dikey dogrultuda uzanmakta ve 58—115 pm arasinda
degisen uzunluklara sahip olup ortalama 91,5 pm 6l¢lilmiistiir. Ayak hiicreleri gogunlukla
diizgiin silindirik yapida olmakla birlikte baz1 6rneklerde orta boliimde genisleme, taban
kisminda ise daralma gostermektedir; uzunluklar1 29—74 um (ortalama 42,4 um) arasinda
degismektedir. Ayak hiicresini izleyen kisim, bir ya da iki kisa hiicreden veya benzer
uzunlukta tek bir hiicreden olugmaktadir (Jacob vd. 2008).

Konidiler genellikle tek tek meydana gelmekte, ancak bagil nem oraninin
yiikseldigi kosullarda 2—6 birimden olusan yalanci zincirler olusturabilmektedir. Bu
yapilar 22-46 x 10-20 pm (ortalama 33,5 x 13,7 um) boyutlarinda olup elips, yumurta
ya da fi¢1 benzeri sekiller sergilemektedir ve fibrozin cisimcigi igermemektedir. Cim tiipii
konidinin u¢ ya da yan boliimiinden gelismekte; diiz ya da hafif egimli, u¢ kismi
genislemis ve loplu yap1 gostermekte, ¢ok ender olarak sade formda bulunmaktadir. Cim
tiipliniin ¢ap1, baslangi¢ noktasindan ileriye dogru giderek artmaktadir (Ozan ve Maden
2006).

O. neolycopersici, diinya genelinde oOzellikle sera kosullarinda yetistirilen
domatesler i¢in ciddi bir risk olusturmaktadir. Son yillarda agik alanda yetistirilen
domateslerde de goriilme siklig1 belirgin bigimde artmistir. Bunun yani sira, domates
iizerinde gelisebilen genis konukcu yetenegine sahip bir kiilleme etmeni olarak
degerlendirilmektedir. Hastalik, yapraklarin iist ylizeyinde unumsu beyaz lekelerin ortaya
cikmastyla karakterizedir. Fungus yapraklarin alt yiizeyi, yaprak saplar1 ve ¢anak yaprak
halkas1 {iizerinde de gelisim goOsterebilmekte, ancak meyve dokularini enfekte
etmemektedir. Siddetli enfeksiyon durumlarinda yapraklarda sararma, erken yaslanma
belirtileri ile birlikte meyve iriligi ve kalitesinde belirgin azalmalar meydana gelmektedir
(Ozan ve Maden 2006).
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2.2 Hastahk Etmeni Oidium lycopersici

O. lycopersici’nin domates liretim alanlarinda goriilmeye baslanmasi yeni bir
siirectir. 11k kayitlar 1970°li yillarm sonlarina dayanmakta olup, hastalik baslangicta
sinirlt bolgelerde rapor edilmistir. Ancak ilerleyen yillarda patojenin farkli cografyalara
yayllmasiyla birlikte Avrupa ve Kuzey Amerika basta olmak tizere bir¢ok bolgede 6nemli
bir sorun haline geldigi bildirilmektedir. Ozellikle seralarda olusturulan stabil sicaklik ve
nem kosullari, etmenin yayilisin1 kolaylastiran temel faktorler arasinda yer almaktadir
(Lebeda ve Mieslerova 2000). Domates kiilleme hastalik etmeni O. lycopersici
taksonomisi ¢izelge 2.2 de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Domates kiilleme hastalik etmeni Oidium lycopersici taksonomisi

Alem Fungi

Boliim Ascomycota

Alt Boliim Pezizomycotina
Simif Leotimycetes
Takim Erysiphales
Familya Erysiphaceae
Cins Oidium

Tiir Oidium lycopersici

Hastalik belirtileri genellikle yapraklarin iist yilizeyinde ortaya ¢ikmakta ve beyaz-
gri renkte, tozumsu bir goriiniimle karakterize edilmektedir. Enfeksiyon ilerledikge
yaprak dokularinda kloroz meydana gelmekte, bunu nekroz ve erken yaprak dokiimii
izlemektedir. Bu durum bitkinin fotosentez kapasitesini sinirlandirarak gelisme geriligine
ve sonugta verim azalmasina neden olmaktadir. Siddetli enfeksiyon kosullarinda bitkiler
zayiflamakta ve pazarlanabilir iiriin miktar1 belirgin sekilde diigmektedir (Lebeda ve
Mieslerova 2000).

Taksonomik agidan O. lycopersici’nin siniflandirilmasi uzun siire belirsizlik
tasimistir.  Etmenin eseysel evresinin (teleomorf) gozlenememesi, klasik tani
yontemlerinin yetersiz kalmasina neden olmustur. Bununla birlikte, morfolojik yapilar
tizerinde yapilan ayrintili incelemeler ve mikroskobik analizler sonucunda patojenin
Erysiphales takimi igerisinde yer aldig1 ve Erysiphe cinsine yakin 6zellikler gosterdigi
ortaya konmustur. Bu bulgular, etmenin sistematik konumunun belirlenmesine énemli
katkilar saglamistir (Lebeda ve Mieslerova 2000).
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Koloniler, yapraklarin hem alt hem de st ylizeylerinde, ayrica yaprak saplari,
govde dokular1 ve domatesin ¢anak yaprak halkasi iizerinde gelisim gostermektedir.
Miselyum bazi 6rneklerde yogun ve belirgin beyaz goriiniim sergilerken, baz1 durumlarda
ise oldukca seyrek yapida olup asir1 hassaslik sonucu olusan nekrotik alanlarla birlikte
goriilmektedir. Hifler diiz ya da hafif dalgali formda, 4-6 pm kalinliginda olup hiicre
uzunluklar1 51-66 um arasinda degismektedir. Miselyal appressoriumlar 1yi gelismis
olup genellikle basit meme ucu seklinde ya da ¢ok zayif loplu yapidadir; tek tek
bulunabildikleri gibi sekize kadar appressoriumun olusturdugu demetler halinde de
diizenlenebilmektedir (Ozan ve Maden 2006).

Konidioforlar, ana hiicreye orta kisimdan baglanmakta; uzunluklar1 orta ya da
oldukga uzun olabilmektedir. Bazal septum, 15-45 um mesafede yer almakta, konidiofor
gbovdesi cogunlukla tek ve uzun bir hiicreden (95-180 um) olusmakta, nadiren iki hiicreli
yapt gostermektedir. Bazal hiicre genellikle 80 um’den daha uzun olup asagiya dogru
daralmaktadir. Dip bélmenin genisligi 9-10 pm, apikal b6lmenin genisligi ise 10—12 um
olarak Olgiilmiistiir. Konidiler, ii¢ ila bes birimden olusan zincirler halinde meydana
gelmekte, kenar cizgileri dalgali goriiniim sergilemekte ve fibrozin cisimcigi
icermemektedir (Lindhout vd. 1993).

Bu patojenin neden oldugu hastalikta, yaprak ylizeylerinde beyaz tozumsu lekeler
ortaya ¢ikmaktadir. Salginin siddetlendigi durumlarda, bu belirtiler govde, yaprak sap1 ve
canak yapraklara da yayilabilir; ancak meyveler genellikle etkilenmez. Bu ydniiyle,
yalnizca yapraklarda enfeksiyon olusturan L. taurica’dan farklilik gosterir. Yogun
enfeksiyonlarda lezyonlar birleserek bitkinin fotosentez kapasitesini diigiiriir ve genel
gelisimini olumsuz etkiler. Hastalik 6zellikle sera iiretiminde yaygin olup, son yillarda
acik tarla domateslerinde de Onem kazanmaktadir. O. neolycopersici’nin konuk¢u
yelpazesi oldukg¢a genistir ve birgok Solanaceae ve Cucurbitaceae tiiriinii de igerecek
sekilde 13 bitki familyasindan 60’tan fazla bitkide hastalik olusturabildigi bildirilmistir
(Longone vd. 2020).

Domates tiirlerinde bu patojene karsi farkli dayaniklilik mekanizmalari
bulunmaktadir. Enfeksiyonun erken donemlerinde, dayanikli ve hassas genotipler
arasinda spor ¢imlenmesi ve enfeksiyon ipligi gelisimi bakimindan belirgin farkliliklar
ortaya ¢ikmaktadir. Domateste en yaygin savunma tepkisi, patojenin girig yaptigi
hiicrelerin  hizli  sekilde Olmesiyle enfeksiyonun sinirlandirildigr  hipersensitif
reaksiyondur (Jacob vd. 2008). Bu kiilleme hastalik etmeni O. lycopersici Diinya ‘da ve
Tirkiye’de acik ve oOrtli alt1 sebze yetistiricigi yapilan alanlarda 6nemli bir fungustur
(Mieslerova ve Lebeda 1999).

Bu kiilleme etmenine karst miicadele edilmezse firiin kayiplart %100
ulasabilmektedir. Bu fungusa kars1 kimyasal miicadele yapilabilmektedir. Ancak hastalik
ve zararlilarla miicadelede yogun sekilde kullanilan kimyasal girdiler ¢ift¢inin cebine yiik
olmakta, insan sagligini tehdit etmekte, ¢evre kirliligine neden olmakta, topragi bagimli
hale getirmekte ve en 6nemlisi bu fungus fungisite diren¢ kazanmaktadir. Bu durum gevre
dostu tarim uygulamalarinin 6nemini her gegen giin daha da artirmaktadir (Yavuz 2010).
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Bu baglamda, son yillarda gelistirilen genom diizenleme teknolojileri olan
Meganiikleazlar, Zinc Finger Nucleases (ZFN), Transcription Activator-Like Effector
Nucleases (TALEN) ve 6zellikle CRISPR-CAS9 sistemleri, bitkilerin hastaliklara kars1
dayanikliligin1 artirmada yenilikgi bir yaklasim sunmaktadir (Demirdégen vd. 2025).

2.3 Genom Diizenleme Teknolojileri
2.3.1 Meganiikleazlar

Meganiikleazlar, genom diizenlemede kullanilan ilk enzim gruplarindan biridir.
Bu enzimler; 6karyotlar, bakteriler ve arkeler dahil olmak iizere bir¢ok canli grubunda
tespit edilmis olup, cogunlukla sinif I intronlar ve inteinler tarafindan kodlanmaktadir.
Hiicrede yalnizca ¢ekirdek genomdan degil ayni zamanda mitokondri ve kloroplast
genomlarindan da sentezlenebilmektedir. Yapisal olarak meganiikleazlar, genellikle her
biri yaklasik 160-200 amino asit uzunlugunda iki alt birimden olusan homodimerik
proteinlerdir. Bu enzimler, 12 ile 40 baz ¢ifti arasinda degisen uzun ve 6zgiill DNA
dizilerini taniyabilme yetenegine sahiptir. Hedef diziyi tanidiktan sonra DNA iizerinde
cift zincir kirig1 olusturarak hiicrenin dogal onarim mekanizmalarini aktive etmektedirler
(Troder ve Zevnik 2022).

Tanima bdlgelerinin uzun olmasi, meganiikleazlarin genom iizerinde oldukga
sinirli sayida hedefe sahip olmasina yol agmaktadir. Bu durum, genomda istenmeyen
kesimlerin azalmasi agisindan bir avantaj saglarken, istenilen her hedef bdlge i¢in uygun
bir meganiikleaz bulunamamasi nedeniyle uygulama alanin1 O6nemli dlgilide
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, her ne kadar genom diizenleme teknolojilerinin temelini
olustursalar da tasarim esnekliklerinin diisiik olmasi sebebiyle giiniimiizde yerlerini daha
programlanabilir sistemlere birakmiglardir (Troder ve Zevnik 2022).

2.3.2 Cinko parmak niikleazlar (Zinc Finger Nuklease) (ZFN)

Cinko parmak niikleazlar, hedef DNA dizilerinde kesim yapabilmek i¢in
tasarlanmis yapay endoniikleazlardir. Bu sistem, DNA’ya baglanan ¢inko parmak (ZFN)
protein motifleri ile kesimden sorumlu olan FoklI niikleaz domaininin birlestirilmesiyle
olusturulmustur. Cinko parmak motifi ilk kez Xenopus laevis’te tanimlanmis ve DNA’y1
tanima yetenegi nedeniyle genom diizenleme calismalarinda kullanilmaya baglanmistir
(Akbudak ve Kontbay 2017). Her bir ¢inko parmak modiilii, belirli bir Giglii niikleotid
dizisini taniyabilen yaklasik 23 amino asitlik bir yapidan olugsmaktadir. Birden fazla ZF
modiliiniin art arda dizilmesiyle, hedeflenen gen bdlgesine 6zgii DNA baglanma alanlari
olusturulabilmektedir (Sekil 2.2.).
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Bu baglanma domaini, katalitik aktiviteyi saglayan Fokl enzimi ile
birlestirildiginde fonksiyonel ZFN yapisi elde edilmektedir (De Pater vd. 2009).

FokI enzimi tek basina kesim yapamadigi i¢in dimer olusturmasi gerekir. Bu nedenle
hedef bolgede karsilikli iki ZFN tasarlanir. Bu iki protein, DNA’nin zit zincirlerine
baglanarak Fokl domainlerinin bir araya gelmesini saglar ve boylece ¢ift iplikli DNA
kirig1 olusturulur. Kesim sonrasi olusan hasar, hiicrenin dogal NHEJ veya HR onarim
mekanizmalart ile diizeltilir ve bu siirecte hedef bolgede genetik degisiklik meydana
gelmektedir (Tufan ve Keles 2019).ZFN sisteminde 6zgiilliik; sol ve sag ZF baglanma
bolgeleri ile bu iki bolge arasindaki “spacer” (ara dizi) uzunlugunun birlikte etkisiyle
saglanmaktadir. Ancak her hedef gen icin yeni ZFN proteinlerinin tasarlanmasi
gerekliligi, yontemin en 6nemli dezavantajlarindan birisidir. Ayrica teorik olarak tiim
ticli niikleotid kombinasyonlarini taniyabilecek ZF motifleri bulunmasina ragmen,
pratikte bu kombinasyonlarin tamami heniiz liretilememistir. Bu durum, ZFN sisteminin
kullanim alanini sinirlayan faktorlerden biri olarak degerlendirilmektedir (Tufan ve Keles
2019). ZFN (Cinko Parmak Niikleaz) sisteminin hedef DNA bdlgesine baglanma ve
kesim mekanizmasinin sematik gosterimi Sekil 2.2 de verilmistir.

