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OZET

DOMATESTE KULLEME HASTALIK ETMENI leveillula taurica’Y A KARSI
CRISPR-CAS9 TABANLI GEN DUZENLEME PROTOKOLUNUN
GELISTIRILMESI

Giilsiim KOCAKAYA
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal

Damsman: Prof. Dr. Ozer CALIS

Haziran 2026; 46 sayfa

Diinyada en yaygin yetistiriciligi yapilan sebzelerden birisi domates (Solanum
lycopersicum) olup Solanaceae familyasinda yer almaktadir. Sevilerek tiiketilen
domatesin ekim alanlar: her yil genislemeye devam etmektedir. Ancak ekonomik olarak
onemli bu sebzenin tiretimini kisitlayan fungal hastaliklar bulunmakta olup bu fungal
hastaliklarin en basinda kiilleme hastaligina sebep olan Leveillula taurica gelmektedir.
Obligat patojen fungusun kontrolii i¢in en iyl yontem dayanikli domates gesitlerini
gelistirmektir. Bu ¢alismanin amaci kiilleme hastalik etmeni L. taurica ya genetik olarak
dayanikli salkim domates gelistirmek igin biyoteknolojik yontemlerden CRISPR-CAS9
tabanli gen diizenleme yontemini kullanarak domateste hassaslhiktan sorumlu SIMLO1
geni lizerinde mutasyon meydana getirerek transgenik olmayan dayanikli domates gesidi
gelistirilmesini saglamaktadir. Bunun igin 6nce MLOL1 geni ticari salkim domates
icerisinde spesifik primerlerle PCR da ¢ogaltilmis, elde edilen 1262 bp biytikligiindeki
MLOL1 geni incelenerek bu genin birinci ekzon bolgesine yonelik bir rehber RNA, hedef
RNA ve palindromik sekanslar1 iceren CRISPR-CAS9 sisteminin ogeleri
olusturulmustur. Tasarlanan mutasyon i¢in 6nce gRNA, tRNAve palindromik sekanslar
klonlanarak once Escherichia coli DH5a plazmidine aktarildi. Sonra CRISPR-CAS9
gene diizenlemesi pHEE4O0LE ticari binari vektorii E. coli DHSa ¢ogaltilarak klonlandi.
Klonlanan binari vektordeki niikleik asit dizilimleri sanger sekanlama yapilarak
dogrulanmistir. pHEE401E plazmidi uygun restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra
Agrobacterium tumefaciens EHA105 bakteri igerisine elektroporasyon ile yerlestirilerek
istedigimiz SIMLO1 geni tizerinde SImlol gen mutasyonuna sebep olan CRISPR-CAS9
gen diizenleme sistemi olusturulmustur. Gelecekte olusturulan bu CISPR-CAS9 gen
diizenleme sistemiyle ticari salkim domates cesitlerinde kiillemeye dayanikli ¢esitlerin
gelistirilmesi miimkiin olacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Domates, CRISPR-CAS9, Gen Diizenleme, SIMLO
JURI: Prof. Dr. Ozer CALIS
Prof. Dr. S. Evrim ARICI SENKAYNAGI

Doc. Dr. Hakan FIDAN



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A CRISPR-CAS9-BASED GENE EDITING PROTOCOL
AGAINST POWDERY MILDEW DISEASE AGENT Leveillula taurica IN
TOMATO

Giilsiim KOCAKAYA
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozer CALIS
June 2026; 46 pages

One of the most widely cultivated vegetables in the world is the tomato (Solanum
lycopersicum) which belongs to the Solanaceae family. The cultivation area of this
widely consumed vegetable continues to expand every year. However, there are fungal
diseases that limit the production of this economically important crop where one of the
most significant powdery mildew diseases caused by Leveillula taurica. The best method
for controlling this obligate pathogenic fungus is to develop resistant tomato varieties.
The aim of this study is to develop a non-transgenic powdery mildew-resistant cluster
tomato variety by using the CRISPR-CAS9-based gene editing technique, one of the
biotechnological methods, to induce mutations in the SIMLO1 gene, which is responsible
for susceptibility to L. taurica. For achieving this, the MLO1 gene was first amplified
from a commercial cluster tomato using specific primers by PCR. After analyzing, PCR
is resulting 1262 bp MLO1 gene which was the components of the CRISPR-CAS9
system, including a guide RNA, target RNA, and palindromic sequences targeting the
first exon region of this gene, were designed. For the specific mutation with CRISPR-
CAS9 gene editing, the gRNA, tRNA, and palindromic sequences were first cloned and
then transferred into the Escherichia coli DH5a plasmid. Subsequently, the CRISPR-
CAS9 gene editing construct was cloned into the commercial binary vector pHEE401E
after amplification in E. coli DH5a. The nucleic acid sequences in the cloned binary
vector were verified by Sanger sequencing. After the pHEE401E plasmid was digested
with appropriate restriction enzymes, it was introduced into Agrobacterium tumefaciens
EHAL05 by electroporation, thereby constructing a CRISPR-CAS9 gene editing system
capable of inducing the SImlol mutation in the target SIMLO1 gene. In the future, this
CRISPR-CAS9 gene editing system will make it possible to develop powdery mildew-
resistant commercial cluster tomato varieties.

KEYWORDS: Tomato, CRISPR-CAS9, Gene editing, MLO
COMMITTEE
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ONSOZ

Tez ¢alismamda, domates yetistiriciliginde 6nemli verim kayiplarina neden olan
kiilleme hastalik etmeni Leveillula taurica’ya karst dayaniklilik mekanizmalarinin
gelistirilmesine yonelik olarak CRISPR/CAS9 genom diizenleme tekniginin potansiyelini
ortaya koymak amaclanmistir. Bu ¢alismada kiillemeye hassas, tolerant ve dayanikli
domates c¢esitleri kullanilarak, dayanikliligin altinda yatan molekiiler mekanizma
anlasilmasi hedeflenmistir. Ayrica kiillemeye karst hassaslik genleri olarak belirtilen 3
farkli SIMLO1 geni lizerinde CRISPR/CAS9 yoéntemi ile mutasyon meydana getirerek
MLO-mutant bitkiler elde edilmesi amaglanmaktadir. Genlerin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesinde RT-PCR yo6ntemi kullanilmustir.

Tez siirecindeki her asamada bana yol gosteren, bilgi ve deneyimleriyle tezimi
zenginlestiren danisman hocam Prof. Dr. Ozer CALIS a ve degerli goriis ve katkilariyla
calismamin gelismesine katki saglayan Dog. Dr. Hakan FIDAN’a minnettarligimi ifade
etmek isterim.

Tez c¢alismasi sirasinda bilgilerini bizlerden esirgemeyen, her c¢alismamda
yardimci olan canim arkadagim Abdul Razak AHMED e tesekkiir ederim.

Bu siiregte fiziksel ve psikolojik olarak yardimlariyla tezimin basarili bir sekilde
tamamlanmasina olanak sagladigi i¢in, calismalarim sirasinda bana yol arkadasligi
yaptig1 i¢in her daim yanimda olarak bana her zaman gii¢ verdigi i¢in kiymetli kardesim
diger bir tabirle diger yarim, ikizim Emine KOCAKAYA ‘ya ¢ok minnettarim. Yiiksek
lisans egitimim boyunca maddi/manevi destegini eksik etmeyen bu siiregte beni yalniz
birakmayan, desteklerini higbir zaman esirgemeyen degerli aileme 6zellikle her daim
arkamda dag gibi durdugunu hissettiren, her sikistigimda bana bir yol gosterici olan,
sevgisiyle i¢imi 1sitan bugiinlere gelmemde en biiyiik paya sahip olan bu diinyamdaki en
bliylik kahramanimdir canim dedem. Ve canim ananeme bu zorlu siiregte dualariyla ve
destegiyle her zaman yanimizda oldugu i¢in sefkatini bizlerden hi¢bir zaman eksiltmedigi
icin sonsuz tesekkiirlerimi bor¢ bilirim. Her daim her zaman arkamda dag gibi
durdugunuz i¢in ¢ok tesekkiir ederim canim ailem.

Son olarak Yiiksek lisans egitimim boyunca her anlamda maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen Mahinur BILGI ve Ismail Hilmi BILGI’ye sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Insanlik tarihi boyunca tiim canlilarda oldugu gibi beslenme, en temel
gereksinimlerin baginda yer almistir. Giiniimiizde hizli kentlesmenin bir sonucu olarak
niifus yogunlugunun artmasi; su kaynaklari ile tarima uygun alanlarin azalmasi, erozyon,
gida israfi ve denizlerin kirlenmesi gibi bir¢ok olumsuzlugu beraberinde getirmistir. Bu
durum, artan niifusun ihtiyaglarmi karsilayacak diizeyde iiretim yapilabilmesi ig¢in
ekilebilir alanlarin genisletilmesini gili¢lestirmektedir. Bu nedenle, tarimsal tiretimde hem
iriin miktarinin arttirilmas1 hem de ekonomik degeri yiiksek bitkilerin veriminin
yiikseltilmesi zorunlu hale gelmistir (Arvas ve Kaya 2019).

Gilinlimiizde insanlar sebze ve meyveleri yalnizca besin ihtiyacini karsilamak
amaciyla degil; icerdikleri vitaminler, mineraller ve antioksidan bilesenler nedeniyle
saglik {lizerindeki olumlu etkileri acisindan da degerlendirmektedir. Bu besin 6geleri,
insan sagliginin korunmasi ve iyilestirilmesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu kapsamda,
sebzeler arasinda hem besin degeri hem de saglik agisindan 6ne ¢ikan iiriinlerin basinda
domates gelmektedir (Durmus vd. 2018).

Domates (Solanum lycopersicum), Solanaceae familyasina ait olup diinya
genelinde en yaygin olarak yetistirilen sebze tiirlerinden birisidir (Giiveng 2019).

Domates, diinya genelinde yetistirilen bahge bitkileri arasinda hem iiretim hem de
tiiketim miktar1 bakimindan en 6nemli sebze tiirlerinden biri olarak kabul edilmektedir.
Son on yillik siirecte domates tiretiminde stirekli bir artis gézlenmis, bu artis acik alanlar
ve seralarda yapilan iiretimin yayginlagmasiyla birlikte tarimsal ekonomi tizerinde 6nemli
bir etki olusturmustur. Domatesin ilk olarak Avrupa’da kiiltiire alinarak yayginlasmasina
ragmen, glinlimiizde Tiirkiye, Cin, Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri ve Misir gibi
iilkeler kiiresel Olcekte baslica domates lireticileri arasinda yer almakta ve bu alanda
bircok Avrupa tllkesini geride birakmaktadir. S6z konusu {ilkeler, yiiksek {iretim
miktarlar1 sayesinde diinya siralamasinda {ist basamaklarda bulunmaktadir. Tiirkiye ise
yillik yaklasik 14,6 milyon tonluk domates iiretimiyle Cin, Hindistan’in ardindan
diinyada ticiincii sirada yer almaktadir (Durmus vd. 2018).

Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére 2024 yilinda sebze iiretimi bir énceki
yila gore %35,6 artis gostermis, domates iliretiminde ise %9,9’luk artis gerceklesmistir.
Tiirkiye’nin genis iklim o6zellikleri ve genis liretim alanlar1 sayesinde domates tiretimi
iilke ekonomisinde énemli bir paya sahiptir (TUIK 2024)

Tiirkiye’de domates yetistiriciligi ilk kez Adana ilinde gerceklestirilmistir.
Domates hem taze olarak tiiketilebilen hem de ¢esitli islemlerden gecirilerek
degerlendirilebilen 6nemli bir sebzedir. Konserve, domates suyu, tursu, sal¢a, kurutulmus
domates ve ketcap gibi bircok iiriine doniistiiriilebilmektedir. Ulkemizde iiretilen
domatesin yaklasik %25-30’luk kismi sanayide islenirken, geri kalan bolimii taze
tilketim amactyla kullanilmaktadir (Serin ve Horuz 2022).

Domates hem temel hem de uygulamali arastirmalarda tercih edilmesini saglayan
cok sayida avantaja sahip bir bitkidir. Farkli ¢evre ve yetistirme kosullarina kolaylikla
uyum saglayabilmesi, nispeten kisa bir yasam dongiisiine sahip olmasi ve yiiksek tohum
iiretme kapasitesi bu avantajlar arasinda yer almaktadir. Ayrica genom biiytikliigliniin
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goreceli kiiciik olmasi (yaklasik 950 Mb), gen ¢ogaltma ¢alismalarina elverisli yapisi,
yiiksek oranda kendine-déllenme ve homozigotluk olusturabilmesi, tozlastirma ve
melezleme islemlerinin kolay uygulanabilmesi, asilamaya uygunlugu, aseksiiel ¢ogalma
yetenegi ve farkli bitki dokularindan tam bitki elde edilebilmesi gibi 6zellikleri, domatesi
arastirmalar i¢in ideal bir model bitki haline getirmektedir (Arvas ve Kaya 2019).

Sebze liretimi igerisinde en yiiksek pay domatese ait olup, bu iirlin toplam sebze
tiretiminin yaklagik %41-42’sini olusturmaktadir. Giincel verilere gore Tiirkiye’de
iiretilen domates miktar1 yaklasik 12,8 milyon ton diizeyindedir. Domatesten sonra sebze
tiretiminde sirastyla 3,9 milyon ton ile karpuz, 2,6 milyon ton ile hiyar, 2,2 milyon ton ile
biber, 1,9 milyon ton ile sogan ve 1,8 milyon ton ile kavun yer almaktadir (TUIK 2020).
Tiirkiye’de sebze iiretiminin bolgesel dagilimi incelendiginde, en yiiksek iiretim paymnin
Akdeniz Bolgesi’ne ait oldugu goriilmektedir. Toplam sebze iiretiminin yaklasik %26’s1
bu bolgede gerceklestirilmektedir. Akdeniz Bolgesi’ni %22’lik pay ile Ege Bolgesi
izlerken, Marmara Bolgesi %20, Orta Karadeniz Bolgesi %12 ve Orta Anadolu Bolgesi
%10 oraninda katki saglamaktadir. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nin sebze iiretimindeki
pay1 ise %9 diizeyindedir(Duman vd. 2020).
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Sekil 1.1.Tiirkiye’de en fazla domates tiretiminin yapildigi iller (Demircan 2023)

Tiirkiye’de domates gerek acikta tarla sebzesi gerekse oOrtii alt1 sebze olarak
yaygin sekilde iiretilen 6nemli tarimsal bir {iriindiir. Ulkemizin farkli iklim ve cevre
kosullaria sahip olmasi, domates yetistiriciliginin genis alanlara yayilmasini miimkiin
kilmaktadir. Ozellikle Ege bolgesi ile birlikte Akdeniz, Bat: ve Dogu Marmara bdlgeleri
domates liretimi agisindan 6ne ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de domates liretimi y1l igerisinde
hem agik alan hem de ortii alt1 yetistiriciligi sayesinde kesintisiz olarak devam etmektedir
(Ertiirk ve Cirka 2014). Ancak domates yetistiriciliginde verim kayiplarma yol agan
cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu stres etmenleri
icerisinde fungal patojenler, bitkisel liretimde 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden
olmaktadir. Bu kayiplarin azaltilmasi i¢in kiiltiirel 6nlemler, dayanikli ¢esit kullanimi ve
kimyasal miicadele gibi farkli yontemler uygulanmaktadir. Ancak 6zellikle fungusitlerin
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yogun kullanimi g¢evresel risklerin artmasina ve patojenlerde dayaniklilik gelisimine

neden olabilmektedir. Bu nedenle siirdiiriilebilir miicadele yontemlerine ilgi giderek
artmaktadir (Celik vd. 2017).

Domateste kiilleme hastaliginin en Onemli etmenlerinden biri Leveillula
taurica’dir. Hastalik diinyanin birgok domates yetistirme bolgesinde yaygin olarak
goriilmekte olup 6zellikle sicak ve kurak iklim kosullarinda 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Etmen yaprak dokusuna girerek gelisen endoparazit bir kiilleme
fungusudur ve diger etmenlere gore yaprak dokusu igerisine stomalar yardimiyla girerek
gelisim gostermektedir (Massire vd. 2025).

Bitkiler ise bu etmenlere karsi gelismis savunma mekanizmalari olusturarak
hayatta kalmaya calismaktadir. Bitki ile patojen arasindaki etkilesim, patojenin bitki
tarafindan algilanmasiyla baslamaktadir. Patojene ait bazi molekiiller bitkide bulunan
dayaniklilik mekanizmalar: tarafindan taninmakta ve bu durum savunma o6zelliklerinin
devreye girmesine neden olmaktadir. Boylece bitki patojenin yayilimina kars1 tepkiler
olusturmaktadir. Bitkilerde goriilen hipersensitif reaksiyon (HR) hastalik etmenine kars1
gelistirilen etkili savunma mekanizmalarindan biridir. Bu olay sirasinda enfekte
hiicrelerde programli hiicre Sliimleri meydana gelmekte ve patojenin saglikli dokulara
ilerlemesi engellenmektedir. Savunma tepkimelerinin baslamasiyla birlikte hiicre
duvarinda kalinlagma, lignin ve kalloz birikimi ile antimikrobiyal bilesiklerin sentezi gibi
cesitli biyokimyasal degisimler ortaya ¢ikmaktadir. Bu degisimler hastalik etmeninin
bitki igerisinde yayilmasii baskilamada ©onemli rol oynamaktadir. Bitki-patojen
iligkilerinde dayanikliligin olusabilmesi i¢in bitkinin hastalik etmenini dogru sekilde
tanimlayabilmesi gerekmektedir. Tanima mekanizmasinin ger¢eklesmemesi durumunda
ise patojen bitki dokularinda gelisimini siirdiirmekte ve hastalik belirtileri ortaya
cikmaktadir. MLO genleri, kiilleme hastaligina karsi duyarlilik olusumunda gorev alan
genler arasinda bulunmaktadir. Bu genlerde meydana getirilen mutasyonlarin, kiilleme
etmenine karsi dayaniklilik kazandirabildigi bildirilmektedir. Bu nedenle MLO genleri,
domateste dayamiklilik gelistirme caligmalarinda 6nemli hedef bolgelerden biri olarak
kabul edilmektedir (Tor 1998).