C-terminal ileri ZFP
ZFN baglanma bdlgesi Fot \ZF4 M 783 )< ZF2 ) ZF1 = N-terminal
C|GIG|T|G|ICITIAJAICIT|IG| T . AICIA|G|T| TIAIG|C]A|C|CIG
.‘.GCCACGATTGACV G| T| CIA| Al T| C| Al T|G|G| C| 5
N-terminal =—={ ZFI W 2zF2 W zF3 W 7ZF4 k;“—/ ZFN baglanma bélgesi
Geri ZFP C-terminal Spacer

s ¥

Sekil 2.2. ZFN (Cinko Parmak Niikleaz) sisteminin hedef DNA bdlgesine baglanma ve
kesim mekanizmasinin sematik gosterimi

2.3.3 Transkripsiyon Aktivator-Benzeri Efektor Niikleazlar (Transcription
Activator-Like Effector Nuclease) (TALEN)

Transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleazlar (TALEN), calisma prensibi
bakimindan ¢inko parmak niikleazlara (ZFN) benzerlik gostermektedir. Bu sistemde
kesici enzim bdlgesi olarak Fokl, DNA’y1 taniyan boliim olarak ise TALEN proteinleri
gorev yapmaktadir. TALEN proteinleri, bitki patojeni olan Xanthomonas cinsi
bakterilerden izole edilmistir (Malzahn vd.2017).

Xanthomonas patojeni, bitki hiicrelerine efektor proteinleri aktarmak amacryla
Tip II salgilama sistemi kullanmaktadir. Bu efektor proteinlerden bazilari, hiicre
cekirdegine yonelerek konukcu bitkide hassaslik genlerini aktive eden promotor
bolgelerine baglanmaktadir. TALEN proteinleri, yliksek derecede korunmus ve her biri
33-39 amino asitten olusan tekrar dizilerine sahiptir. Bu tekrarlarm 12. ve 13.
pozisyonlarindaki amino asitler degiskenlik gostermektedir ve bu bolge tekrar degisken
cift kalintisi olarak adlandirilmaktadir. Tekrar degisken ¢ift kalintisi, TALEN
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proteinlerinin hangi DNA bazina baglanacagini belirleyen temel faktordiir (Tufan ve
Keles 2019).

Bu yapida 12. amino asit, niikleotitle olan bagin kararliligini artirirken, 13. amino
asit ise hedef bazin taninmasinda gorev almaktadir. Her bir DNA baz1 igin 6zgiil RVD

eslesmeleri bulunmaktadir. Genom diizenleme amaciyla, TALEN proteinleri hedef DNA

dizisine uygun sekilde birlestirilerek 6zgiil bir baglanma bolgesi olusturulur (Topgu ve
Duran 2021).

TALEN dizilerinin, baglanacaklart DNA bolgesinde mutlaka bir timin (T) baz1 ile

baslamas1 gerekmektedir. Bu tanima domeyni, Fokl endoniikleazinin kesim bolgesi ile
birlestirilerek islevsel hale getirilir. ZFN sisteminde oldugu gibi, Fokl enzimi yalnizca
dimer formunda aktif oldugundan, her hedef DNA bolgesi icin iki ayrt TALEN
tasarlanmasi gerekmektedir (Malzahn vd. 2017).

Ancak her hedefi¢in yeni TALEN {iretimi yapilmas: hem maliyeti artirmakta hem
de siirecin uzamasina yol agmaktadir. Bu sinirlamay1 azaltmak amaciyla tek zincirli
TALEN (single-chain TALEN; scTALEN) yaklasimi gelistirilmistir. Bu yontemde, tek
bir TALEN dizisine iki adet Fokl kesim domeyni baglanarak hedef DNA bélgesinde ¢ift
iplikli kirik olusturulmasi saglanmaktadir. Béylece sistem daha ekonomik ve pratik hale
gelmektedir. TALEN tabanli genom diizenleme ¢aligsmalari; Arabidopsis, piring, tiitiin ve
Brachypodium gibi model bitkilerin yani sira, arpa ve misir gibi tarimsal agidan 6nemli
tiirlerde de basartyla uygulanmaktadir (Osborn vd. 2013).

2.3.4 Kiimelenmis Diizenli Aralikh Kisa Palindromik Tekrarlar (CRISPR/CAS)
Sistemleri

Diizenli araliklarla kiimelenmis palindromik tekrarlar anlamina gelen CRISPR-
CAS9, biyomedikal arastirmalarda biiyiik bir donilisiim yaratan bir genom diizenleme
teknolojisidir (Redman vd. 2016). Canlilar, viriisler ve diger zararli mikroorganizmalarla
stirekli bir miicadele i¢indedir. Bu karsilikli savas siirecinde, konukg¢u canlilar hayatta
kalabilmek i¢in iki farkli savunma sistemleri gelistirmistir. Dogustan gelen dayaniklilik,
mikroorganizmalarin genel yapilarin1 taniyabilen ve genetik olarak Onceden
programlanmis savunma mekanizmalarini igermektedir. Kazanilmis dayaniklilik ise daha
once karsilagilan etkenlere kars1 6zel yanitlar olusturan ve hafiza gelistirebilen sistemleri
kapsamaktadir. CRISPR-CASQ sistemi, bakterilerin viriislere kars1 olugturdugu edinilmis
bir dayaniklilik mekanizmasidir (Ji vd. 2015).

Ishino ve galisma arkadaslar1 1987 yilinda, E. coli bakterisinde alkali fosfataz
izoenzim doniigiimiinden sorumlu olan iap genini klonlayip dizilediklerinde, bu genin alt
kisminda tekrar eden kisa DNA dizileri fark etmislerdir. Bu tekrar dizilerinin, birbirinden
farkl fakat benzer uzunlukta kisa dizilerle, yani spacer bolgeleriyle ayrildigi goriilmiistiir.
Sonraki ¢alismalarda bu yapilar birgok bakteri ve arkede de tespit edilmistir (Barrangou.
ve Horvath, 2017).

Bu tekrar dizilerine 2002 yilinda CRISPR adi verilmistir. Daha sonra bu
bolgelerin hemen yaninda kiimelenmis CAS genleri kesfedilmistir. 2005 yil1 itibartyla bu
sistemin bakterinin genomuna nasil girdigi ve dogal dayaniklilikta nasil gorev yaptigi
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biiyiik 6l¢iide anlasilmistir (Jansen vd. 2002).

CRISPR-CAS9 sistemleri, dizilimi yapilan bakteri genomlarinin yaklagik
%45’ inde, arke genomlarinin ise %85’ inde bulunmaktadir. Bu sistemde yer alan CRISPR
dizileri, ge¢miste karsilagilan patojenlere ait kisa DNA pargalarin1 spacer olarak
saklamaktadir (Bortesi vd. 2016). Bu sayede hiicre, daha 6nce karsilastigi tehditleri
taniyabilmektedir. Spacer dizileri, CRISPR tekrarlar1 arasinda yer alan ve yabanci DNA
kokenli kisa pargalardir. CRISPR-Cas sisteminde bulunan CAS proteinleri, savunma
mekanizmasinin ¢alismasini saglamaktadir. Yani hedef DNA ’nin taninmasi, kesilmesi ve
etkisiz hale getirilmesi bu proteinler araciligiyla gergeklesir (Karaca ve ince 2018).

CRISPR-CAS9 teknolojisinin molekiiler temellerinin aydinlatilmasiyla birlikte,
bu sistem yalnizca prokaryotlara ait bir savunma mekanizmasi olarak degil, ayn1 zamanda
bitki genomunun hassas ve yonlendirilmis bigimde diizenlenmesini saglayan gii¢lii bir
biyoteknolojik ara¢ olarak degerlendirilmeye baslanmistir (Heigwer vd. 2014). Klasik
1slah yaklasimlarinda karsilasilan uzun gelistirme siireleri ve istenmeyen genlerin birlikte
taginmasi gibi kisitlamalar, CRISPR temelli genom diizenleme ydntemlerine olan ilgiyi
onemli dl¢lide artirmistir. Bu teknoloji sayesinde bitkilerde belirli gen bdlgeleri dogrudan
hedeflenebilmekte; zararli gen fonksiyonlart devre dis1 birakilabilmekte ya da arzu edilen
ozellikler kazandirilabilmektedir (Hu vd. 2024). Son yillarda yiiriitillen arastirmalar,
CRISPR/CASY sisteminin hem model bitkilerde hem de tarimsal degeri yiiksek tiirlerde
yiiksek basartyla uygulanabildigini ortaya koymustur. CRISPR-CAS9 teknolojisinin bitki
biyoteknolojisindeki en yaygin uygulama alanlarindan biri, bitkilerin hastalik etmenlerine
karst dayanikliligmin artirilmasidir (Cong vd. 2013). Bu stratejide ¢ogunlukla,
patojenlerin enfeksiyon siirecinde kullandig1 ve bitkide hassaslik olusturan genler hedef
alarak etkisiz héle getirilmektedir. Boylece bitki, hastaliga kars1 daha dayanikli bir
fenotip kazanabilmektedir (Doench vd. 2016).

2.4 MLO Genleri ve Kiilleme Hastahg: ile Iliskisi

Mildew Locus O (MLO) geni bitkiler de kiilleme hastaligina kars1 hassaslikta
sorumlu olan gen ailelerinden birisidir (Tek vd. 2022). MLO gen ailesi konukgu hiicrenin
duvarinda yedi transmembran yapisindan olusan bir protein olarak yer alan bitkilere 6zgii
proteinleri kodlayan ve bu proteinler kalsiyum ve kalmodulin bagimli sinyal iletim
siireclerinde gorev alan proteinleri kodlayan bir gendir (Li ve Xiao 2025). ilk olarak arpa
da tanimlanmus olup bitki patojen etkilesiminde 6nemli rol oynamistir (Calis 2011). MLO
genlerindeki mutasyonlar, Ozellikle de kiilleme hastaligima kars1 dayanikliligin
olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Kusch ve Panstruga 2017). Bu dayaniklilik tipi
genis spektrumlu, resesif (¢ekinik) karakterli olmasi nedeniyle 6nemli bir yer edinmistir
(Reinstiadler vd. 2010). Bitkilerde MLO geni temelli dayaniklilik ilk olarak arpa
cesitlerinde ticari olarak degerlendirilmis olup ancak bazi tiirlerde yaprak nekrozu ve
verim azlhigr gibi olumsuzluklar goézlenmistir (Pavan vd. 2010). Daha sonra bu
olumsuzluklarin ~ biiyilk ¢ogunlugu giderilmistir. Ayrica MLO  dayaniklilik
mekanizmasinin sadece arpada degil, domates basta olmak {izere bugday ve diger
bitkilerde de etkili oldugu belirtilmistir. Domateste ise bu genler genellikle S.
lycopersicum Mildew Locus O (SIMLO) seklinde adlandirilmistir (Bai vd. 2008). Son
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yillar da molekiiler ve biyoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde MLO genleri
tizerinde detayli calismalar yapilmustir.

Ozellikle CRISPR-CAS9 teknolojisinin kullanilmasiyla MLO gen bolgelerinde
mutasyonlar  olusturulabilmekte ve kiilleme hastaligina dayamikli  bitkiler
yetistirilmektedir (Dreiseitl 2024).

2.4.1 Domateste SIMLO Genleri

Domateste tanimlanan gesitli SIMLO genleri bulunmaktadir. Bunlardan 6zellikle
SIMLO1, SIMLO5 ve SIMLO8 genlerinin kiilleme hastaligi ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Pozharskiy vd. 2022). Bu genlerde mutasyon olusturarak bitkide kiilleme
etmenine karst dayaniklilik saglamaktadir (Zheng vd. 2016). Domateste SIMLO gen
ailesi, Ozellikle Oidium lycopersici tarafindan olusturulan kiilleme hastaligi ile iligkili
olarak yogun olarak ¢alisilmistir (Bhalerao vd. 2025). SIMLO genlerinin bazi iiyelerinin
fonksiyon kaybi durumunda bitkide kiillemeye karsi kalici ve genis spektrumlu
dayaniklilik olusturmaktadir (Calis 2011).

O. neolycopersici etmeni tarafindan olusturulan kiilleme hastaligi hem sera hem
de tarla kosullarinda yetistirilen domateslerde ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir.
Bu patojene karsi dayanikliligin, MLO genlerinin islev kaybina ugratilmasiyla
saglanabildigi daha Once yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. S6z konusu caligsmada
aragtirmacilar, domateste bulunan SIMLOZ2 genini hedef alarak CRISPR-CAS9 sistemi ile
dogal mutasyonlara benzer kiiclik delesyonlar olusturmay1 basarmislardir. Bu amagla,
PAM dizileri ve hedef oOzgilliigli dikkate alinarak 947 adet aday kilavuz RNA
tasarlanmig, bunlar arasindan off-target riski diislik olan 60 tanesi detayli analiz igin
secilmistir. Yapilan biyoinformatik degerlendirmeler sonucunda, en uygun o6zelliklere
sahip ilk bes gRNA belirlenmis ve bu dizilerin, dogada bulunan ol-2 mutasyonuna benzer
genetik degisimler olusturabilecek kapasitede oldugu tespit edilmistir. Bu sekilde elde
edilen mutasyonlarin, domateste kiilleme etmenine karst dayaniklilhik sagladig:
bildirilmistir (Prajapati ve Nain 2021).

Hiyar yetistiriciligi, kok-ur nematodu Meloidogyne incognita nedeniyle dnemli
Olciide zarar gérmektedir. Bu zararliya kars1 dogal dayaniklilik kaynaginin bulunmamasi,
klasik 1slah yontemlerini yetersiz hale getirmektedir. Bu nedenle, bitkide hastaliga
yatkinlig1 artiran genlerin hedeflenerek etkisizlestirilmesi, dayaniklilik kazandirmada
yenilik¢i bir yaklasim olarak degerlendirilmistir (Wang vd. 2018). Bu ¢alismada, hiyar
M. incognita ile etkilesimde rol oynayan klade V MLO genleri aragtirtlmigtir. Deney
sonuglari, model bitki olan Arabidopsis thaliana’da bu gen grubuna ait mutantlarin
nematoda kars1 daha dayanikli oldugunu ortaya koymustur (Consonni vd. 2006). Hiyar
genomunda ii¢ adet klade V MLO geni tanimlanmigtir: CsaMLO1, CsaMLOS8 ve
CsaMLO11. Nematod inokulasyonundan sonra bu genlerin ifade diizeylerinin belirgin
bigimde arttig1 gézlemlenmistir. Ayrica bu genlerin, Arabidopsis mutantlarinda yiiksek
diizeyde ifade edilmesi, bitkinin yeniden hassas hale gelmesine neden olmustur. Hiyarda
s6z konusu genlerin susturulmasi ya da CRISPR ile mutasyona ugratilmasi, kok-ur
nematoduna kars1 hassasligi 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Schouten vd. 2014).
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Gen diizenlenmis bitkiler, yabani tip ile benzer morfoloji ve meyve 6zellikleri
gostermistir. Bazi tekli ve ¢iftli mutant hatlarinda verimde azalma goriilsede, M8' ve M8
hatlarinda herhangi bir kayip tespit edilmemistir. Sonug olarak, klade V- MLO genlerinin
hiyarda M. incognita i¢in hassasiyet faktorleri oldugu belirlenmistir. Bu genler arasinda
CsaMLO8, hem dayaniklilik saglamasi hem de verim kaybina yol agmamas1 nedeniyle,
1slah galismalar1 i¢in en uygun aday gen olarak 6ne ¢ikmaktadir (Xie vd. 2025).

Capsicum annuum tiiriinde bulunan Mildew Locus O (CaMLO2) geni, sera
kosullarinda yetistirilen biberlerde yaygin olarak goriilen kiilleme gibi fungal
hastaliklarina kars1 bitkinin savunma sisteminde énemli bir rol oynamaktadir (Biischges
vd. 1997). Son yillarda genom diizenleme alaninda yasanan gelismeler, Ozellikle
CRISPR-CAS9 teknolojisi sayesinde, bitkilerde hastalik dayaniklilik olusturmada ve
tarimsal Ozellikleri gelistirmede daha 6nce miimkiin olmayan firsatlar sunmustur (R ve
HS 2017). Bununla birlikte, CRISPR tabanli uygulamalarin biber ¢esitlerinde kullanimi
hala smirhidir ve bitkilerin yeniden olusturulmasi (rejenerasyon) siireci zorlayici olmaya
devam etmektedir. Yapilan ¢alismada, dogrulanmis CaMLO2 hedefli gen diizenleme
sisteminin, alti farkli ticari aci biber ¢esidinde kullanilabilirligini inceleyerek bu
siirlamalar1 asmay1 amaglamistir (Kim vd. 2020).

Daha o6nce yiiksek verim sagladigi bildirilen CAS9/CaMLO2 sgRNA1-RNP
sistemi ile diisiik etkinlik gosteren CAS9/CaMLO2 sgRNA2-RNP sistemi, bu ¢aligmada
“Dempsey” tatli biber ve “CM334” ac1 biber c¢esitlerinden secilen alt1 ticari act biber
¢esidine uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, tiim ¢esitlerde sgRNA1 kullanimiyla
%06,3 ile %17,7 arasinda degisen gen diizenleme oranlar1 elde edilmistir. Buna karsilik,
sgRNAZ2 ile higbir gen diizenleme basaris1 gézlenmemistir. Bu durum, sgRNA1’in hedef
gen lizerinde daha etkili oldugunu agik¢a gostermektedir (Kim vd. 2020).

Bu bulgular, dogrulanmig CAS9/CaMLO2 sgRNAL-RNP sisteminin, genetik
yapist farkli olan gesitli C. annuum tiirlerinde CaMLO2 lokusunda etkili ve giivenilir bir
gen diizenleme yontemi sundugunu ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak bu ¢alisma,
CaMLO2 geninin hedeflenmesi yoluyla hastaliklara karst daha dayanikli biber

cesitlerinin gelistirilmesi igin giiclii bir genom diizenleme yaklagimi sunmaktadir (Park
ve Kim 2023).

Bitkilerde hastaliga hassaslikla iligkili genlerin hedeflenmesi, dayaniklilik
gelistirmede etkili bir strateji olarak One ¢ikmaktadir. Bu kapsamda CRISPR-CAS9
teknolojisi, savunma tepkisini baskilayan diizenleyici unsurlarin veya hassaslik
genlerinin islevsiz hale getirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Kiilleme hastaliginda
onemli bir hassaslik lokusu olan MLO geni, bir¢ok bitki tiiriinde fungal enfeksiyonlarina
kars1 direng elde etmek icin siklikla modifiye edilen genlerden biridir. Domateste birden
fazla MLO homologu bulunmakta olup, bunlar arasinda 6zellikle SIMLO1 geni kiilleme
etmenine karsi hassaslikla iligkilendirilmistir. Bu genin genom diizenleme yontemleriyle
devre dis1 birakilmasi sonucu, yabanct DNA i¢cermeyen ve dogal mutasyonlara benzer
delesyonlar tasiyan dayanikli hatlar gelistirilmistir. Ayrica SIMLO1 geninin
hedeflenmesiyle olusturulan mutant bireylerin, kiilleme etmeni Oidium lycopersici’ye
kars1 dayaniklilik gosterdigi ve belirgin olumsuz fenotipik degisiklikler sergilemedigi
bildirilmistir (Shawky vd. 2024)
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Kiilleme hastaligi, birgok bitki tiiriinde oldugu gibi hiyarda da 6nemli verim
kayiplarina neden olan yaygin bir fungal hastaliktir. Bu hastaliga karsi gelistirilen
dayanikli mekanizmalarinin genetik temeli olduk¢a karmasik olup, ¢ogunlukla birden
fazla genin etkilesimini icermektedir. Ozellikle MLO gen ailesinin, kiilleme hastaligina
kars1 hassaslik ve dayaniklilik siireglerinde kritik rol oynadigi bilinmektedir (Zhou vd.
2013).

Onceki calismalar, MLO genlerinin fonksiyon kaybina ugramasinin bitkilerde
kiillemeye kars1 dayanikliligi artirabildigini ortaya koymustur. Ancak bu dayaniklilik
mekanizmasinin yalnizca tek bir sinyal yolu iizerinden islemedigi; hipersensitif hiicre
Oliimii reaksiyonu (HR), hiicre duvar1 gliclendirmesi ve papilla olusumu gibi farkl
savunma tepkilerinin de siirece dahil oldugu bildirilmistir (Nie vd. 2015).

Bu kapsamda gerceklestirilen c¢aligmalarda, CRISPR-CAS9 gen diizenleme
teknolojisi kullanilarak hiyarda CsaMLO1, CsaMLO8 ve CsaMLO11 genlerinde hedefli
mutasyonlar olusturulmustur (Tek vd. 2022). Elde edilen bulgular, bu genlerin bitkinin
savunma mekanizmalarini baskilayici (negatif diizenleyici) sekilde islev gordiigiinii ve
enfeksiyonun farkli agamalarinda farkli roller istlendigini gostermektedir (Berg vd.
2015).

Ozellikle CsaMLO8 geninin fonksiyon kaybimin, patojenin bitkiye girisini
siirlayan enfeksiyon 0ncesi savunma mekanizmalariyla iliskili oldugu belirlenmistir.
Buna karsilik, CsaMLO1 ve CsaMLO11 genlerinin daha ¢cok enfeksiyon sonrasi savunma
stireglerinde etkili oldugu ve bu genlerin birlikte mutasyona ugratilmasinin hipersensitif
hiicre 6liimii temelli dayaniklilig: artirabilecegi ifade edilmektedir (Serrano vd. 2014).

Sonu¢ olarak, MLO genlerinin farkli iiyelerinin kiilleme hastaligina karsi
savunmada 06zgiil roller istlendigi ve CRISPR-CAS9 gibi modern biyoteknolojik
yaklasimlarin, bu genlerin hedeflenmesi yoluyla dayanikli bitki c¢esitlerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugu vurgulanmaktadir (Tek vd. 2022).

CRISPR-CAS9 teknolojisi kullanilarak, yabani domates bitkisinde birden fazla
genin (PSY1, MYB12 ve SGR1) ayni anda susturulmasiyla yesil meyveli hatlar
olusturulmustur. Daha sonra bu hatlar yabani tip bitkilerle geri ¢aprazlanarak BC1F1 nesli
elde edilmis, ardindan bu bireylerin kendilenmesi ile BCIF2 popiilasyonu
olusturulmustur. Yapilan gen susturma islemlerinin, meyve verimi ve kalite gibi temel
tarimsal ozellikler iizerinde belirgin bir degisiklige yol agmadan, esas olarak meyve
pigmentlerinin biyosentezi ve birikimi iizerinde etkili oldugu goriilmistir. Bu
yaklagimin, farkli genler tarafindan kontrol edilen diger fenotiplerin gelistirilmesinde de
uygulanabilir oldugu ve bitki 1slah1 agisindan 6nemli bir potansiyele sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica bu calisma, ¢oklu gen diizenleme stratejilerinin diger bahge

bitkilerinin gelistirilmesinde de referans olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Yang
vd. 2023).

Bu ¢alismada, yabani domateste dogal olarak bulunan ve kiilleme patojeni Oidium
neolycopersici’ye dayaniklilik saglayan OL-2 mutasyonunu modelleyerek, kiiltiir
domateste SIMLO1 genine yonelik CRISPR/CAS9 tabanli gRNA tasarimi ve taramasi
gerceklestirilmistir. SIMLO1 geni 15 ekzon ve 14 intron igerir; mutant OL-2 formunda 7.
ekzon tizerinde 19 bp’lik bir delesyon bulunmakta ve bu ¢erceve kaymasi mutasyonu
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proteinin islevini kaybetmesine yol agmaktadir. Yapisal modelleme, OL-2 mutant
proteininin bazi transmembran ve sitoplazmik bolgelerinin  eksik  oldugunu
gostermektedir; bu da II ve III alanlarinin patojene hassaslik icin kritik olabilecegini
diisiindiirmektedir. CRISPIR platformu ile 20 CAS9 varyanti i¢in toplam 947 aday gRNA
belirlenmis ve her varyantin en yiiksek skorlu iic gRNA’s1 olmak {lizere 60 gRNA, ileri
degerlendirme i¢in secilmistir (Prajapati ve Nain 2021).

Domates, diinya genelinde yaygin olarak tiiketilen bir sebzedir. Domateste sar1
yaprak kivircikligr viriisii (TYLCV) ve Oidium tirti funguslar, sirasiyla sar1 yaprak
kivricikligi ve kiilleme hastaligina yol acarak {iriin verimini diisiirmekte ve ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bircok ticari domates c¢esidi, TYLCV ve kiillemeye
hassasligi artiran genleri (SIPelo ve SIMLO1) tasimaktadir. CRISPR-CAS9 sistemi, bu
hassaslik genlerini hedef alarak hastaliklara dayanikli bitkiler gelistirmek icin etkili bir
yontem sunmaktadir. Bu ¢alismada, elit domates ¢esidi BN-86’da SIPelo ve SIMLO1
genlerine miidahale edilerek cift alelli mutasyonlar olusturulmustur. Sonuglar, SIPelo
mutantlarinda TYLCV birikiminin azaldigini, SIMLO1 mutant hatlarda ise kiillemeye
kars1 tam dayamiklhilik saglandigimi gostermistir. Bu bulgular, CRISPR-CAS9’un
domateste patojenlere dayanikli c¢esitler gelistirmede etkin bir arag oldugunu
dogrulamaktadir (Prajapati ve Nain 2021).

CRISPR-CASY, bitkilerde 6zellik gelistirmek i¢in giiglil bir aragtir; ancak karpuz
ve kavunda mutasyon verimliligini artirmak zor olmustur. Bu ¢alismada, kavunda fitoen
desatiirase (PDS) genini hedeflemek igin dort farkli sgRNA ekspresyon kaseti igeren
CRISPR sistemleri tasarlanmigtir. Vektorler Agrobacterium araciligiyla bitkilere
aktarilmigtir (Xin vd. 2022). Fenotipik ve genotipik analizler, Pol II promotorii ile
yonlendirilen tRNA ve Csy4 ara pargalarina sahip sistemlerin mutasyon verimliligini
onemli olciide artirdigini gdstermistir (%25-43). Ozellikle, Csy4 sistemi ile iiretilen
mutasyonlarin ¢ogu, iki hedef bolge arasinda biiyilk DNA silinmelerini i¢cermektedir.
Karpuzda ise Csy4 sistemi %41 civarinda diizenleme verimliligi saglamis ve fidelerin
cogunda biiyiik parcalar silinmistir. Analizler, kavun fidelerinin heterozigot, li¢ alelli ve
kimerik mutasyonlar gosterdigini, karpuz fidelerinin ise bazi homozigot mutasyonlar
icerdigini ortaya koymustur. Pol II promotdrii kullanimi, Pol III’e kiyasla kavunda
CRISPR verimliligini en ¢ok artirmis ve karpuzda da etkili olmustur (Wang vd. 2024)

CRISPR-CASY sistemi kullanilarak CaERF28 geninde yapilan tek transkript
modifikasyonu, biberde (C. annuum) antraknoz dayanikliligin1 6nemli 6l¢iide artirmistir.
Bu hastalik, tropikal ve subtropikal bolgelerde verim kaybina yol acan ciddi bir
problemdir ve geleneksel yontemlerle kontrolii sinirli basar1 gostermistir. Pol 11
promotorii ile yonlendirilen Cas9-sgRNA-RZ yapisi, Arka Lohit biber genotipinde
CaERF28’1 hedef almis ve yiiksek verimlilikle (%72-86) mutasyon olusturmustur.
Mutant hatlar homozigot olarak sonraki nesillere aktarilmig, T-DNA ve marker
icermeyen hatlarda dayanikli, spor sayist ve fungus bilylimesinin azalmasi ile savunma
genlerinin indiiklenmis ekspresyonu ile dogrulanmistir. Bu sonuglar, CaERF28’in
CRISPR tabanli diizenlemesinin biberde antraknoz dayaniklilik kazandirmada hizli,
giivenli ve etkili bir yontem oldugunu géstermektedir (Mishra vd. 2021).