CRISPR/CAS9 teknolojisi, bitki genomunda istenilen bolgeyi yiiksek dogrulukla
hedefleyerek geleneksel i1slah yontemlerine gore daha kontrollii gen degisiklikleri
yapilmasina olanak saglar. Bu sistem sayesinde hastaliga duyarlilik genleri dogrudan
diizenlenebilir ve kisa siirede dayanikli bitki hatlar1 gelistirilebilir. CRISPR/CAS9
uygulamalari, klasik melezleme ¢alismalarinda karsilasilan uzun siire, yogun is giicii ve
istenmeyen genlerin tasinmast gibi sorunlari biiyiik Ol¢iide azaltmaktadir. Ayni anda
birden fazla genin hedeflenebilmesi, karmasik hastalik diren¢ mekanizmalarinin
gelistirilmesinde 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Protein tasarimina ihtiya¢ duymamast
nedeniyle CRISPR/CAS9 sistemi, TALEN ve ZFN gibi 6nceki genom diizenleme
tekniklerine gore daha kolay uygulanabilmektedir. Teknolojinin yliksek diizenleme
basarisi, arastirmacilarin  hedef genlerde etkili mutasyonlar olusturmasini
kolaylagtirmaktadir. CRISPR/CAS9 ile elde edilen bazi bitkilerde yabanci DNA
tasimayan (transgenik olmayan) bireyler olusturulabilmekte, bu durum biyogiivenlik
acisindan Onemli bir avantaj sunmaktadir. Bitki hastaliklarina karsi dayaniklilik
gelistirilmesinde CRISPR/CASY, fungisit kullanimimi azaltabilecek g¢evre dostu bir
yaklasim olarak degerlendirilmektedir (Paul vd. 2021).
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Bu proje kapsaminda, domateste 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden olan
kiilleme hastaligi etmeni Leveillula taurica'ya karsi dayaniklilik gelistirilmesi
amaclanmistir. Calismada, hastalia duyarli oldugu bilinen domates genotiplerinde
kiilleme hassashigi ile iliskili olan SLMLO geninin islevinin CRISPR/CAS9 gen
diizenleme teknolojisi kullanilarak degistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda, SLMLO
geninin birinci ekzon bolgesini hedefleyen rehber RNA (gRNA) dizileri tasarlanmis ve
CRISPR/CASY sisteminin bilesenleri pHEE401E binary vektoriiyle aktarilmistir. Gen
bolgesinde olusturulacak mutasyonlar sonucunda SLMLO geninin islevinin ortadan
kaldirilmas: ve bdylece bitkide kiilleme etmenine karst dogal bir dayamiklilik
mekanizmasinin olusturulmasi amaglanmistir. Boylece dominant olan MLO geni kiilleme
hastalik etmenine kars1 mlo geni haline getirilerek dayaniklilik olusturulmustur. Calisma,
klasik 1slah yontemlerine kiyasla daha kisa siirede dayanikli bitki materyali
gelistirilmesine katki saglamasi ve domateste siirdiiriilebilir hastalik yonetimine yonelik
yeni bir yaklagim sunmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.
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2 KAYNAK TARAMASI
2.1 Domates

Solanaceae familyasi igerisinde Solanum cinsi domates 6nemli ekonomik 6neme
sahip bir sebze tiiriidiir (Giir et al. 2021). Domates ¢ok yillik otsu bir patlicangiller bitki
ailesi igerisinde yer almaktadir, ancak iki yillik ve ¢ok yillik formlari olsa da genellikle
tek yillik triin olarak yetistirilmektedir. Domates, tropikal ve 1liman iklimlerde agik
alanda veya iliman iklimde sera altinda iiretilebilmektedir. Seralar genellikle biiyiik
iiretim yapan yerlerde kullanilmaktadir. Bliylime i¢in dogru ve yeterli giinese sahip 1liman
iklimlerde, ¢cimlenmeden ¢i¢eklenmeye kadar yaklasik 45 giin ve meyve olgunlagmasinin
baslangicina ulagmak i¢in 90-100 giine ihtiyag¢ bulunmaktadir (Kal vd. 2018).

Anavatan1 Orta ve Giliney Amerika olan domatesin adi, Gliney Amerika yerli
dillerinde kullanilan “xitomate” veya “zitomate” sozciiklerinden tiiretilmistir. ilk
donemlerde zehirli oldugu yoniindeki inanislar nedeniyle tiiketimi sinirlt kalmis, ancak
zamanla besin degeri ve kullanim alanlarinin anlasilmasiyla yaygin olarak yetistirilmeye
baslanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 19. ylizyildan itibaren pisirilerek tiiketimi
yayginlasirken, Anadolu’ya Osmanli Imparatorlugu déneminde Halep iizerinden giris
yaptig1 ve buradan 6zellikle giiney bolgeler basta olmak tizere lilkenin farkli kesimlerine
yayildig1 bilinmektedir. Gilinlimiizde ise domates, Tiirkiye’nin hemen hemen tiim
bolgelerinde basariyla yetistirilen 6nemli bir tarim iiriinii konumundadir (Giiveng 2019).

Kokeni And Daglari’na dayanan domates, 16. yilizyilda Avrupa’ya tasinmis ve
zamanla diinya genelinde yaygin olarak yetistirilen 6nemli bir tarim {irinii haline
gelmistir. Giiniimiizde domates hem tiretim miktar1 hem de tiikketim orani bakimindan
kiiresel 6lgekte ekonomik degeri yiiksek bir sebze olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bunun yani
sira, domates bitkisi dikotiledon kiiltlir bitkilerine ait genlerin islevsel analizlerinde
siklikla tercih edilen bir model organizma olarak da kullanilmaktadir (Durmus vd. 2018).

Domatesin hem yabani hem de kiiltire alinmis ¢ok sayida uzak akrabasi
bulunmaktadir. Bu akrabalar Galapagos Adalari’ndan baglayarak Peru’ya, And Daglar
boyunca uzanarak Ekvator ve Bolivya’ya kadar genis bir cografyada yayilim
gostermektedir. Kiiltlir domatesinin yabani tiirleri, deniz seviyesinden yiikseltiye ve
enlemsel farkliliklara bagli olarak 6nemli Olgiide cesitlilik sergilemektedir. Bu genis
varyasyon, s6z konusu tiirlerin evrimsel gelisimi agisindan son derece degerli bir genetik
kaynak olusturmakta ve neredeyse tiilkenmez nitelikte bir gen havuzu sunmaktadir
(Sonmez ve Ellialtioglu 2014).

Domates, sahip oldugu 6zgiin besin bilesenleri sayesinde insan beslenmesinde ve
saglik alaninda énemli bir yere sahiptir. Ozellikle likopen, beta-karoten, flavonoidler, C
vitamini ve hidroksisinnamik asit tiirevleri bakimindan zengin olmasi, bu bitkinin
besleyici ve biyolojik acidan degerli bir gida kaynagi olarak degerlendirilmesini
saglamaktadir (Durmus vd 2018).

Domates, 2n=24 kromozom sayisina sahip diploid bir bitki tiirlidiir. Solanaceae
familyas1 diinya genelinde 3000°den fazla tiirii blinyesinde barindirmaktadir. Domatesin
ise 10.000’in iizerinde varyete ve ¢esidinin bulundugu bildirilmektedir. Tiir, ilk kez 1754
yilinda Philip Miller tarafindan Lycopersicon esculentum adiyla bilimsel olarak
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tanimlanmistir. Domates iizerine yapilan 1slah caligmalarinin baslangici, diger
patlicangillerle karsilastirildiginda gorece daha ge¢ bir doneme rastlamaktadir. Bunun
baslica nedenlerinden biri, gecmiste domatesin zehirli olduguna dair yaygin inanigin
bulunmas1 ve bu nedenle tiiketimine temkinli yaklasilmasidir. Ilk dénemlerde domates
Avrupa’da “mala aurea” (Altin Elma) ve “poma amoris” (Ask Elmasi) isimleriyle
anilmistir. Meksika kokenli olan domates, burada “tomatl” olarak adlandirilmis; bu ifade
zamanla evrilerek giiniimiizde kullanilan “tomato” ismini almistir (Durmus vd. 2018).

Solanaceae familyasi igerisinde domates, patates, tiitiin, biber ve patlican gibi
ekonomik degeri yliksek bircok kiiltlir bitkisi yer almaktadir. Son yillarda domates
genomunun dizilenmesinin ardindan, bu bitkinin bilimsel ¢alismalarda model organizma
olarak kullanimina yonelik ilgi belirgin sekilde artmistir (Bozokalfa ve Duman 2009).

Domates diinya genelinde yetistirilen bahge bitkileri arasinda en 6nemli ii¢ tiirden
biri olarak kabul edilmektedir. Bunun yani sira, tiiketim miktari bakimindan da diinya
capinda en fazla tercih edilen sebzelerden biridir. Son on yil icerisinde domates
tiretiminde diizenli bir artig goriilmiis; hem acik alanlarda hem de seralarda yapilan
iiretimin yiikselmesi, ekonomik biliylimeye kayda deger katki saglamistir (Durmus vd.
2018). Domates bitkisi modern taksonomide Solanales takimi igerisinde yer almaktadir
(Cizelge 2.1.) (Gerszberg vd. 2015).

Cizelge 2.1. Domates bitkisinin modern taksonomide siniflandirilmasi

Alem: Plantae

Alt Alem: Tracheophyta

Ust Boliim Spermatophyta
Boliim: Angiospermae

Sinif: Magnoliopsida

Alt Simif: Asteridae

Takim: Solanales

Familya Solanaceae

Cins: Solanum

Tiir: Solanum lycopersicum




KAYNAK TARAMASI G. KOCAKAYA

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) 2026 yili verilerine gore
Tirkiye, yaklasik 13 milyon tonluk {iretim miktariyla diinya domates iiretiminde 6nemli
bir konuma sahiptir. Bu iiretim diizeyiyle Tiirkiye, Cin ve Hindistan’1n ardindan {igiincii
sirada yer almaktadir. TUIK tarafindan yayimlanan 2023 yili istatistiklerine gore ise
Tiirkiye’ nin toplam sebze iiretimi yaklasik 31,8 milyon ton olarak kaydedilmistir. Sebze
tiretimi icerisinde en yliksek pay domatese ait olup, domates iiretimi toplam sebze
tiretiminin yaklasik %40,8’ini olugturmaktadir. Tiirkiye’de domates yetistiriciligi hem
acik alanlarda hem de ortii alt1 sistemlerde gergeklestirilmektedir. Ortii alti domates
iretimi, toplam domates tiretiminin yaklasik %31,3’iine karsilik gelmekte olup bu miktar
yaklasik 4 milyon ton diizeyindedir. Tiirkiye 13 milyon tonluk iiretim ile sektére 6nemli
bir katkist olmustur (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Diinya geneline en ¢ok domates iiretimi yapan tilkelerin iiretim miktarlari
(FAO, 2026).

2.2 Hastalik etmeni Leveillula taurica

Domates iiretiminde ¢esitli hastalik etmenleri kayiplar satisa ve tretime engel
olmaktadir. Bu kayiplar depolama, tasima ve pazarlama asamalarindaki kayiplarin yan
sira iretim esnasinda etmen ve etkenler bu kayiplara neden olmaktadir. Domatesin iklim
istegi, dar yapraklari, su igerigi Ozellikle yesil aksaminda zarar yapan hastaliklara ve
zararlilara karst hassasligi bu iiriinde ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Biyotik
etmenler igerisinde penetrasyon yetenegine sahip funguslar 6nemli ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir (Zheng vd. 2013). Ozellikle kiilleme hastaliklarina sebep olan fungal
patojenler, hem agikta hem de ortiialti domates tiretiminde Onemli verim kayiplarina
neden olan yikici hastalik grubunu olusturmaktadir (Carrion 2022).
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Cizelge 2.2. Domates kiilleme hastalik etmeni Leveillula taurica taksonomisi

Alem Fungi
Boliim Ascomycota
Alt Boliim Pezizomycotina
Simif Leotimycetes
Takim Erysiphales
Familya Eriysiphaceae
Cins Leveillula
Tiir Leveillula taurica (Lev) G.

Verim ile kaliteyi ciddi oranda diisiiren ve domates yapraklarinda goriilebilen
kiilleme hastalik etmenleri olarak ti¢ farkli patojen neden olmaktadir; Leveillula taurica,
Oidium neolycopersici ve Oidium lycopersici olarak adlandirilabilir. Bu patojenler verim
ve kalitede ciddi iirlin kayiplarina yol agarak diinya ¢apinda domates iiretimini olumsuz
etkilemektedir Bu kiilleme hastalik etmenlerinden 6zellikle L. taurica (Cizelge 2.2),
tilkemizde serada yetistiricilik yapilan bolgelerde en ¢ok rastlanan ve zarar yapma
potansiyeli en fazla olan tiirlerden bir tanesidir(Tiimay ve Ozkaya 2020).

Kiilleme hastalig1 etmenleri, yasamlarini siirdiirebilmek icin canli bitki hiicre ve
dokularina ihtiya¢ duyan zorunlu biyotrof patojenlerdir. Enfekte bitki kisimlarinda olusan
beyaz, unumsu yapi nedeniyle bu hastaliklar “kiilleme” olarak adlandirilmaktadir.
Killemeler, bitkilerde genel olarak gelisme geriligine yol acarak dokularin erken
yaslanmasina, bodurlagmaya, yapraklarda kivrilma ve renk degisimlerine neden olmakta;
ayrica tomurcuklarin dokiilmesi gibi olumsuz etkiler olusturmaktadir. Yaprak yiizeyinde
meydana getirdikleri belirtiler sonucunda fotosentez alani azalmakta ve bu durum bitkide
ciddi verim kayiplarina yol agmaktadir. Kiilleme etmenleri, otsu bitkilerden orman
agaclarma kadar genis bir konukg¢u yelpazesinde yaygin olarak goriilmekte olup
cogunlukla ayni familyaya ait tek bir bitki tiiriinii ya da yakin akraba tiirleri enfekte
etmektedir. Gliniimiizde konukguya 6zellesmis 850’den fazla kiilleme tiiriiniin varligi
rapor edilerek bildirilmistir (Tiimay ve Ozkaya 2020).

Kiilleme hastaligi hem endofitik hem de epifitik miselyum olusturan bir
endoparazittir ve ilk olarak Asya, Akdeniz ve Afrika'daki sicak kurak ve yar1 kurak iklim
bolgelerinde rapor edilmistir. Domateste kiilleme hastaligi genellikle sadece olgun,
tamamen gelismis yapraklar1 enfekte etmektedir (Mosquera vd. 2019).

Sebzeler arasinda oOzellikle Patlicangiller (Solanaceae) ve Kabakgiller
(Cucurbitaceae) familyalarina ait tiirlerde kiilleme hastalig1 yaygin olarak goriilmektedir.
Patlicangiller familyasinda kiillemeye neden olan etmen Leveillula taurica olup, bu
patojen patlican, patates ve domates gibi onemli kiiltiir bitkilerini enfekte etmektedir.
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Kabakgiller familyasinda ise kiilleme hastaligina baslica Golovinomyces cichoracearum
(= Erysiphe cichoracearum) ve Podosphaera xanthii (= Sphaerotheca fuliginea (Schltdl.)
Pollacci) tiirleri neden olmaktadir. Bu etmenlerin konukgular1 arasinda hiyar, kabak,
kavun ve karpuz yer almaktadir. Kiilleme hastaligi, hem sera kosullarinda hem de agik
alanda yetistirilen sebzelerde yaygin olarak goriilmekte olup, serada yapilan sebze
yetistiriciliginde diizenli ve donemsel olarak miicadele edilmesi gereken Gnemli bir
hastalik konumundadir (Tiimay ve Ozkaya 2020).

Leveillula taurica (Lév.) Arn. (Oidiopsis taurica (Lév.) Salmon) adli kiilleme
fungusu, ¢ok sayida ve gesitli bitki tiiriinii enfekte etme yetenegi bakimindan benzersiz
bir yaprak patojenidir. L. taurica'yr 59 bitki ailesinden yaklasik 710 konukgu tiiriinde
hastalik yaptigi bildirmistir. L. taurica'nin konukgu araliginin, ekonomik ag¢idan 6nemli
27 mahsul konukcusu da dahil olmak iizere en az 750 bitki tiiriinii igerdigini
gostermektedir. Bu patojenle ilgili raporlarin ¢ogu, Asya, Akdeniz ve Afrika'daki sicak
kurak ve yari kurak iklim bolgelerinden gelmektedir (Mosquera vd. 2019).