17



MATERYAL VE METOT E.KOCAKAYA

3 MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Bu aragtirmada, domateste kiilleme hastaligina karsi dayaniklilik gelistirme
amaciyla segilen yerli bir domates ¢esidine (Komutan) ait ebeveyn hatlar bitkisel
materyal olarak kullanilmistir. Molekiiler diizeyde gerceklestirilen ¢alismalarda hedef
gen olarak SIMLO1 geni dikkate alinmis ve bu gene yonelik genomik DNA analizleri
yiritilmiistiir. Bakteriyel ¢ogaltim ve klonlama asamalarinda Escherichia coli DH5a
(Catalog 1D:CC-123) irkindan tercih edilmis, bitki transformasyon uygulamalarinda ise
Agrobacterium tumefaciens EHA105 (AddGene Catalog ID:CC-225) irkindan
yararlanilmistir. CRISPR-CAS9 temelli gen diizenleme ¢alismalarinda, hedef bolgelere
Ozgii olarak tasarlanan kilavuz RNA (gRNA) dizilerini igeren pHEE401E binari vektor
sistemi kullanilmigtir. Molekiiler analiz siireclerinde PCR amplifikasyonu, agaroz jel
elektroforezi ve DNA saflagtirma basamaklart uygulanmig; bu islemler igin gerekli
kimyasal reaktifler ve laboratuvar ekipmanlar1 standart protokollere uygun sekilde
kullanilmastir.

3.1.1 Bitki Materyali

Calismada bitki materyali olarak, kiilleme hastaligina hassas oldugu bilinen ticari
kokteyl F1 domates g¢esidinin ebeveyn hatlar1 se¢ilmistir. Transformasyon
uygulamalarinda kullanilmak {izere saf hat 6zelligi tasiyan ebeveynler A (ana) ve B
(baba) hatlar1 olarak adlandirilmustir. ilgili kokteyl domates ¢eside ait ebeveyn tohumlari
temin edilmis, ¢cimlenme islemleri kontrollii kosullarda gerceklestirilmis ve fide gelisimi
sonrasinda bitkilerden toplam genomik DNA elde edilmistir.

3.1.2 Kullanilan Besi ortamlari

3.1.2.1 Luria Bertani (LB) Agar Ortamm

Besi ortami1 LB molekiiler mikrobiyoloji ¢aligmalarinda yaygin olarak tercih
edilmektedir. Escherichia coli’nin in-vitro kosullarinda rekombinant suslarin elde
edilmesinde kullanilan en dikkat ¢ekici bakteri izolatidir. LB agar besiyerinin
hazirlanmas1 amaciyla 10 g Sodyum kloriir (NaCl) ,12 g agar, ve 5 g maya 6ziitii hassas
terazide dlgiimii yapilarak tartilmistir. Olgiilen maddeler 1 litrelik cam erlene aktarilmus
ve karisimin hacmi saf su ilavesiyle toplam 1 litreye ¢ikarilmistir. LB agar besiyeri i¢in
gereken bilesenler ¢izelge 3.1 de verilmistir. Bu ¢ozeltinin pH’s1 7.0’ ye ayarlanmistir. Bu
deger 1IN NaOH ve 1 N HCL cozeltileri ile istenilen pH aralifinin ayarlanma olasilig
vardir. Hazirlanan ortam 121 C°’de 20 dakika otoklav edilerek steril bir sekilde Petri
kutularma dokiilmiistiir. Transformant Escherichia coli hiicrelerinin ¢ogaltimi igin
hazirlanan ortamlarin igerisine kanamisin antibiyotigi katilarak Petri kaplarina
dokiilmiistiir.

3.1.2.2 LB sivi Hazirlamsi

Transformasyon asamasi gerceklestikten sonra kanamisin igeren LB agar
ortaminda ¢ogalan E. coli bakterilerin PCR ile dogrulamasi gergeklestikten sonra dogru
kabul edilen istenilen konsrakta sahip bakteri hiicrelerinden tek koloniler segilerek LB
s1v1 ortami ig¢erisinde ¢ogaltimi saglanmustir.
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Cizelge 3.1. Luria Bertani (LB) agar besiyeri i¢in gereken bilesenler

Icerik Miktar

NaCl 10 g
Tryptone 109

Maya Oziitii (Yeast Extract) 5¢

Agar 129

Saf su 1 Litre’ye tamamlanir.

Cizelge 3.2. Ortamlarda kullanilan antibiyotikler ve Yogunluklar1

Antibiyotik Kullanim Coziicii Stok Calisma
Tiiri Amaci konsantrasyon konsantrasyonla
u(mg/ml) r (mg/L)

Rifampisin ~ Agrobacterium
suslarinin
secilmesi ve
kontaminasyonu Methanol 50 25
n onlenmesi
amaciyla
kullanilmistir.

Kanamisin ~ Transformasyon

sonrast
transgenik bitki

ve Dbakterilerin Distile su 50 50
secilmesi

amaciyla

kullanilmistir.

3.1.2.3 Tez Calismasinda Kullanilan Bakteri Suslar1 ve Plasmid

Gen aktarimi ¢aligmalarinda E. coli DH5a (AddGene Catalog ID: CC-123)
plazmid DNA’sinin  ¢ogaltilmasi, korunmast ve klonlanmasit islemlerinin
gerceklestirilmesi amaciyla kullanilmis olup, Agrobacterium tumefaciens EHA105
(Catalog ID:CC-225) bakteri 1rklar1 rekombinant plazmidin bitki hiicrelerine
aktarilmasini saglamak amaciyla kullanilmistir. Gen klonlama ve transformasyon
islemlerinde pHEE401E plazmidi (Addgene ID:71287) CRISPR-CAS9 sistemini bitkiye
tasimak i¢in kullanilmistir. Hedef gene ait SgRNA dizilerini ve CAS9 proteinini igerdigi
icin bitkide gen diizenleme yapilmasini saglamaktadir.
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3.1.2.4 Kimyasallar ve Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar EK 1’de gosterilirken caligmalarda
kullanilan cihazlar EK 2’de gosterilmistir.

3.2 METOT
3.2.1 Domates Bitkisinden DNA izolasyonu

Domates bitkisinden genomik DNA izolasyonu i¢in CTAB yoOntemi
uygulanmistir. CTAB’nin agilimi Cetyltrimethylammonium Bromide olup, bitki
dokularindan yiiksek saflikta DNA elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan etkili bir
yontemdir. Bitki hiicreleri kalin bir hiicre duvarina sahiptir ve yiiksek oranda polisakkarit
ile fenolik bilesik igermektedir. Bu maddeler DNA saflastirma islemini zorlastirmaktadir.
CTAB yontemi, bu istenmeyen bilesenleri uzaklastirarak kaliteli ve saf DNA elde
edilmesini saglamaktadir(Aboul-Maaty ve Oraby, 2019).

Toplam niikleik asit izolasyonu i¢in hazirlanan CTAB ¢ozeltisi, her 5 mL i¢in 25
uL B-merkaptopetanol igcerecek sekilde hazirlanmistir. Kullanilacak 6rnek sayisina gore
gerekli hacim hesaplanarak CTAB c¢ozeltisi her seferde taze olarak hazirlanmistir. DNA
izolasyonunda takip edilen asamalar asagida verilmistir.

1- Ogiitiilecek bitki drnekleri Ependorf tiiplere yaklasik 100 mg olacak sekilde
alimmus ve her tiipe 150 uL CTAB tamponu eklenerek 6rnekler ezilmistir.

2- Homojen hale gelen orneklere 350 uL daha CTAB tamponu eklenmis ve
toplam hacim 500 pL olacak sekilde tamamlanmaistir.

3- Tiipler 65 °C termomikserde 1-2 saat inkiibe edilmistir.

4- Toplam hacim 500 pL oldugu igin tiiplere esit hacimde (500 uL) kloroform
eklenmis ve 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

5- Santrifiij sonrasi olusan iist faz (siipernatant) dikkatlice alinarak yeni ependorf
tiiplere aktarilmistir.

6- Alinan siipernatant hacmi kadar izopropanol ilave edilmistir.

7- Numuneler, DNA ¢okelmesini saglamak amaciyla —20 °C’de bir gece
bekletilmistir.

8- Numuneler ertesi giin 13.000 rpm’de 20 dakika santriflij edilmis ve iist siv1
dikkatlice uzaklastirilmistir.

9- Tiiplere 500 pL soguk %70 etanol ilave edilmistir.

10- Ornekler 13.000 rpm’de 5 dakika tekrar santrifiij edilmis ve tiip igerisindeki
s1vl tamamen uzaklastirilmistir.

11- Ethanoliin tamamen ugmasi igin tiipler 40—60 dakika boyunca kurutma kagidi
tizerinde oda sicakliginda bekletilmistir.
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12- Kuruyan peletler ¢ozdiiriilmek tlizere her tiipe 50-150 pL steril saf su
eklenmistir. Elde edilen DNA lar -20 °C derin dondurucuda kullanilincaya kadar
saklanmaktadir.

3.2.2 SIMLO1 Genlerinin Domates Bitkisinde Dogrulanmasi

Domates bitkisinde Oidium lycopersici etmenine karsi hassaslik faktorleri ile
iliskili olan SIMLO genleri genis bir literatiir taramasi1 sonucunda belirlenmistir. National
Center for Biotechnology Information (NCBI) sisteminde sirasiyla NC-090803.1
accession no ile tanimlanan bu genlere ait genomik sekanslar elde edilmistir.

Optimum erime sicakligina ve %GC'ye sahip primerler ¢alismamizda kullanim
icin aragtirtlmistir. Bu primerler daha sonra 100 uM (0.1 nmol/ul) primer stoklar1 elde
etmek i¢in saf suda ¢Ozdiirilmiistiir. Daha sonra, 100 uM primer stoklarnin 1: 10
oraninda seyreltilmesiyle 10 uM konsantrasyonda ¢aligma primerleri ortaya ¢ikarilmistir.
Dizayn edilen bu primerlerle PCR islemi gergeklestirilmis olup bu islemler sirasinda
MLO/F 5’-AATGCAGATAATATTGCTAGTTGGC-3° ve MLO/R 5’-
AGGGTACCTGAAAGAGTACAAAGTT-3’ primer ciftleri kullanilmistir. Burada PCR
iriinleri sekanslama icin kullanilacagindan PCR soliisyonunun toplam hacmi 10.5 pl
olarak hesap edilmistir (Green vd. 2019).

DNA izolasyonu yapilan oOrneklerde istedigimiz gen bdlgesini tasiyip
tasimadi@inin tespiti i¢in tasarlanan primerler ile PCR kurulmustur. Bu PCR firiinleri
sekanslama i¢in kullanilacagindan PCR soliisyonunun toplam hacmi 50 pl olarak
hesaplanmistir. Bu primer ciftleri PCR sonrasi agaroz jelde yiiriitiilerek istenilen gen
bolgelerine sahip oldugu gozlemlenmistir. PCR bilesenleri ve hacimleri ¢izelge 3.3 ‘de
gosterilmistir. PCR reaksiyonunun kosullari ¢izelge 3.4 °de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Polimeraz Zincir Amplifikasyonlar1 igin kullanilan sarf bilesenleri ve
hacimleri

PCR Bilesenleri Eklenen Hacimler
Xpert Fast Hotstart Mastermix(2x) with dye 6.25ul
Forward primer 1.00 ul
Reverse primer 1.00 pl
Su 225 ul
Kalip DNA 2.00 pl
Toplam 10.50 pl
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Cizelge 3.4. PCR amplifikasyonu kosullari

Asama On Denaturasvon Annealing  Extension = Son

§ Denaturasyon y (Baglanma) (Uzama) Uzama
Sicaklik 95 °C 95 °C 59 °C 72°C 72°C
Stire(dk) 3dk 15 sn 15sn 15sn 3dk
Dongi 1 %30 1
Sayist

Cizelge 3.5. SIMLO genlerine ait gen bolgelerinin kokteyl domates ¢esidinde varligini
ortaya koyabilmek icin dizayn edilen spesifik primer dizilimleri

Primer Beklenen Tm Degeri  Uriin Boyutu (Bp)
MLO/R

59 °C 200
MLO/F

3.2.3 gRNA Tasarim ve Konstrakt Olusturulmasi

Bu ¢alismada, SIMLO genlerinin CRISPR-CAS9 sistemi ile hedefe yonelik olarak
diizenlenebilmesi i¢in Oncelikle uygun kilavuz RNA (sgRNA) dizileri belirlenmistir.
Tasarlanan bu diziler temel alinarak gen aktariminda kullanilacak vektor sistemleri
olusturulmustur. Rekombinant DNA yapilarinin elde edilmesinde GoldenGate klonlama
yaklagimi tercih edilmistir. Elde edilen plazmid konstraktlar1 baslangigta Escherichia coli
hiicrelerine aktarilmis ve burada c¢ogaltilarak dogrulanmistir. Dogrulama islemlerinin
ardindan uygun bulunan yapilar, bitki transformasyonu ¢aligmalarinda kullanilmak tizere
Agrobacterium tiirlerine transfer edilmistir. Bu siiregler, ¢alismanin molekiiler diizeyde
yiiriitiilen temel metodolojik basamaklarini olusturmaktadir.