Hastaligin tipik belirtileri, yapraklarin {ist yiizeyinde goriilen ve rengi agik
yesilden parlak sariya kadar degisebilen, yaklasik 0,3—1,2 cm capindaki lezyonlardir.
Zamanla bu lekeler genisleyerek koyulasir ve kahverengi bir goriinim kazanir.
Yapraklarin alt yiizeyinde ise bu alanlarin karsiliginda agik renkli, kiil benzeri bir tabaka
olusur. Uygun cevresel kosullar saglandiginda hem yapragin alt hem de iist ylizeyinde
yogun sekilde konidiofor ve konidi olusumu gozlenmektedir. Siddetli enfeksiyonlarda
yapraklar tamamen kuruyarak canliligini yitirmektedir; ancak cogunlukla govdeden
kopmadan bitki tizerinde kalmaktadirlar. Hastalik gévde ve meyvelerde dogrudan bir
belirtiye yol agmaz. Buna karsin, yapraklarin biiylik oranda dokiilmesi sonucunda
meyveler dogrudan giines 1518ina maruz kalir ve gilines yanikligi zararlar1 ortaya
¢ikmaktadir (Ozan ve Maden 2006).

2.3 Hastalik Cemberi ve Epidemiyolojisi

L. taurica, diisiik sicakliklarin hakim oldugu kuzey enlemlerinde kisi gecgiremez.
Bu nedenle s6z konusu bolgelere genellikle kisit daha 1liman gegen giiney alanlarindan
tasinmaktadir. Ozellikle 1liman iklimlerde yetistirilen fidelerin nakli, hastaligmn
yayllmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yaninda patojene ait sporlar, hava akimlari
aracilifiyla glineyden kuzeye dogru tasimabilmekte ya da iliman bolgelerde meydana
gelen ani sicaklik degisimleriyle yayilim gosterebilmektedir. Leveillula taurica’nin
konidileri 10-35 °C arasindaki sicakliklarda ¢imlenebilmekte olup, sera kosullarinda 30
°C’nin altindaki degerler enfeksiyon i¢in elverislidir (Massire vd. 2025).

Bu kiilleme etmeni, hiflerinin dogrudan yaprak dokusu igerisinde gelismesi ve tek
bir stomadan birden fazla (1-4 adet) konidiofor olusturabilmesi bakimindan diger
kiilleme tiirlerinden ayrilmaktadir. Her konidiofor iizerinde tek bir konidi meydana
gelmektedir. Enfeksiyon ilerledikge beyaz renkli miselyum tabakasi iginde kiiresel yapida
kleistotesyumlar olusur. Bu yapilar, patojenin bir iiretim doneminden digerine canliliginm
stirdiirebilmesini saglayan askus ve askosporlari barindirmaktadir (Guzman-Plazola vd.
2003).
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Sekil 2.2. Domates kiilleme etmeni, Leveillula. taurica (Lév) G. a) Misel yapisi; b)
Simptomlart

Kiilleme hastalik etmeni L. taurica konidiler genellikle uzun, c¢ogunlukla
dallanmis konidioforlar {iizerinde, tek tek ya da kisa zincirler halinde meydana
gelmektedir. Jones ve Jones (1991)’e gore konidilerin boyutlart konukguya bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Piriform konidilerin boyutlar1 yaklagik 49,7-71,4 x 16,6-24,1
pum arasinda iken, silindirik konidilerde bu degerler 44,6-65,2 x 16,2-22,7 um olarak
bildirilmektedir. Konidiler kisa hifler tizerinde tek tek olusmakta, cogunlukla silindirik
veya kayik seklinde goriilmekte ve farkli konukcularda boyut bakimindan degiskenlik
gostermektedir. Genellikle konidilerin uzunlugu 25-95 pm (¢ogunlukla 50-79 pm),
genisligi ise 14-20 pm aralifinda degismektedir (Ozan ve Maden 2006).

Hastaligin sekonder yayilisi ¢ogunlukla riizgarla tasinan konidiler araciligiyla
gergeklesmektedir. Konidilerin en iyi ¢imlenme gosterdigi kosullar yaklasik 25-26 °C
sicaklik ve %52—75 nispi nem araligidir. Bununla birlikte 30 °C’nin tizerindeki sicakliklar
yaprak dokusunda zararlanmay1 arttirmakta ve hastalik belirtilerinin daha hizli ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Enfeksiyonun gerceklesebilmesi i¢in giindiiz sicakliklarinin
yiiksek, gece saatlerinin ise nispeten serin olmasi yeterli olmaktadir (Massire vd. 2025).

Hastalik etmenin konukgu iizerindeki gelisimini 3 asamada incelemek dogru
olmaktadir. Ozellikle penetrasyondan 6énce L. taurica sporlari ile konuk¢u domates
bitkileri arasinda gen-igin-gen iliskisi olmaktadir. L. taurica sporlarinin sahip oldugu
avirulens genleri ve bu genlerin kodladiklari elisitor proteinler ile konukgunu sahip
oldugu MLO geni ve bu genin resoptor proteinleri tam bir uyum gostermekte ve patojen
domates tizerinde kolonize olabilmektedir (Tor 1998).

Halbuki domates bitkileri igerisinde bulunan MLO geni bir dominant gen olup
bitkinin hiicre duvari lizerinde 7 adet transmembrane protein yapisindan olusmakta olup
hiicre igerigini L.taurica sporlarina rapor ettigi i¢in hassaslik (susceptibility) geni olarak
gorev yapmaktadir (Tor 1998).Bu domateste hassaslik saglayan MLOL geni {izerinde
yapilacak CRISPR-CAS9 gen diizenleme teknigi ile olusturulan mutasyon sonucunda
SImlol genine sahip bitkilerin dayanikliligi sagladig: rapor edilmistir (Zheng vd. 2016).

Kiilleme enfeksiyonu goriilen bitkilerde fotosentetik alanin azalmasina bagh
olarak verim diislisii meydana gelir. Ayrica yaprak ve meyve dokiilmeleri goriilebilir.
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Killeme hastalik etmeni fungus yalnizca yaprak yiizeyini etkileyerek bitkinin
zayiflamasmna yol ag¢makla kalmaz; ¢igeklere zarar vererek meyve tutumunu
engelleyebilir ya da dogrudan meyve dokiilmesine neden olarak ekonomik kayiplara
sebep olabilmektedir (Yikilmazsoy ve Cetinkaya 2022).

2.4 Kiillemeye Kars1 Dayaniklilikta Rol Oynayan Genler

Domates yetistirilen alanlarin biiyiik kisminda kiilleme hastaligi1 etmeni, kimyasal
fungisit uygulamalariyla baski altina alinmaktadir. Ancak yogun ve bilingsiz fungisit
kullanim1 hem ¢evre hem de insan saglig1 agisindan risk olusturmakta, ayrica L. taurica
popiilasyonlarinda ilaca kars1 direng gelisimini hizlandirmaktadir. Bu nedenle hastalikla
miicadelede dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi en siirdiiriilebilir ve etkili stratejilerden biri
olarak kabul edilmektedir ve 1slah c¢alismalarinda Oncelikli hedefler arasinda yer
almaktadir (Chen vd. 2021).

Bitkiler, insan ve hayvanlara kiyasla daha yalin bir bagisiklik diizenine sahiptir.
Ancak bu durum, savunmasiz olduklar1 anlamina gelmez. Aksine, dogustan sahip
olduklar1 bazi koruyucu mekanizmalar sayesinde pek ¢ok patojene karsi dayaniklilik
gosterebilirler. Bitkilerde bulunan bu ilk savunma hatti; yaprak yiizeyi, kalin hiicre duvari
gibi fiziksel engeller ile onceden bitkilerin iretip dokularinda depo ettikleri
antimikrobiyal bilesikler gibi kimyasal savunma unsurlar1 bulunmaktadir. Bunlar pasif
olarak bitkinin sahip oldugu dayaniklilik mekanizmalari olup bitkilerde aktif dayaniklilik
genlerinden olusan savunma mekanizmalariin varligi rapor edilmistir (Calis 2011).

Domateste Leveillula taurica’ya karsi dayaniklilik hem monogenik hem de
poligenik mekanizmalarin beraber degerlendirilmesini gerektiren karmasik bir bitki—
patojen birlikteligi olarak bilinmektedir. Literatiir ¢alismalarinda L. taurica’ya karsi
tanimlanan en onemli monogenik dayaniklilik kaynagi, yabani domates tiirii Solanum
chilense kokenli *Lv’ geni bilinmektedir. Bu genin 12°nci kromozom iizerinde yer aldigi,
patojenin bitki dokusuna girisinden hemen sonra savunma tepkilerinin hizli sekilde aktive
edilmesiyle iliskili oldugu bulunmustur (Chunwongse vd. 1994; Zheng vd. 2013).