3.2.3.1 gRNA Tasarim

Bu ¢alismada hedef gen olan SIMLO1’ye ait referans dizisi, Phytozome v14 veri
tabanindan Solyc04G001288 erisim numarasi kullanilarak temin edilmistir. Kromozom
4 iizerinde konumlanan bu gene ait dizide, ekzon bdlgeleri belirlenerek isaretlenmistir

Elde edilen niikleotid dizisi, kilavuz RNA tasarimi amaciyla Benchling CRISPR
analiz platformuna yliklenmistir. Olusturulan aday gRNA dizileri; ilk ekzona yonelmesi,
yiiksek hedefleme dogrulugu (on-target skoru), diisiik olasi yan hedef etkisi (off-target)
ve uygun serbest enerji degerlerine sahip olmasi gibi kriterler dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda secilen gRNA dizileri ¢izelge 3.6 *da
sunulmustur (Hsu vd. 2013).
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Cizelge 3.6. Dizayn edilen gRNA dizilimleri, On-Target, Off-Target analiz sonuglar1 ve
SIMLOL1 iizerindeki pozisyonlari. Ok isareti yonleri gRNA yoniinii isaret etmektedir

Gen Uzerindeki

gRNA Dizilim Pozisyon
gRNAZ2 GGCGATTAAACCAGAAAAG 126-145
On-Target 46.2
Off-Target 54.1

3.2.3.2 CRISPR/CAS9 Vektoriiniin Elde Edilmesi

SIMLOL1 geninde CRISPR-CAS9 yontemiyle, mutasyon olusumunu tesvik etmek
icin gerekli bilesenleri igeren vektor klonlama yontemiyle gergeklestirilmistir (Weber et
al., 2011). Secilen gRNA’ler Bsal tanima bolgesi eklenerek hem sense hem de antisense
olacak sekilde sentezleme islemi gergeklestirilmistir. Bu sentetik oligoniikleotidler
birbirinin komplementer dizilerine sahip olmustur ve diziler 1 uM olacak sekilde
seyreltikten sonra aymi tlipte Dbirlestirilmistir. Bu sayede tek sarmalli gRNA
oligoniikleotidleri, ¢ift sarmalli hale getirilmistir. Bu islem her bir gRNA i¢in de
yapilmigtir. Daha sonra bu diziler, gRNA uyumlu giris plazmidine ayni enzim ile
aktarilmigtir. GoldenGate klonlama reaksiyonlarinin optimizasyonu amaciyla farkli
enzim ve DNA konsantrasyonlar1 denenmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda en
yiiksek klonlama veriminin elde edildigi reaksiyon kosullar1 belirlenmis ve sonraki
calismalarda bu kosullar kullanilmistir. Reaksiyon igin, 1 uL gRNA, 1 uL gRNA uyumlu
plazmid (80 ng/uL), 1.5 uL T4 DNA ligase buffer, 1 uL T4 DNA ligase, 1.5 uL bsal, 8
uL niikleaz icermeyen su kullanilmistir. Reaksiyon sirasiyla, 37 C’de 3 dakika, 16 C’de
5 dakika olacak sekilde 40 dongii ve 80 C’de 5 dakika enzim inaktivasyonu i¢in
thermocycler da inkiibe edilmistir. Elde edilen GoldenGate {irtinii E. coli DH5a igerisinde
heatshock yontemiyle daha 6nce tarif edildigi gibi aktarilmistir (Froger ve Hall 2007).
Daha sonra hiicreler 50 pg/ml Kanamisin ve mavi/beyaz taramayla segilmistir.
Plazmidler, beyaz hiicrelerin secilip sivi LB besiyerinde ¢ogaltilmasi sonrasinda izole
edilmistir. Bu sayede AtU6:gRNAL: gRNAL yapisi elde edilmistir. Daha sonra gRNA
ifade kaseti, CmYLCV: CAS9: polyA ve CaMV35S: nptll:polyA kasetleriyle,
GoldenGate klonlama yontemiyle birlestirilmistir. Bu islem icin ayni reaksiyon bu
plazmidler ile kurulup klonlama isleminde Bsal enzimi kullanilmistir. Elde edilen
ligasyon iiriiniit DH50’da ¢ogaltilip, plazmid izole edildikten sonra kesim enzimi ve NGS
ile dogrulanmistir. Elde edilecek T-DNA yapist Sekil 3.1°de gosterilmistir (Engler vd.
2014).
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gRNA2
GGCGATTAAACCAGAAAAG

SIMLO1
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T-DNA

bolvA

Sekil 3.1. SIMLO1 geninin sematize edilmis hali ve bu geni hedeflemek igin olusturulan
CRISPR-CAS9 gen diizenleme sistemine yerlestirilen T-DNA yapisi. AtU6: Arabidopsis
thaliana promoteri, gRNA2: Rehber RNA2 sekansi, CmYLCV: Cestrum yellow leaf
curling virus (CmYLCV) promoter1 genellikle doku kiiltiir i¢in tercih edilir, SpCas9:
Plazmid igerisindeki CAS9 sekansi, polyA: polyadenylation sekansi, CaMV35S:
Cauliflower mosaic virus 35 S promoteri, nptll: secici marker olarak neomycin
phosphotransferase II geninden olusmaktadir.

Cizelge 3.7. gRNA hedef bolgelerinin dogrulanmasi amaciyla, ilgili gen bolgelerine 6zgii
primerler tasarlanmistir. Bu primerlere ait dizilimler, beklenen erime sicakliklari (Melting
Temperature: Tm) ve amplifikasyon sonucu olugmasi dngoriilen {iriin boyutlari

Kullanim Amaci

pHEE401E plazmidinin
ligasyon sonras1 kontrolii

Primer pHEE401E -F pHEE401E -R
Beklenen Tm Degeri 59 °C 59 °C
Uriin Boyutu (Bp) 574 574

pHEE401E plazmidinin
ligasyon sonrasi kontrolii
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3.2.3.3 Plazmid Hakkinda Temel Bilgiler

Bu caligmada, ticari olarak temin edilen pHEE401E (Addgene ID:71287) binari
vektori kullanilmigtir. S6z konusu plazmid, daha once E. coli DHS5a irklarina
aktarilmistir. Transformasyon sonrasi elde edilen bakteriyel hiicreler, uygun
konsantrasyonlarda antibiyotik igeren LB besiyerinde cogaltilarak kiiltiire edilmistir.
Calismada kullanilan plazmid, SnapGene yazilimi kullanilarak tasarlanmis ve hedef gen

bolgelerine 6zgii rehber RNA (gRNA) dizileri plazmid yapisina entegre edilmistir (Sekil
3.2).

fac promoter (CAP binding site |
35S promoter  (

AsiSI (1211)
RsrII (125

5)

LB T-DNA repeat
Sacll (2431)

PHEE401E
17,112 bp

BSIWI (s465)

(10,123) BssHII
(o559) BStEIL

(8927) AfIIT [ \ 362

(9592) HindIIT [ SPhI_(8362)

M13 Forward

s79) M13/pUC Forward Pmel (s483)

Sekil 3.2. SIMLO gen bolgelerini hedeflemek tizere tasarlanmis gRNA aktarilacagi
pHEE401E vektoriine ait fiziksel yap1 semasi.

3.3 GoldenGate Reaksiyonu

Cizelge 3.8’de belirtilen PCR bilesenleri kullanilarak gRNA hedef bolgesi
amplifiye edilmistir. Bu basamagin temel amaci, gRNA dizilerinin plazmid vektore
aktarimina uygun hale getirilmesidir. SIMLO 1-1F ve SIMLO 1-1C primerleri tek iplikli
yapida olduklarindan, bu islem sirasinda sentetik oligoniikleotidlerin birbirine
tamamlayic1 diziler olusturmasi saglanmistir. Her iki primer 1 pM olacak sekilde
seyreltilmis ve aym tiip igerisinde birlestirilmistir. Bdylece tek zincirli gRNA
oligoniikleotidleri ¢ift zincirli forma doniistiiriilmiistiir. Primerlerden her biri 1 pl alinarak
48 pl saf su ile karistirilmis ve karisim 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan, ¢ift
sarmal olusumunun tamamlanmasi amaciyla oda sicakliginda yaklasik 20 dakika
bekletilmistir (Nekrasov vd. 2017).
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Cizelge 3.8. GoldenGate klonlama reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve reaksiyon

hacimleri
| Ta T4 | Kesim .
Kompotentler | Su Oligo Ligase Ligase Enzimi Plazmid
buffer Bsal

Hacimler 5,50 ul | 2.00 ul 0.50 pl 0.50 ul | 0.50 pul 1.00 pul
Cizelge 3.9. GoldenGate reaksiyonu’nun dongii kosullari

Sicaklik 37 °C 16 °C 37 °C 80 °C

Zaman 7 dk 5dk 7 dk 10 dk

Dongt x35

3.4 Heat-shock ile Plasmidin E.coli DH5a’ya aktarilmasi

Bu islemin amaci, GoldenGate klonlama yontemi ile elde edilen ve promotér,
gRNA ile terminatdr bolgelerini igeren rekombinant pHEE401E plazmidinin
cogaltilmasidir. Bu kapsamda, GoldenGate reaksiyonu sonucunda elde edilen plazmid
DNA ile 100 ul kompetent E.coli hiicreleri buz {izerinde ¢6zdiiriilmiistiir. PCR iglemi
sonras1 elde edilen plazmid DNA’nin tamamu transformasyon ig¢in kullanilmistir.
Kompetent hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra plazmid DNA ile 1,5 ml’lik steril Ependorf
tiiplerinde karistirilmis ve buz iizerinde yaklasik 25 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
hiicreler 42 °C’de 30 saniye siireyle 1s1 sokuna tabi tutulmus ve hemen sonrasinda tekrar
buz tlizerinde 5 dakika bekletilmistir. Is1 soku sonrasinda tiiplere aseptik kosullarda 900
ul LB s1v1 besiyeri eklenmis ve hiicreler 37 °C’de, 300 rpm hizda ¢alkalamali inkiibatorde
1,5-2 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan érnekler 13.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edilmistir. Ust fazin yaklasik 900 pl’lik kismi uzaklastirilmis ve pelet
yeniden siispanse edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, kanamisin i¢ceren LB agar
besiyerlerine yayma yontemi ile ekilmis ve petriler ters gevrilerek 37 °C’de 16-24 saat
inkiibasyona birakilmistir (Green vd. 2020).

3.5 Koloni PCR

Is1 soku (heat-shock) yontemi ile plazmid aktarimi gerceklestirilen hiicrelerin
ekildigi petriler, bir giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin olusan koloniler
gozlemlenmis ve transformasyonun dogrulanmasi amaciyla koloni PCR analizi
uygulanmustir.
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Cizelge 3.10. Koloni PCR bilesenleri ve hacimleri

Xpert Fast
PCR Hotstart Forward | Reverse .
. . . Su . . Koloni Toplam
Bilesenleri | Mastermix primer primer

(2x) with dye

Eklenen 6.25ul 2.25ul | 1.00 pl 1.00 ul | 2.00 ul 10.50 pl
Hacimler

Koloni PCR analizi sonucunda dogrulanan pozitif koloniler, petrilerden steril
pipet ucu yardimiyla alinarak falkon tiiplerine aktarilmistir. Bu koloniler, 5 mL LB s1v1
besiyeri ve 5 pl kanamisin antibiyotigi iceren ortamlarda kiiltiire edilerek 37 °C’de bir
gece inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen PCR friinleri %1,5’lik agaroz jel
elektroforezinde 70 V’de yliriitiilmiis ve hedef DNA bantlarinin varlig1 dogrulanmstir.
Jel elektroforezi sonucunda beklenen biiytikliikte bant veren koloniler arasindan segilen
uygun koloni, 100 pl’lik steril pipet ucu yardimiyla alinarak 5 mL LB besiyeri ve 5 pl
kanamisin (50 mg/mL) igeren ortama inokiile edilmistir. Kiiltiirler, 37 °C’de 300 rpm
hizda ¢alkalamalr inkiibatorde 12—16 saat biiytitiilmiistiir.

Cizelge 3.11. PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan kosullar

Sicaklik 95°C 95°C 59°C 72°C 72°C 4°C
Siire (DK) 3dk 15sn 15sn 15sn 3dk o0
Dongu 1 %30 1 1
Sayist

3.6 Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu, bakteriler icerisinde bulunan plazmid DNA’sinin saf ve
kullanilabilir sekilde elde edilmesi amaciyla gergeklestirilen bir islemdir. Bu islem
sirasinda bakteriyel hiicreler pargalanarak plazmid DNA genomik DNA ve diger hiicresel
bilesenlerden ayrilir. Elde edilen plazmid DNA, molekiiler biyoloji g¢alismalarinda
klonlama, PCR, sekanslama ve gen aktarimi gibi uygulamalarda kullanilmaktadir
(Birnboim vd. 1979).
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1) Falkon tiiplerde ¢ogaltilan plazmid igeren E. coli kiiltiirleri 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilir. Santrifiij islemi sonucunda bakteriyel hiicreler tiipiin dibinde pelet
(¢Okelti) formunda toplanir.

2) Supernatant atilir.

3) Pelet tizerine 250 pL Resuspension Solution eklenir ve hiicrelerin tamamen
siispanse olmasi i¢in vortex ile homojenizasyon saglanir.

4) 250 uL Lysis Solution eklenir ve hiicrelerin tamamen par¢alanmasini saglamak
amaciyla tiip 4-6 kez nazikge ters c¢evrilerek karistirilir.

5) 350 uL Neutralization Solution eklenir ve karisimin homojen hale gelmesi igin
tiip nazikg¢e karistirilir. Ardindan siispansiyon ependorf tiiplere aktarilir ve ¢okelmenin
tam olarak gergeklesmesi i¢in bekletilir.

6) 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yapulir.

7) Santrifiij islemi sonrasi elde edilen siipernatant, 6zel filtreli ependorf tiiplere
aktarilir ve filtrasyon isleminin gerceklesmesi saglanir.

8) 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulanir. Santrifiij islemi sonrasinda
slipernatant filtre membranindan gecerek alt tiipte toplanr.

9) 500 uLL. Wash Solution tiiplere ilave edilir ve 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasi filtrenin alt kisminda biriken sivi uzaklastirilir.

10) Tekrar 500 pul Wash solition tiiplere ilave edilir.1 dk santrifiij yapilir.

11) 50 uL Elution Buffer eklenir ve 2 dakika beklenir. Ardindan 13.000 rpm’de 2
dakika santrifiij yapilir.

12) Bu asamadan sonra filtreli kisim atilir ve alt tiipte toplanan sivi kullanilarak
sonraki islemler gerceklestirilir.

13) Qubit cihazi ile yogunluklar1 6l¢tilmiistiir

Plazmid izolasyonunun ardindan elde edilen DNA’nin dogrulugunu kontrol etmek
amaciyla tekrar PCR analizi yapilir. Elde edilen iirlinler, bir teknoloji firmasindan hizmet
alinarak Sanger sekanslama yontemi ile dizilemeye gonderilir. Sekans analiz sonuglari
degerlendirildiginde, hedef insertlerin plazmid igerisine dogru sekilde klonlandigi
dogrulanmistir.

3.7 Agrobacterium EHA105 Bakterisi Aracihigi ile Gen Aktarim

3.7.1 Agrobacterium tumefaciens competent cell hazirlama ve elektroporasyonu
islemi

E. coli’de ¢ogaltilan ve sekanslama ile dogrulanan konstrakt, Agrobacterium
tumefaciens EHA105 irkina elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir. Bu islem
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oncesinde EHA105 1rkina ait kompetent hiicrelerin hazirlanmasi i¢in asagidaki protokol
uygulanmistir (Wise vd. 2006).

Kompetent A. tumefaciens hatlarinin elde edilmesi amactyla, 50 mg/L rifampisin
iceren LB agar besiyerine ekim yapilmis ve 28 °C’de inkiibasyon sonucunda koloniler
gelistirilmistir. Elde edilen kolonilerden tek koloni secilerek, yine rifampisin iceren 10
mL s1vi LB besiyerine sahip 50 mL Falcon tiipe aktarilmis ve 28°C’de bir gece boyunca
calkalamal1 inkiibasyonda ¢ogaltilmistir.

Bu kiiltirden 5 mL alinarak 50 mL LB besiyeri iceren 300 mL’lik erlene
aktarilmig ve uygun inkiibasyon kosullarinda ODgoo = 0.4 Absorbans degerine ulasincaya
kadar yaklasik 2—3 saat boyunca hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir. Hiicreler daha sonra
50 mL’lik Falcon tiiplere aktarilmis ve buz iizerinde 20 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan 4 °C’de 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir.
Olusan bakteri peletleri 10 mL 0.1 M CaCl. ¢ozeltisi igerisinde yeniden siispanse edilmis
ve buz lizerinde 30 dakika bekletilmistir. Bu siirenin ardindan tekrar santrifiij islemi
uygulanmis ve hiicreler 2 ml soguk 0.1 M CaCl: ve %15 gliserol igeren ¢6zeltide yeniden
siispanse edilmistir. Son asamada hiicre siispansiyonu 1.5 mL’lik Ependorf tiiplerine 50
uL olacak sekilde paylastirilmig ve ileride kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza
edilmistir.

3.7.2 Elektroporasyon ile Plasmidin Elektrokompatent Agrobacterium EHA105
Irkina Aktarilmasi

Elektroporasyon yontemi ile A. tumefaciens EHA105 irkina aktarilacak olan
pHEE401E plazmidi, transformasyon oncesinde spektrofotometre kullanilarak 60 ng/pl
konsantrasyona ayarlanmistir. Bu islem 6ncesinde, Agrobacterium tuemefaciens EHA105
kompetan hiicre eldesi i¢in ilgili protokol uygulanmuistir.

Hazirlanan A. tumefaciens kiilturleri -80 °C’de saklandiktan sonra kullanim
oncesinde buz tizerinde ¢ozdiirtilmiistir.

GoldenGate klonlama yontemi ile elde edilen pHEE401E plazmidi, steril 1.5
ml’lik Ependorf tiiplerine 10 pl hacminde aktarilmis ve elektroporasyon islemi 6ncesine
kadar buz iizerinde muhafaza edilmistir.

Buz tizerinde tutulan 40 pl elektrokompetan Agrobacterium tumefaciens EHA105
hiicre siispansiyonu, 10 pl plazmid igeren ependorf tiipiine ilave edilerek toplam hacim
50 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Hazirlanan hiicre silispansiyonu, elektroporasyon islemi i¢in kiivete aktarilmigtir.
Siispansiyon, elektrotlarin bulundugu elektroporasyon kiivetine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dikkatlice yerlestirilmis ve kiivetin kapag1 kapatilmigtir. Kiivetin dis

yiizeyi kurulanarak Biorad marka Gene Pulser Xcell cihazinin elektroporasyon haznesine
yerlestirilmistir. 4 milisaniye sire ve 2.5 kV gerilim degerleri uygulanarak
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elektroporasyon islemi gergeklestirilmistir. Islem sonrasinda kiivet icerisine 950 ul LB
Broth eklenmis ve hiicre siispansiyonu steril kabin igerisinde ependorf tiipe aktarilmistir.

Ependorf tiip 28 °C’de calkalayici inkiibatorde 2-3 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan 12.000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonrasi
olusan siipernatantin 700 ul’si steril kabin igerisinde uzaklastirilmis, kalan hacim
icerisindeki pelet dikkatlice reslispanse edilmistir.

Kanamisin (50 mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) iceren LB agar besiyerlerine her
bir 6rnekten 100 pl olacak sekilde ekim yapilmis ve plaklar 28 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir.

Yeterli koloni biiytikliigiine ulagan koloniler, steril pipet ucu yardimiyla alinarak
kanamisin (50 mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) iceren 5 ml LB siv1 besiyerine inokiile
edilmistir. PCR ile dogrulamasi yapilan koloniler, 37 °C’de 12—16 saat boyunca 225 rpm
hizda calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

Uzun siireli saklama amaciyla kiiltiirin OD600 degeri 0.6 hiicre yogunluguna
ulasincaya kadar spektrofotometrik dlgtimler yapilmistir. Ardindan 500 pl kiiltiir ile 500
ul %40 (v/v) steril gliserol karistirilarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmis ve -80
°C’de muhafaza edilmistir.

Elektroporasyon islemi sonrasinda, transformant plazmidin Agrobacterium
tumefaciens EHA105 irkina basarili bir sekilde aktarilip aktarilmadigini dogrulamak
amaciyla pHEE401E/F ve pHEE401E/R primer ¢iftleri kullanilarak koloni PCR analizi
gergeklestirilmistir.
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4 BULGULAR ve TARTISMA
4.1 SIMLO Genlerinin Domates Bitkisinde Dogrulanmasi

Genis kapsamli literatiir taramast sonucunda belirlenen SIMLO genlerinin, tez
calismasinda kullanilan F1 ticari kokteyl domates g¢esidinin hem anne hem de baba
hatlarinda bulunup bulunmadigini ve tasarlanan gRNA dizilerinin hedef bdolgelerini
dogrulamak amaciyla PCR analizleri gergeklestirilmistir. NCBI veri tabanindan elde
edilen NC _090803.1 accession numarasina sahip genomik sekanslar temel alinarak, ilgili
genlere 0zgli primerler tasarlanmis ve belirlenen PCR kosullar1 ile reaksiyonlar
kurulmustur. Elde edilen PCR iiriinleri %1,5 agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmis ve
bu gen i¢in yaklasik 200 bp biiyiikliigiinde bantlar gbzlenmistir (Sekil 4.1). Boylece ilgili
genlerin hem anne hem de baba hatlarinda varligi dogrulanmistir. PCR ftirtinleri 50 pl
hacime ayarlanarak biyoteknoloji firmasina gonderilmis ve Sanger sekanslama yontemi
ile dizileme sonuglari temin edilmistir. Elde edilen sekans verileri dogrultusunda,
calismada kullanilacak gRNA hedef bolgeleri netlestirilmistir.

\“‘
|

S e «— 200 Bp

Sekil 4.1. F1 domates ¢esidinin ana (1) ve baba (2) ebeveyn hatlarinda SIMLO gen
bolgelerine 6zgl primerler kullanilarak gerceklestirilen PCR analizi sonucu elde edilen
agaroz jel gorilintiisii. PCR amplifikasyonu sonucunda hedef gen bolgelerine karsilik 200
Bp biiyiikliigiinde MLO1 geninin varligi her iki ebeveyn hattinda ortaya konmustur.

Bu calisma kapsaminda, elde edilen gen dizileri NCBI veri tabaninda yer alan
referans sekanslarla karsilastirilarak olasi tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) agisindan
degerlendirilmistir. Sanger sekanslama sonucglarina gore analiz edilen bolgelerde
herhangi bir SNP veya dizilim varyasyonu tespit edilmemistir. Bu bulgular, SIMLO gen
dizilerinin NCBI veri tabanindaki referans dizilerle uyumlu oldugunu gostermektedir.
CRISPR-CASY c¢alismalarinda, gRNA’larin hedef DNA bolgelerine dogru ve 6zgiil
sekilde baglanmasinin dogrulanmasi, CAS9 aracili kesim etkinligi ve sistemin
Ozgiilliigiinlin giivence altina alinmasi agisindan kritik bir kalite kontrol asamasidir. Bu
nedenle, hedef bolgelerin sekans diizeyinde dogrulanmasi deneysel siirecin énemli bir

31



BULGULAR ve TARTISMA E.KOCAKAYA

pargast olarak gerceklestirilmistir. Nitekim ana ve baba hatlardan elde edilen DNA
sekanslar igerisindeki SIMLO geninin (Sekil 3.1) varligi ortaya konmus burada uygun
rehber, hedef RNA lar ile palindromik sekans belirlenmistir.

Bu ¢alismada hedef gen bolgelerinde herhangi bir varyasyonun tespit edilmemesi,
tasarlanan gRNA dizilerinin her iki ebeveyn hattinda da 6zgiil olarak baglanabilecegini
ve elde edilecek mutasyonlarin CRISPR-CAS9 sistemine bagli olarak olusacagini
gostermektedir. Ayrica SIMLO gen dizilerinin referans genom ile tam uyum gdstermesi,
CRISPR-CAS9 araciligiyla bu genlerin hedeflenmesinin giivenilirligini artirmakta ve
ilerleyen generasyonlarda elde edilecek fenotipik degisimlerin daha dogru sekilde
yorumlanmasina olanak saglamaktadir.

4.2 GoldenGate© Reaksiyonu

Yukarida belirtilen kosullar ve konsantrasyonlar dogrultusunda GoldenGate
klonlama reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu asama, CRISPR-CAS9 sisteminin etkinligi
acisindan kritik bir basamak olarak degerlendirilmektedir. Calismada GoldenGate
klonlama yontemi kullanilarak ¢oklu gRNA dizilerinin uygun bir konstriiksiyon
icerisinde basariyla birlestirildigi belirlenmistir. Ik asamada, SIMLO 1-2F ve SIMLO 1-
2C primerleri tek sarmalli yapida olduklarindan, gergeklestirilen islem ile sentetik
oligoniikleotitlerin birbirine komplementer hale gelmesi saglanmistir. PCR reaksiyon
karigimi; 5.5 pl saf su, 1 pl plazmid DNA, 2 pl oligoniikleotit, 0.5 pl T4 ligaz tamponu,
0.5 pl restriksiyon enzimi ve 0.5 pl T4 ligaz enzimi igerecek sekilde hazirlanmis ve uygun
PCR kosullarinda reaksiyon yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon sonucunda hedef SIMLO genine
yonelik gRNA dizilerini tasiyan CRISPR-CAS9 konstriiksiyonu elde edilmistir. Elde
edilen bu konstriikksiyonlar, c¢aligmanin sonraki basamaklarinda kullanilmak iizere
muhafaza edilmistir.

Sekil 4.2. GoldenGate klonlama yontemi agamalari
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4.3 Heat-shock ile Plasmidin E.coli DH5a’ya Aktarilmasi

GoldenGate klonlama reaksiyonu sonucunda elde edilen rekombinant plazmid, 1s1
soku (heat-shock) yontemi kullanilarak E. coli DHS5a hiicrelerine aktarilmistir.
Transformasyon islemine ge¢ilmeden 6nce, bakteri hiicrelerinin se¢ilimi i¢in kullanilacak
olan kanamisin antibiyotiginin etkinligi belirli kosullar altinda test edilerek
dogrulanmistir. Transformasyon sonrasinda, pHEE401E plazmidini tasiyan hiicreler
kanamisine karst dayaniklilik kazandigindan, yalnizca bu plazmidi basariyla almig
bakteriler sec¢ici besiyerinde gelisim gosterebilmistir. Kanamisin igeren LB agar
ortaminda gozlenen koloni olusumu, plazmidin bakteriye basarili bir sekilde aktarildigini
ve ekspresyon i¢in uygun sekilde tasindigini gostermektedir.

- -E:m i. —

=

Sekil 4.3. Is1 soku (heat-shock) transformasyonu sonrasi kanamisin igeren LB besi
ortaminda gelisen, pHEE401E plazmidini tasiyan E. coli DH5a kolonileri

Is1 soku (heat-shock) transformasyonu sonrasinda, pHEE401E plazmidinin
kanamisin dayaniklilik geni tagimasi sayesinde yalnizca bu plazmidi igeren transformant
hiicrelerin kanamisin ilaveli LB agar ortaminda ¢ogalabildigi gézlemlenmistir. Bu durum,
plazmidin E. coli DHS5o hiicrelerine dogru ve kararli bir sekilde aktarildigini
gostermektedir. DHS5a irkinin diisiik rekombinasyon aktivitesine sahip olmasi ve yiiksek
plazmid stabilitesi sunmasi, klonlama sonrasi plazmid ¢ogaltiminda bu irkin tercih
edilmesinin baslica nedenlerinden biridir.

Sonug olarak, GoldenGate klonlama ile elde edilen pHEE401E plazmidinin E. coli
DHS5a hiicrelerine basarili bir sekilde transfer edilmesi hem klonlama asamasinin hem de
transformasyon siirecinin etkinligini ortaya koymaktadir. Elde edilen transformant
koloniler, sonraki agsamalarda gerceklestirilecek plazmid izolasyonu, restriksiyon analizi
ve sekans dogrulama c¢aligmalar1 icin gilivenilir ve uygun bir baslangic materyali
olusturmaktadir.
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Elde edilen bulgular, c¢oklu gRNA iceren kompleks CRISPR-CAS9
konstriiksiyonlarinin bakteriyel sistemlerde ¢ogaltilmasinda heat-shock transformasyon
yonteminin etkili ve tekrarlanabilir bir yontem oldugunu gostermektedir.

4.4 Koloni PCR

Heat-shock yontemi ile E. coli transformasyonu sonrasinda, pHEE401E plazmid
yapisinda aktarilmasi hedeflenen insertlerin varliin1 dogrulamak amaciyla, kanamisin
iceren LB agar ortaminda gelisen tek kolonilerden segilen 6rneklerden PCR yapilmustir.
Elde edilen PCR fiiriinleri %1.5’lik agaroz jel elektroforezinde 70 V’da yiiriitiilmiistiir.
Analiz sonucunda, hedeflenen bdlgede yaklasik 500 bp biiyiikliigiinde bant elde
edilmesiyle kolonilerin dogrulugu teyit edilmistir.