Poligenik dayaniklilikta tek bir genin giiclii etkisinden ziyade, birden fazla
lokusun kii¢iik veya orta diizeyde katkis1 sonucunda patojen gelisiminin yavaslatilmasi,
spor olusumunun azaltilmasi, kolonizasyonun sinirlandirilmast ve hastalik siddetinin
diistiriilmesi hedeflenmektedir. Molekiiler diizeyde bu dayaniklilik, salisilik asit (SA),
jasmonik asit (JA) ve etilen (ET) gibi ¢esitli hormonlar ile birlikte sinyal yollarinin
dengeli sekilde aktive edilmesi, PR proteinlerinin sentezlenmesi, sistemik kazanilmig
dayanikliligin aktive olmasi ve savunma ile iligkili transkripsiyon faktorlerinin
aktiflesmesini desteklenmektedir. Ozellikle biyotrofik karakterli kiilleme etmenlerine
karst SA yolu, PR proteinlerinin birikimi ve SAR olusumu agisindan merkezi bir role
sahipken, JA ve ET hormonlari stres faktorlerinin diizenlenmesine ve savunma aginin
giiclendirilmesini  saglamaktadir. Son yillarda CRISPR/CAS9 teknolojisinin
kullanilmasi, domateste kiilleme hastaliklarina karsi dayanikliligin gelistirilmesinde yeni
bir yaklasim olarak kendini gostermektedir. Dogrudan L. taurica iizerinde
CRISPR/CASY uygulamalart simirlt olmakla birlikte, domateste kiilleme duyarlilig: ile
iligkili ‘SIMLO1’ ve ‘PMR4’ gibi duyarlilik genlerinin hedef olarak belirlenmesi,
patojenin bitki hiicresini kullanarak enfeksiyon olusturma kapasitesinin azaltilabilecegini
savunmaktadir (Nekrasov vd. 2017; Martinez vd. 2020).
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Bitkiler, patojenlere ait belirli molekiiler yapi taglarim1 (molekiiler motifleri)
tantyabilme yetenegine sahiptir. Bu tanima gergeklestiginde, hiicre icinde bulunan
dayaniklilik genleri adeta bir orkestra sefi gibi ¢calisarak emrindeki savunmaya iliskin pek
¢ok mekanizmay1 es zamanli bi¢imde devreye sokmaktadir. Bitki hastalik etmenine karsi
sahip oldugu bu mekanizmalarin devreye girmesiyle tam bir konukgu-patojen iliskileri
olusmakta olup burada fungal patojenlerin sahip oldugu avirulens (avirulence) genleri
bunlarin kodladiklari elisitér proteinler bitkideki dayaniklilik (Resitance) geni ve
kodladig: reseptor gen bir birini tanimaktadir. Dayaniklilik geni Kontrol ettigi savunma
mekanizmalarini patojenin kontrolii i¢in ¢alistirmaktadir. Konukgu-patojen arasindaki bu
iliski “gen-i¢in-gen” modeli olarak tanimlanmaktadir (Zheng vd. 2016).

Dayaniklilik genlerinin fungal kiilleme hastalik etmenlerine kars1 aktive ettikleri
cok sayida mekanizma bulunmaktadir. Ozellikle kiilleme etmeni funguslara kars: reaktif
stiper oksitlerin olusumu (ROS), hipersentif hiicre oliimii ve patojenisite iliskili
(Patohogenesis related proteins) proteinlerin sentezien etkili savunma mekanizmalaridir
(Calis 2011).

2.5 MLO Genleri Ozellikleri

MLO geni "Mildew resistance locus O" ifadesinin kisaltmas1 olup, Freisleben ve
Lein (Berg vd. 2015) tarafindan 1942’lerde ilk olarak arpada kesfedilen MLO mutasyonu,
arpada kiillemeye kars1 dayaniklilik saglamaktadir (Bai vd. 2008).MLO gen tiriinleri, bitki
hiicre zarinda yer alan heptahelical yani 7 transmembran segmentli membran
proteinleridir. Bu proteinler, kiilleme etmeni tarafindan kullanilan enfeksiyon siirecinde
cesitli hiicresel siiregleri diizenlemektedir. Bu proteinler, kalsiyum sinyallemesi ve hiicre
duvar1 modifikasyonu gibi siireglerde rol oynamaktadir (Lyngkjaer vd. 2000).

Yapilan genom ¢apindaki ¢alismalar Arabidopsis, iiziim, biber, piring, seftali,
cilek ve tiitiin gibi bitkilerde MLO gen ailesinin 12 ila 19 liyeden olustugu bulunmustur.
MLO gen ailesi iiyelerinin savunma reaksiyonlarinda hiicre 6liimii diizenlenmesinin Kilit
rol oynadigini ortaya koymustur (Kusch. ve Panstruga 2017). Bitkilerde bulunan MLO
genleri kiillemeye kars1 hassaslik saglamakta ve bu genlerde fonksiyon kaybinin olmasi
durumunda ise bitkilerdeki mlo geni genis spektrumda fungal patojenlere dayaniklilik
saglamaktadir (Lyngkjaer vd. 2000). ilk defa ticari olarak arpa bitkisinde MLO
mutantlarinin  kesfedilmesi, kiillemeye dayanikli bitkilerin elde edilmesi igin bitki
1slahinda 6nemli adimlardan birini olugturmustur (Adam ve Somerville 1996).

Domateste tanimlanan 16 MLO geni ve bu genler arasindan SIMLO1 geninin
kiillemeye kars1 hassaslikta 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Pozharskiy ve ark. 2022).
Domates SIMLO1 olarak adlandirilan bu lokus, domateste MLO proteinlerini kodlayan
genler arasinda tanimlanan ilk lokustur. Daha sonra, 15 ek SIMLO proteini tanimlanmis
ve SIMLO1'in domateste kiif hassasliginin baslica faktorii oldugu dogrulanmistir (Yan vd.
2021). SIMLOZ'in islev kaybi mutasyonunun L. taurica’min neden oldugu kiilleme
hastaligina kars1 dayaniklilik sagladigi da gosterilmistir ; ancak, diger MLO genlerinin es
zamanli susturulmasi olmadan eksik olabilmektedir. SIMLO1 Toz halinde kiiflenmeye
dayanikli domates cesitlerinin gelistirilmesi i¢in umut vadeden bir hedef olarak kabul
edilmektedir. SIMLO1, kiilleme hassasligina en biiyiik katkida bulunan gendir (Bai vd.
2008). SIMLO gen ailesi 6zellikleri Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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SGN locus
name

Solyc04g049090
Solyc08g015870
Solyc06010030
Solyc00g007200
Solyc03g095650
Solyc02g082430
Solyc09g018830
Solyc09g018840
Solye1 19069220
Solyc06g082820
Solyc02g083720
Solyc01g102520
Solyc08g067760
Solyc10g044510
Solyc07g063260
Solyc02g077570
Solyc06g010010

Sekil 2.3.SIMLO gen ailesi 6zellikleri

MLO gene

SIMLO1
SIMLO2
SIMLO3
SIMLO4
SIMLOS
SIMLO6
SIMLO7

SIMLO8

SIMLO9

SIMLO10
SIMLOT1
SIMLO12
SIMLO13
SIMLO14
SIMLO15
SIMLO16

Chromosome

Position

SL2.40ch04:38700445..38705951
SL2.40ch08:6074040..6078983
SL2.40ch06:4786764..4792828
$L2.40ch00:6816892..6823417
SL2.40ch03:50279819..50288063
SL2.40ch02:40694608..40700995
SL2.40ch09:17664565..17568214

SL2.40ch11:50939533..50946726
SL2.40ch06:44779673..44784035
SL2.40ch02:41596474..41602413
SL2.40ch01:83071860..83075439
SL2.40ch08:53957062..53962884
S12.40ch10:22128868..22135940
SL2.40ch07:62995345..63002900
S12.40ch02:37045094..37050486
SL2.40ch06:4699552..470657 1

13

ORF lenght (aa)

507
504
591
554
517
553
270

506
511
533
475
532
558
563
375
477

Introns

13
13
14
13
14
14
14
10
14
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3 MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak kiilleme hastaligina kars1 dayaniklilik gelistirilmesi
amaciyla yerli ticari salkim domates ¢esidinin (Komutan) ana ve baba ebeveyn hatlari
kullanilmigtir. Molekiiler ¢alismalar kapsaminda SIMLO1 hassaslik genlerine ait genomik
DNA analizleri i¢in bitki materyali, bakteri ¢alismalar1 i¢in Escherichia coli DH5a
(Catalog 1D:CC-123) ve Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Catalog 1D:CC-225)
suslar1 tercih edilmistir. CRISPR/CAS9 uygulamalarinda hedef gen bolgelerine 6zgii
olarak tasarlanan gRNA dizilerini tasiyan pHEE401E binary vektorii kullanilmistir.
Molekiiler analizlerde PCR, jel elektroforezi islemleri igin gerekli kimyasallar ve
laboratuvar cihazlarindan yararlanilmistir.