100 Bp
Ladder

Sekil 4.4. Koloni PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii. Segilen 6
E.coli kolonisi spesifik primerlerle beklenen biiyiikliikte bant olusturmustur.

Koloniler 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda gelisimi gozlenen ve varligi
dogrulanan koloniler, steril 100 pl’lik pipet ucu kullanilarak 5 pl kanamisin igeren 5 ml
LB siv1 besiyerine aktarilmigtir. Steril falcon tiiplere alinan bu kiiltiirler, 37°C’de 300
rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde 24 saat siireyle cogaltilmistir. Koloni PCR ydntemi,
rekombinant plazmidlerin hizli ve dogrudan sekilde dogrulanmasina imkéan saglamasi
nedeniyle klonlama ¢aligmalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir.

Elde edilen bant uzunlugunun beklenen fragment boyutu ile uyumlu olmasi, insert
DNA’nin vektor igerisine dogru yonde ve biitliinligi korunarak aktarildiginm
gostermektedir. DNA’nin varliginin dogrulanmasindan sonra ideal biiytikliikteki pozitif
koloniler 100 ul’lik pipet ucu ile alinarak 5 pl kanamisin (50 mg/mL) i¢eren 5 mL LB
ortamina eklenmistir. Kiiltiirler, hava girisini tamamen engellemeyecek bigimde gevsek
kapatilmis kapakli tiiplerde hazirlanmis ve 37°C’de, 225 rpm hizinda ¢alisan ¢alkalamal
inkiibatorde 12—16 saat boyunca gelismeye birakilmistir. Uzun donem muhafaza islemleri
i¢in kiiltiir yogunlugu diizenli olarak spektrofotometrede 6l¢iilmiis ve OD600 degeri 0.6
seviyesine ulastiginda islem sonlandirilmistir. Ardindan 500 pL bakteri kiiltiirii ile esit
hacimde (%40) steril gliserol karistirilmig, hazirlanan karistm 1.5 mL hacmindeki
Ependorf tiiplerine aktarilmis ve —80 °C’de depolanmustir.
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Sekil 4.5. PCR analizi ile pozitif oldugu belirlenen kolonilerin, kanamisin i¢eren LB broth
ortamina aktarilmasi

45 Plazmid izolasyonu

Is1 soku yontemi kullanilarak bakterilere aktarilan plazmidlerin ¢ogaltilmasinin
ardindan plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla GeneJET Plasmid Miniprep
Kit kullanilmistir. zolasyon sonucunda elde edilen plazmid DNA’lar1, uygun primerler
araciligiyla PCR analizine tabi tutulmustur. PCR iglemi belirlenen kosullar dogrultusunda
yiiriitiilmiistiir. Elde edilen amplifikasyon {irtinleri, dogrulama amaciyla analiz edilmistir.
Son asamada dogrulanan 6rnekler, dizi analizi i¢in ilgili firmaya gonderilmis ve Sanger
sekanslama yontemi ile incelenmistir. Sanger sekanslama sonucunda elde edilen
niikleotid dizileri veri tabaninda bulunan hedef gen dizileri ile karsilastirilmig ve hedef
bdlgenin dogru sekilde klonlandig1 dogrulanmustir.

Sekil 4.6. Plazmid izolasyonu ve Qubit cihazinda plazmid yogunluk 6lgtimii
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4.6 Elektroporasyon ile Plasmidin Elektrokompatent Agrobacterium EHA105
Irkina Aktarilmasi

Elektroporasyon yontemi kullanilarak plazmid DNA, elektrokompetan
Agrobacterium tumefaciens EHA105 irkina aktarilmistir. Bu islem 6ncesinde, plazmidin
cogaltilmasi amaciyla E. coli DHS5a irkina 1s1 soku yontemi ile transformasyon
gergeklestirilmistir. Ardindan plazmid DNA izolasyonu, GeneJET Plasmid Miniprep Kit
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen plazmidlerin igerdigi insert bolgelerinin dogrulugunu
teyit etmek amaciyla, pHEE401E vektoriine 6zgii primer ciftleri kullanilarak PCR analizi
uygulanmistir. PCR reaksiyonlari, ilgili ¢izelgelerde belirtilen kosullar dogrultusunda
yiritilmistir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR firiinleri, dizi analizi i¢in
yetkili bir firmaya gonderilmis ve Sanger sekanslama yontemi ile analiz edilmistir.
Sekans verilerinin degerlendirilmesi sonucunda, hedef gen parcalarinin plazmid yapisina
dogru sekilde klonlandig1 dogrulanmustir.

es Primers Actions Tools Window He

HEE401E_F.ab1

Sekil 4.7. Plazmid igerisine klonlanan gRNA bdlgelerinin, Sanger dizileme yontemi ile
dogrulanmasina ait kromatogram ¢iktilari

Yukarida elektroporasyon yonteminde agiklanan uygulamalar dogrultusunda
kompetent hale getirilen Agrobacterium tumefaciens EHA105 irkina, 2.5 kV voltaj ve 4
milisaniye siire ayarlarinda ¢alisan Gene Pulser Xcell cihazi kullanilarak elektroporasyon
uygulanmistir. Elektroporasyon oncesinde, aktarimi gergeklestirilecek olan pHEE401E
plazmidinin konsantrasyonu spektrofotometrik 6l¢iim ile 60 ng diizeyine ayarlanmigtir.

Elektroporasyon sonrasinda elde edilen transformant hiicreler Ependorf tiiplere
alinmis ve 28 °C’de 2-3 saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan hiicre
siispansiyonundan 100 pl alinarak kanamisin (50 mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) igeren
LB agar besiyerine yayma ekim yapilmistir. 28 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan
yogun koloni olusumu gozlenmis ve bu durum elektroporasyon isleminin basarili
oldugunu gostermistir.

Yeterli biiyiikliige ulasan koloniler steril pipet ucu yardimiyla secilerek,
kanamisin (50 mg/L) ve rifampisin (25 mg/L) iceren 5 ml LB s1v1 besiyerine aktarilmistir.
PCR analizi ile dogrulanan koloniler, 37 °C’de 225 rpm hizinda ¢alkalamal1 inkiibatdrde
12-16 saat siireyle ¢ogaltilmistir. Uzun siireli muhafaza amaciyla, kiiltiir yogunlugu
ODsoo = 0.6 degerine ulasincaya kadar spektrofotometrik dl¢iimler yapilmis, ardindan 500
ul bakteri kiiltiirti ile 500 pl %40 steril gliserol karistirilarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
alinmis ve -80 °C’de saklanmustir.
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Sekil 4.8. Plazmid DNA’nin elektroporasyon yontemi ile Agrobacterium tumefaciens
EHA105 irkina aktarilmasi

Elektroporasyon iglemi sonrasinda transformant plazmidin Agrobacterium
tumefaciens EHA105 irkina basarili bir sekilde aktarilip aktarilmadigini belirlemek
amaciyla pHEE401E/F ve pHEE401E/R primer ¢ifti kullanilarak koloni PCR analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR firtinleri %1,5’lik agaroz jel elektroforezinde 70
V’da yiiriitiilmiistiir. Analiz sonucunda, incelenen 15 koloniden 5’inde hedef bolgede
yaklagik 200 bp biiytikliigiinde bant elde edilerek insert DNA varligi dogrulanmistir

Bu c¢alismada elde edilen bulgular, domateste kiilleme hastaligina karsi
dayaniklilik gelistirilmesine yonelik gelecekte yapilacak genom diizenleme ¢aligsmalarina
onemli bir temel olusturmaktadir. Calisma kapsaminda SIMLO gen bolgesini hedefleyen
CRISPR-CAS9 konstraktinin basariyla olusturulmasi, plazmid dogrulamalarinin
gerceklestirilmesi ve Agrobacterium aracili aktarim basamaklarinin basarili sekilde
tamamlanmasi, ilerleyen siiregte transgenik veya gen diizenlenmis dayanikli domates
hatlarinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Ozellikle sera yetistiriciliginde nemli
ekonomik kayiplara neden olan Oidium lycopersici etmenine karsi dayanikli ¢esitlerin
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gelistirilmesi, kimyasal fungisit kullanimin1 azaltarak daha siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu
iiretim sistemlerinin olusturulmasina katki saglayacaktir.

Calismanin ilk asamasinda hedef gen olarak SIMLO1 geni se¢ilmistir. MLO
genleri bitkilerde kiilleme etmenlerinin bitki hiicrelerine girisini kolaylastiran hassaslik
genleri olarak bilinmektedir. Daha Once yapilan ¢aligmalar, SIMLOL1 geninin islev
kaybma ugratilmasi durumunda domateste kiilleme hastaligina karst dayaniklilik
olustugunu gostermistir. Bu nedenle dayaniklilik genlerini aktarmak yerine hassaslik
geninin etkisiz hale getirilmesi daha kalict ve etkili bir yaklasim olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica bu yontem, klasik 1slah calismalarinda goriilen uzun
seleksiyon siireglerini azaltma potansiyeline sahiptir.

gRNA tasarimi1 asamast CRISPR-CAS9 sisteminin en kritik basamaklarindan
biridir. Bu ¢alismada hedef bolge olarak SIMLOL geninin birinci ekzonu segilmistir.
Birinci ekzonun tercih edilmesinin temel nedeni, bu bolgede meydana gelen
mutasyonlarin genellikle proteinin erken donemde islev kaybetmesine neden olmasidir.
Hedef bolgenin genin baglangic kisminda bulunmasi, olusacak delesyon veya
insersiyonlarin tiim proteinin yapisini bozma olasiligini artirmaktadir. Literatiirde de
fonksiyon kaybi olusturmak amaciyla genlerin erken ekzonlarinin hedeflenmesinin daha
basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir.

Tasarlanan gRNA'nin kesim verimliligi ve off-target riski degerlendirilmistir. Gen
diizenleme caligmalarinda yiiksek kesim verimliligi hedef bolgede mutasyon olusma
thtimalini artirirken, diisiik off-target riski genomun diger bdlgelerinde istenmeyen
degisikliklerin meydana gelmesini engellemektedir. Bu nedenle gRNA sec¢iminde
yalnizca hedef bolgeye baglanabilen dizilerin tercih edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Off-target etkilerinin azaltilmasi, ileride elde edilecek bitkilerde fenotipik degisikliklerin
yalnizca hedef gen diizenlemesinden kaynaklandiginin gosterilebilmesi agisindan da
gereklidir.

gRNA dizilerinin CRISPR-CAS9 vektoriine aktarilmasinda GoldenGate
klonlama yontemi kullanilmistir. GoldenGate klonlama son yillarda bitki biyoteknolojisi
caligmalarinda yaygin olarak tercih edilen bir yontemdir. Bu ydntemin en Onemli
avantajlarindan biri Tip IIS restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA parcalarinin belirli
bir yonde ve yiiksek dogrulukla birlestirilebilmesidir. Geleneksel restriksiyon ligasyon
yontemlerine kiyasla daha hizli sonu¢ vermesi ve ayn1 anda birden fazla DNA pargasinin
klonlanabilmesine olanak saglamasi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Calismada kullanilan
Bsal enzimi hedef bolgeleri taniyarak uygun yapiskan uglarin olusmasini saglamis, T4
DNA ligaz ise olusan DNA parcalarmin birlestirilmesinde gorev almistir. Bu sayede
gRNA dizileri basariyla vektore aktarilmistir.

GoldenGate klonlama sonrasinda rekombinant plazmidlerin g¢ogaltilmasi
amaciyla E. coli hiicreleri kullanilmistir. E. coli molekiiler biyoloji ¢alismalarinda hizli
cogalmasi, kolay kiiltiire alinabilmesi ve yiiksek miktarda plazmid iiretimine olanak
saglamasi nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu ¢alismada plazmid aktarimi
heat shock yontemi ile gergeklestirilmistir. Heat shock uygulamasi sirasinda hiicre
zarinda gegici gegirgenlik artist meydana gelmekte ve plazmid DNA'nin hiicre igerisine
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girmesi saglanmaktadir. Bu yontem ekonomik olmasi ve 6zel ekipman gerektirmemesi
nedeniyle yaygmn kullanilmaktadir. Elde edilen koloniler plazmid tasiyan hiicrelerin
basartyla se¢ildigini gostermistir.

Transformasyon sonrasinda plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir. Plazmid
izolasyonu, klonlama igleminin dogrulanmasi ve sonraki asamalarda kullanilacak yiiksek
saflikta DNA'nin elde edilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Izolasyon sirasinda
uygulanan alkali lizis yontemi bakteriyel hiicrelerin pargalanmasini saglarken
kromozomal DNA ve proteinlerin ortamdan uzaklastirilmasina olanak tanimaktadir. Elde
edilen plazmidlerin uygun Kkalitede olmasi sonraki PCR ve transformasyon
basamaklarinin basarisin1 dogrudan etkilemektedir.

Rekombinant plazmidlerin dogrulanmasinin ardindan plazmidler Agrobacterium
tumefaciens hiicrelerine elektroporasyon yontemiyle aktarilmistir. Agrobacterium, bitki
transformasyonunda en yaygin kullanilan bakteridir ve yabanci DNA'y1 bitki hiicrelerine
dogal olarak aktarabilme yetenegine sahiptir. Elektroporasyon yontemi, hiicrelere kisa
siireli yiikksek voltaj uygulanarak zar {iizerinde gegici porlar olusturulmasi esasina
dayanmaktadir. Bu yontem o6zellikle biiyiik plazmidlerin aktariminda yiiksek verim
saglamaktadir. Calismada elektroporasyonun tercih edilmesi, CRISPR-CAS9 tasiyan
vektorlerin Agrobacterium hiicrelerine etkin sekilde aktarilmasini saglamistir.

Bu c¢alismada bitki transformasyonu ve mutasyon analizleri gergeklestirilmemis
olmakla birlikte, elde edilen sonuglar sonraki asamalar icin saglam bir temel
olusturmustur. Gelecekte yapilacak ¢alismalarda Agrobacterium aracili transformasyonla
domates bitkilerine gen aktarilmasi, hedef bolgelerin sekans analizi ile dogrulanmasi ve
elde edilen bitkilerin kiilleme hastaligina karsi dayanikliliklarinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Ozellikle SIMLO1 geninde olusacak mutasyonlarmn fenotipik etkilerinin
ortaya konulmasi, calismanin nihai amacina ulasmasi agisindan biiylik Onem
tasimaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma SIMLO1 geninin CRISPR-CAS9 sistemi ile SImlol
mutasyonuna olusturacak tiim molekiiler hazirlik asamalarinin basariyla tamamlandigini
gostermektedir. Elde edilen bulgular, gelecekte kiilleme hastaligma dayanikli domates
cesitlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecek 6nemli bir altyap: olusturmustur.

Gelecekte yapilacak c¢alismalarda, olusturulan CRISPR-CAS9 konstraktlarinin
domates bitkilerine aktarilmasi ve rejenerasyon basamaklarinin tamamlanmasi
gerekmektedir. Daha sonra elde edilen bitkilerde hedef gen bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlarin molekiiler diizeyde dogrulanmasi 6nem tasimaktadir. Ozellikle sekans
analizleri ile indel mutasyonlarinin belirlenmesi, hedef dis1 (off-target) degisimlerin
incelenmesi ve mutasyonlarin kalitimsal stabilitesinin arastirilmasi gereklidir. Bunun
yaninda gelistirilen mutant hatlarin Oidium lycopersici enfeksiyonuna kars1 fenotipik
olarak test edilmesi, dayaniklilik diizeylerinin belirlenmesi agisindan 6énemli olacaktir.
Kontrollii sera kosullarinda ve daha sonra tarla denemelerinde gerceklestirilecek patojen
inokulasyon caligmalar1 ile mutant bitkilerin hastalik siddeti, verim ve kalite 6zellikleri
ayrintili olarak degerlendirilmelidir.

Literatiirde MLO genlerinin islev kaybmin kiilleme hastaligima karsi genis
spektrumlu dayaniklilik sagladigi birgok calismada bildirilmistir. Ozellikle arpa
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bitkisinde tanimlanan mlo dayanikliligi, uzun yillardir dayanikliligini koruyan en basarili
orneklerden biri olarak kabul edilmektedir. Domateste ise SIMLO1 geninin CRISPR-
CASO sistemi ile hedeflenmesi sonucunda kiilleme hastaligina karsi dayanikli mutant
bireylerin elde edildigi belirtilmistir. Shawky ve ark. (2024) tarafindan gerceklestirilen
caligmada, SIMLO1 geninde olusturulan kii¢iik delesyonlarin bitkide belirgin morfolojik
bozukluk olusturmadan dayaniklilik sagladigi bildirilmistir. Benzer sekilde Prajapati
(2021), SIMLO gen bolgelerini hedefleyen gRNA tasarimlari ile dogal mutasyonlara
benzer degisikliklerin olusturulabilecegini ve bu yaklasimin kiilleme hastaligina karsi
etkili sonu¢ verdigini belirtmistir. Bu c¢alismada elde edilen molekiiler dogrulama
sonuglar1 da s6z konusu arastirmalarla paralellik gostermektedir.

Bununla birlikte, gelecekte yalnizca tek bir MLO geninin degil, birden fazla
SIMLO geninin birlikte hedeflenmesi daha giiglii ve kalict dayaniklilik mekanizmalarinin
gelistirilmesine katki saglayabilir. Ciinkii baz1 ¢calismalarda farkli MLO homologlarinin
birlikte gorev aldigi ve tek gen mutasyonlarinin bazi durumlarda yeterli koruma
saglamadigi belirtilmektedir. Ozellikle SIMLO1, SIMLOS5 ve SIMLOS8 genlerinin birlikte
degerlendirilmesi, c¢oklu gen diizenleme stratejileri agisindan ©nemli olabilir.
CRISPR/Cas9 teknolojisinin ayn1 anda birden fazla hedef bdlgeyi diizenleyebilme
ozelligi, bu yaklasimin uygulanabilirligini artirmaktadir.

Ayrica ilerleyen ¢alismalarda yalnizca hastalik dayanikliligi degil, gen diizenleme
sonrast bitkilerde meydana gelebilecek olast fizyolojik degisimlerin de incelenmesi
gerekmektedir. Bazt mlo mutantlarinda yaprak nekrozu, gelisme geriligi veya verim kaybi
gibi istenmeyen etkiler goriilebildigi literatiirde bildirilmektedir. Bu nedenle gelistirilecek
mutant hatlarin agronomik 0Ozelliklerinin ayrintili sekilde degerlendirilmesi 6nem
tasimaktadir. Dayaniklilik ile yiiksek verim ve kaliteli iirin 6zelliklerinin korunmasi,
genom diizenleme ¢aligmalariin tarimsal uygulamalara aktarilabilmesi agisindan kritik
bir basamaktir.

Son yillarda CRISPR-CASY teknolojisinin yalnizca domates degil; biber, hiyar,
bugday ve piring gibi bir¢ok bitki tiiriinde basarili sekilde uygulanmasi, bu yontemin bitki
hastaliklar1 ile miicadelede giiglii bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Ozellikle fungisit
kullaniminin azaltilmasi, ¢evre ve insan sagliginin korunmasi ile siirdiiriilebilir tarim
uygulamalarinin desteklenmesi agisindan genom diizenleme teknolojileri biiyiik dnem
tasimaktadir. Bu calisma da gelecekte gelistirilecek kiilleme hastaligina dayanikli
domates cesitleri i¢cin 6nemli bir baslangic¢ niteligi tasimaktadir.
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5 SONUCLAR

Oidium lycopersici, domates basta olmak tizere bircok sebze ve meyve tiirlinde
ciddi verim ve kalite kayiplarina neden olan 6nemli bir fungal hastalik etmenidir. Bu
kiilleme hastaliklariyla miicadelede kullanilan fungisitlerin hem insan sagligina zararl
etkileri hem de hastaliklara dayaniklilik kazandirmasindan dolay1 yeni alternatifler
gelistirilmistir. Bu alternatiflerin en basinda da dayanikli g¢esit gelistirmek gelmektedir.
Kiilleme hastaligina kars1 dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi, siirdiirtilebilir bitki {iretimi
acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada, domateste hastalik ile iliskili oldugu
bilinen MLO genlerinin hedeflenmesi amaciyla CRISPR-CAS9 genom diizenleme
teknolojisinden  yararlanilmistir.  Ozellikle SIMLO1 gen bolgesinde mutasyon
olusturularak kiilleme hastaligina karsi dayaniklilik gelistirilmesi hedeflenmistir.
Literatiirde MLO genlerinin inaktivasyonunun bir¢ok bitki tiiriinde kiilleme hastaligina
karsi kalict ve genis spektrumlu dayaniklilik sagladigi bildirilmektedir.

Calismanin ilk asamasinda SIMLOL1 geninin birinci ekzon bolgesine yonelik
gRNA tasarimi gerceklestirilmis ve hedef bolgenin kesim verimliligi ile off-target riski
degerlendirilerek uygun gRNA dizisi belirlenmistir. Tasarlanan gRNA dizilerine ait
oligoniikleotidler sentezlenmis ve GoldenGate klonlama yontemi kullanilarak
pHEE401E vektoriine aktarilmistir. Klonlama islemi sonrasinda rekombinant plazmidler
kompetan E. coli hiicrelerine heat shock yontemi ile aktarilmigtir. Antibiyotik igeren
besiyerlerinde elde edilen koloniler, transformasyon isleminin basarili oldugunu
gostermistir. Transformasyon sonrasinda segilen kolonilerden plazmid izolasyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen plazmidler koloni PCR analizleri ile dogrulanmigtir. PCR
sonuclarinda beklenen biiytikliikte bantlarin elde edilmesi, gRNA dizisinin hedef vektore
basartyla klonlandigin1 gostermistir.

Dogrulanan rekombinant plazmidler daha sonra Agrobacterium tumefaciens
hiicrelerine elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir. Elektroporasyon sonrasinda
antibiyotik sec¢ilimi altinda gelisen koloniler, plazmid aktarimimin basarili sekilde
gercgeklestigini ortaya koymustur. Boylece CRISPR-CAS9 sistemini tasiyan rekombinant
vektoriin hem E.coli hem de Agrobacterium tumefaciens hiicrelerine aktarimi bagariyla
tamamlanmistir. Elde edilen sonuglar, SIMLO1 geninin hedeflenmesine yonelik
molekiiler klonlama ve transformasyon basamaklarinin basarili  bir sekilde
gerceklestirildigini  gostermektedir. Calisma kapsaminda tasarlanan gRNA dizileri
kullanilarak CRISPR-CAS9 sistemi etkin bir sekilde uygulanmig, Agrobacterium aracili
transformasyon yontemi ile hedef gen boélgelerinde diizenlemeler gergeklestirilmistir.
Transformasyon sonrasi elde edilen hatlarda yapilan koloni PCR analizleri, gen bolgesi
amplifikasyonlar1 ve sekans dogrulama ¢aligmalar1 sonucunda bazi bitkilerde hedef MLO
bolgesinde mutasyonlarin meydana geldigi belirlenmistir. Elde edilen molekiiler
bulgular, kullanilan CRISPR-CAS9 sisteminin domates genomunda basarili bir sekilde
calistigini ve hedef gen tlizerinde etkili diizenlemeler olusturabildigini gostermistir.

Bu c¢alismadan elde edilen genetik CRISPR-CAS9 gen diizenleme sistemiyle
SIMLO1 geni Simlol gen mutasyon olusumunu saglayacaktir. Elde edilen rekombinant
Agrobacterium kolonileri ileride gerceklestirilecek gen aktarimi g¢aligmalarinda
kullanilabilecek niteliktedir. Sonu¢ olarak calisma, kiilleme hastaligina dayanikli
domates bitkilerinin gelistirilmesine yonelik sonraki arastirmalar i¢in gerekli molekiiler
altyapinin olusturuldugunu ortaya koymustur.
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Aragtirma sonucunda elde edilen veriler, MLO genlerinin baskilanmasinin Oidium
lycopersici enfeksiyonuna karsi bitkinin savunma mekanizmalarini gii¢lendirebilecegini
ve hastalik gelisimini sinirlandirabilecegini ortaya koymustur. Bu durum, CRISPR-CAS9
tabanli genom diizenleme c¢alismalarinin bitki hastaliklarina kars1 dayanikli ¢esit
gelistirilmesinde 6nemli bir biyoteknolojik ara¢ oldugunu desteklemektedir. Ayrica
calismadan elde edilen sonuglar, literatiirde bildirilen benzer caligmalar ile uyum
gostermekte olup, domateste genetik dayaniklilik 1slaht agisindan umut verici bulgular
sunmaktadir.

Sonug olarak bu g¢alisma, CRISPR-CASY teknolojisinin domateste kiilleme
hastaligina kars1 dayaniklilik gelistirilmesinde etkili ve uygulanabilir bir yontem
oldugunu ortaya koymustur. Hedef MLO genlerinde olusturulan mutasyonlarin, gelecekte
hastaliga dayanikli domates cesitlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, elde edilen mutant hatlarin fenotipik 6zelliklerinin
detayli olarak incelenmesi, farkli c¢evre kosullarindaki performanslarinin
degerlendirilmesi ve hastalik dayaniklilik diizeylerinin kapsamli sekilde test edilmesi
gerekmektedir. Ayrica ilerleyen calismalarda farklit MLO gen aile iiyelerinin birlikte
hedeflenmesi ile daha giiglii ve kalict dayaniklilik mekanizmalarinin gelistirilmesi
miimkiin olabilecektir.
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7 EKLER

Ek 1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Cihaz Adi

Kullanim Amaci

Hassas Terazi

Tartim, uygulamalarinda

Vorteks

Vorteks, karistirma, ¢okeltme, islemleri
i¢in kullanilacaktir.

Mini Satnrifiij

Klonlama, PCR ve DNA Izolasyonu
islemlerinin uygulanmasi sirasinda
kullanilacaktir

Elektroforez Jel

Goruntiileme Sistemi

Jellerin goriintiilenmesi, DNA analizleri

Derin Dondurucu

PCR, Vector, Agrobacterium, Kesim
enzimleri, DNA ve RNA sarflarinin uzun
siireli saklanmasi

Mikro Dalga Firin

Jel hazirlama,

Tissue Lyser

DNA izolasyonu yapiminda

Steril olarak besi ortamlarint hazir elde

Kabin etme, bakteri ve fungal organizmalar
lizerinde izolasyonlar,

Otoklay Caligsmalarda kullanilacak of[amlarm
hazirlanmasi ve malzemelerin
sterilizasyonunda aktif bir sekilde
kullanilir.

Buz Makinesi PCR galismalarinda ve klonlama esnasinda
heatshock uygulamalarinda

Su Banyosu DNA izolasyonu igin kullanilacaktir.
Bakterilerin gelistirilmesi i¢in uygun ortam,

Inkiibator
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EKLER E.KOCAKAYA
DNA, miktarlarinin belirlenmesi,

Spektrofotometre A. tumefaciens ODsgoo degerinin §lgiilmesi

Santrifuj Santrifiij

pH metre pH dlciimii

saf su aritma cihazi

Saf su uretimi

EK 2. Calismada kullamlan kimyasallar ve kullanim amaclar

Kimyasal Ad1

Kullanim Amaci

DNA ladder (1 kb)

In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar

CTAB

In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar

50 X TAE Buffer (1 1t’lik)

In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar

DNA ladder (100bp)

In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar

Etil Alkol (%99°1ik-5 It)

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

Primerler (100 nmol)

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

Kesim enzimi (Bsal)

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

T4 DNA ligase Enzim (5 U/ul) 5x1,000
Units

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

B-Merkaptoetanol

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

Dream Tag Green Master Mix

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

Agar (1 kg)

In vitro ¢alismalar, Molekiiler ¢alismalar

Agarose (1 kg)

In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar

LB (Luria-Bertani) broth besi ortam1 (1kg)

In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar

Gene JET Plasmid Miniprep Kit 50 preps

In vitro ¢alismalar, Molekiiler ¢alismalar

Kanamisin

Klonlama ¢alismalarinda

o1




EKLER E.KOCAKAYA

Ek 3. Tez cahsmasinda kullanilan Kitler

Kitin Adi GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific ® Cat No: K0502)

Kullanim Amaci Bakteri hiicresinden plasmidin izolasyonu
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