3.1.1 Bitki Materyali

Bitki materyali olarak secilen kiillemeye dayanikliligi olmayan ticari F1 domates
¢esidinin ebeveyn hatlar1 kullanilmistir. Ebeveyn hatlari, saf hat olup transformasyonun
yapilacagi Ana (A) ve Baba (B) hatlar1 olarak isimlendirilmistir. F1 domates ¢esidine ait
ana(A) baba(B) hatlarinin tohumlari temin edilmistir.

3.1.2 Kullanilan Besi ortamlari

3.1.2.1 Luria Bertani (LB)Agar Ortam

LB ortami molekiiler ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Escherichia
coli’nin in-vitro kosullarinda rekombinant suslarin elde edilmesinde kullanilan en yaygin
besi yeri ortamlarindan bir tanesi oldugu icin bizim ¢alismamizda da kullanilmistir. LB
agar besiyerinin hazirlanmasi amaciyla 12 g agar, 10 g Sodyum kloriir (NaCl) ve 5 g yeast
ekstrakt hassas terazide tartilmistir. Tartilan maddeler 1 litrelik cam erlene aktarilmis ve
karigimin hacmi saf su ilavesiyle 1 litreye tamamlanmistir. Bu ¢6zeltinin pH’s1 7.0’ye
ayarlanmigtir. Bu PH degeri IN NaOH ve 1 N HCL c¢ozeltileri ile ayarlanmistir (Cizelge
3.1). Hazirlanan LB besi ortam1 121°C’de 20 dakika otoklav edilerek steril bir sekilde
hazirlanmistir. Transformant Escherichia coli hiicrelerinin gogaltimi igin hazirlanan
ortamlar her petri kaplarina 25 ml gelecek sekilde dokiilmiistiir.

Cizelge 3.1. Luria Bertani Agar besiyeri hazirlamak i¢in gerekli malzemeler

Icerik 1 Litre i¢in gereken Miktar
Tryptone 109

NaCl 10g

Maya Oziitii (Yeast Extract) 5g

Agar 129

Saf su Yeterince su ile 1Litre’ye tamamlanir.
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3.1.2.2 LB sivi Hazirlamisi

Sivi Luria Bertani hazirlamak i¢in yukarida Cizelge3.1’de belirtilen kimyasallar
kullanilmis. Ortam igerisine agar ilave edilmemistir. LB ortami transformasyon
asamasindan sonra kanamisin ilave edilmektedir LB ortaminda sadece kanamisin i¢eren
koloniler gelisim gosterir. (Cizelge 3.2). LB Agar ‘da ¢ogaltilan E.coli bakterilerinin 6nce
dogrulamasi yapilir sonra dogru kabul edilen bakterilerin LB siv1 igerisinde gogaltimi
yapilmaktadir.

Cizelge 3.2. S1vi LB ortamlarinda kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari

Antibiyotik Coziicii Stok Calisma

Tiirii konsantrasyonu(mg/ml) konsantrasyonlari(mg/L)
Kanamisin Distile su 50 50

Rifampisin Methanol 50 25

3.1.2.3 Tez Cahsmasinda Kullamlan Bakteri Irklar ve Plasmid

Tasarlamis oldugumuz rehber RNA’nin (gRNA) aktarilmasi ¢caligmalarinda E.coli
DH5a, Agrobacterium tumefaciens EHAL105 bakteri irki ve pHEE401E plazmidi
kullanilmastir.

3.1.2.4 Kimyasallar ve Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan kabin, otoklav, santrifiij cihazlari Cizelge 3.3’de,
DNA ladder, kanamisin, primer gibi kimyasallar Cizelge 3.4’de, plazmid izolasyonu
sirasindaki kit Cizelge 3.5°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. Tez calismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihaz Adr Kullanim Amaci

Klonlama, PCR ve DNA izolasyonu

Mini Satnrifiij islemlerinin uygulanmasi sirasinda
kullanilacaktir.

Vorteks Yf)neks, karistirma, ¢cokeltme, islemleri
icin kullanilacaktir.

Hassas Terazi Tartim, uygulamalarinda

Elektroforez Jel

Gériintiileme Sistemi Jellerin goriintiilenmesi, DNA analizleri

PCR, Vector, Agrobacterium, Kesim
Derin Dondurucu enzimleri, DNA ve RNA sarflarinin uzun
siireli saklanmasi
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Cizelge 3.3. Devam ediyor

Cihaz Ad1
Mikro Dalga Firin

Su Banyosu

Kabin

Inkubator

Buz Makinesi

Tissue Lyser

Otoklav

Spektrofotometre

saf su aritma cihazi
pH metre

Santrifuj

16

Kullanim Amaci

Jel hazirlama,

DNA izolasyonu i¢in kullanilacaktir.

Steril olarak besi ortamlarin1 hazir elde
etme, bakteri ve fungal organizmalar
tizerinde izolasyonlar,

Bakterilerin gelistirilmesii¢in uygun
ortam,

PCR c¢alismalarinda ve klonlama
esnasinda heatshock uygulamalarinda

DNA izolasyonu yapiminda

Calismalarda kullanilacak ortamlarin
hazirlanmasi ve malzemelerin
sterilizasyonunda aktif bir sekilde
kullanilir.

DNA, miktarlarmin belirlenmesi,

A. tumefaciens ODgoo degerinin
Ol¢iilmesi

Saf su uretimi
pH ol¢timi

Santrifiij
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Cizelge 3.4. Tezde kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglari

Kimyasal Ad1 Kullanim Amaci

DNA ladder (100bp) In vitro ¢alismalar, Molekiiler caligmalar
Primerler (100 nmol) In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar
DNA ladder (1 kb) In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar
50 X TAE Buffer (1 It’lik) In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar
Etil Alkol (%99°1ik-5 It) In vitro ¢alismalar, Molekiiler caligmalar
CTAB In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar
B-Merkaptoetanol In vitro ¢alismalar, Molekiiler ¢aligmalar
Dream Taq Green Master Mix In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar
Kesim enzimi (Bsal) In vitro ¢alismalar, Molekiiler calismalar
-IJ:] i?SNA ligase Enzim (5 U/ul) 5x1,000 In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar
Agarose (1 kg) In vitro ¢alismalar, Molekiiler caligmalar
LB (Luria-Bertani) broth besi In vitro galismalar, Molekiiler ¢alismalar
ortami (1kg)

Agar (1 kg) In vitro ¢aligmalar, Molekiiler ¢aligmalar

GenelJET Plasmid Miniprep Kit 50 preps In vitro ¢aligmalar, Molekiiler ¢aligmalar

Kanamisin Klonlama ¢alismalarinda

Cizelge 3.5. Tez ¢alismasinda kullanilan Kitler

Kitin adi Kullanim amaci

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Bakteri hiicresinden plasmidin
(Thermo Fisher Scientific ® Cat No: izolasyonu

K0502)
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3.2 Metot
3.2.1 Domates Bitkisinden DNA izolasyonu

Domates bitkisinden DNA izolasyonu i¢in CTAB metodu kullanilmigtir. DNA
izolasyonunda 6zellikle bitki dokularindan yiiksek kaliteli DNA elde etmek icin yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bitki hiicreleri: Kalin hiicre duvarina sahiptir. Yiiksek
miktarda polisakkarit ve fenolik bilesik igermektedir. Bu maddeler DNA izolasyonunu
zorlagtirmaktadir. CTAB yoOntemi, bu istenmeyen bilesenleri 6nce yogun bir tuz
konsantrasyonu ile igerisine almakta daha sonra farkli kimyasallar kullanilarak
istenmeyen kimyasallar uzaklastirarak saf DNA elde edilmesini saglanmaktadir (Doyle
ve dolye 1990).

Toplam niikleik asit izolasyonu i¢in (5 ml CTAB) hazirlamak i¢in; 25 mikrolitre
mercoptoethonol kullanilmaktadir. Kullanilan : mercaptoethanol DNA’larin kirtlmasini
onlemekte onlari korumaktadir. Ornek sayisina bagh olarak CTAB ¢izelge 3’de
verilmistir. CTAB DNA izolasyonunda asagidaki asamalar takip edilmistir.

1. Ezilecek ornekler Ependorf tiipler igerisine 100 gr olacak sekilde alinip ve
icerisine 150 ul CTAB soliisyonu eklenip drnekler ezilmistir.

2. Ornekler iyice ezildikten sonra 1.5’lik ependorf tiiplere 350 pl daha CTAB
soliisyonu eklenmistir. Toplam hacim 500 pl olmustur.

3. 65 C° termomix cihazinda 1-2 saat bekletilmistir.

4. Toplam hacim 500 pl oldugu i¢in 500 pl kloroform eklenmistir.13.000 rpm ‘de
15 dakika santrifiij yapilmistir.

5. Yeni tiiplere, stipernant ¢ekilip aktarim yapilmustir.

6. Cekilen siipernant kadar isopropanol eklenmistir.

7. Bir gece boyunca eksi 20 derecede (-20) bekletilmistir.

8. Ertesi giin 20 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yapilip dokiilmistiir.
9. 500 pul %70 lik soguk Ethanol eklenmistir.

10. Bes dakika 13.000 rpm ‘de santrifiij yapilir ve tiip igerisindeki tiim sivi
dokiiliir.

11. Ethanol uzaklastirilip 40-60 dakika kurutma kagidi tizerinde kurutulmustur.
12. Kuruyan tiipler igerisine 50-150 ul steril su koyulur.
Genomik DNA orneklerinin yogunluklar1 Thermo Scientific® Multiskan Go

spektrofotometre cihazi ile 6lgiilmektedir. Orneklerin yogunluklar1 ve A260/280
degerleri 1.7 ile 2,0 arasinda degismektedir. WT ¢esidine ait A ve B ebeveyn hatlarina ait
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genomik DNA oOrneklerinin kalite ve miktarlar1 yapilacak olan ¢alismalar igin kabul
edilebilmektedir.

3.2.2 SIMLO Genlerinin Domates Bitkisinde Dogrulanmasi

Domates bitkisinde L. taurica etmenine kars1 hassaslik faktorleri ile iliskili olan
SIMLO genleri genis bir literatiir taramas1 sonucunda bulunmustur. Once National Center
for Biotechnology Information (NCBI) sisteminde NC-090803.1 accession no ile
tanimlanan bu genlere ait tiim genomik sekanslar elde edilmistir. Bu gen bolgelerinin
calismaya konu olan domates ¢esidinde varligini ortaya koyabilmek igin Primer3 Plus
yazilim programi kullanilarak spesifik primerler dizayn edilmistir (Cizelge 3.8).
Optimum erime sicakligmma ve %GC'ye sahip, sadece bu gen icin spesifik primerler
calismada kullanilmistir. Bu primerler daha sonra 100 uM (0.1 nmol/ul) primer stoklar1
elde etmek icin niikleaz igermeyen saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra, 100 uM primer
stoklarinin 1:10 oraninda seyreltilmesiyle 10 uM ¢alisma konsantrasyonuna sahip
primerleri ortaya konmustur. Dizayn edilen bu primerlerle PCR islemi gerceklestirilmis
olup bu islemler sirasinda MLO/F (5 AATGCAGATAATATTGCTAGTTGGC3’) ve
MLO/R (5’ AGGGTACCTGAAAGAGTACAAAGTT 3’) primer ¢iftleri kullanilmustir.
Tim PCR analizlerinde elde edilen iirtinler sekanslamaya gonderilecegi igin toplam PCR
sollisyonunun hacmi 50 pl olarak ayarlanmistir. DNA izolasyonu yapilan 6rneklerimiz
istedigimiz gen bolgesini tasiyip tasimadigmin tespiti i¢in dizayn edilen primerler ile
birlikte PCR kurulmustur. Bu PCR iriinleri sekanslama i¢in kullanilacagindan PCR
soliisyonunun toplam hacmi 50 pl olarak ayarlanmistir. Bu primer ¢iftleri PCR sonrasi
agaroz jelde yiiriitiilerek istenilen gen bolgelerini tagidigr anlasilmistir. Geriye kalan PCR
sollisyonu sekanslama hizmeti alinmak tiizere Macrogen firmasma gonderilmistir.
Calismalarda kullandigimiz PCR karigimlarinin bilesenleri ve hacimleri ¢izelge 3.6 ‘da
gosterilirken Thermal Cycler cihazina yerlestirilen PCR soliisyonlarina uygulanan PCR
dongii ve stireleri ¢izelge 3.7 *de gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Calismalarda kullanilan PCR bilesenleri ve hacimleri

PCR Bilesenleri Eklenen Hacimler
Xpert Fast Hotstart Mastermix(2x) 6.25ul
Forward primer 1ul
Reverse primer 1ul

Su 2.25 ul
Kalip DNA 2 ul
Toplam 10.5 pl

DNA izolasyonunun yapilmasindan sonra bir gece -20 °C de beklenen DNA
ornekleri icin PCR kosullar ¢izelge 3.6’daki gibi saglanmaktadir. Her bir 6rnek igin esit
miktarda PCR bilesenleri eklenerek toplam bir mix hazirlanmaktadir. Daha sonra bu
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mixden her bir 6rnek icin PCR tiip icerisine dagitilmaktadir bir sonraki asamada
izerlerine izolasyonu yapilan DNA lardan 2 pl eklenmektedir. PCR sartlar1 ¢izelge
3.7°deki gibi hazirlanarak cihazin ¢caligsmasi gergeklestirilmektedir.

Cizelge 3.7. Calismalarda kullanilan PCR amlifikasyon sartlar

Asama Sicakhik °C Siire Dongii Sayisi
On Denaturasyon 95 3dk 1
Denaturasyon 95 15 sn

Baglanma 59 15sn X 30

Uzama 72 15 sn

Son uzama 72 3dk 1

Cizelge 3.8. SIMLO genlerine ait genomik sekanslardan yararlanilarak gen bolgelerinin
domates ¢esidinde varligini ortaya koyabilmek icin dizayn edilen spesifik primer
dizilimleri

Primer Beklenen TM Degeri  Uriin Boyutu(bp)
MLO/F 59 200
MLO/R

3.2.3 gRNA Tasarimm ve Konstrakt Yapisinin Olusturulmasi

Domates SIMLO genlerinin CRISPR-CAS9 sistemi kullanilarak hedefli bigimde
diizenlenmesi amaciyla oncelikle uygun kilavuz RNA (single guide: sgRNA) dizileri
tasarlanmigtir. Tasarlanan sgRNA dizileri dogrultusunda gen aktarimi igin vektor yapilar
hazirlanmistir. Rekombinant konstruktlarin elde edilmesinde GoldenGate© klonlama
yontemi uygulanmistir. Olusturulan plazmidler ilk olarak E. coli DH5 alpha hiicrelerine
aktarilmig, ardindan dogrulanan konstrakt yapilart Agrobacterium tumefaciens EHA105
bakteri susu araciligiyla bitki transformasyonu ¢aligmalarinda kullanilmigtir. Bu agamalar
calismada izlenen temel yontem basamaklarini olusturmaktadir.

3.2.3.1 gRNA Tasarim

Genin referans dizilimi Phytozome v14 iizerinden Solyc04G001288 erigim
numarastyla indirilmistir. Kromozom 4 izerinde yer alan bu gendeki referans dizilimdeki
ekzonlar isaretlenmistir. Sekans daha sonra, Benchling
(https://www.benchling.com/crispr) web aracina yiiklenmistir. Elde edilen potansiyel
gRNA!'lar; ilk ekzona isabet etmesi, yiiksek on-target skoru, diisiik off-target etki ve
serbest enerji kriterlerine gore segilmistir (Doench vd., 2016). Birinci ekzon hedef
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aliarak yediden yirmi alt1 baz dizilimleri dogrultusunda pozisyon belirlenmistir. Segilen
gRNA dizilimleri Cizelge 3.9°da verilmistir. ON-TARGET ve OFF-TARGET analiz
sonugclari ¢izelge 3.9 ‘da verilmistir.

Cizelge 3.9. Segilen gRNA dizilimleri, On-Target, Off-Target analiz sonuglar1 ve
SIMLOL1 iizerindeki pozisyonlar1. Ok isareti yonleri gRNA yOniinii isaret etmektedir.

gRNA Dizilim Gen Uzerindeki Pozisyon
gRNA1 ATGCAGATAATATTGCTAGT 7 —26
On-Target 54.4
Off-Target 55.0

3.2.3.2 CRISPR/CAS9 Vektoriiniin Elde Edilmesi

SIMLO1 geninde CRISPR/CAS9 yontemiyle, mutasyon olusumunu tetiklemek
icin gerekli bilesenleri iceren vektdor Modiiler Klonlama yontemiyle elde edilmistir
(Weber ve ark. 2011). Secilen gRNA’ler Bsal tanima bolgesi eklenerek hem sense hem
de antisense olacak sekilde sentezlenmistir. Bu sentetik oligoniikleotidler birbirinin
komplementer dizilerine sahip olup diziler 1 uM olacak sekilde seyreltikten sonra ayni
tiipte birlestirilmislerdir. Bu sayede tek zincirli gRNA oligoniikleotidleri, ¢ift zincir hale
getirilmistir. Bu islem her bir gRNA i¢in de yapilmis daha sonra bu diziler, gRNA uyumlu
giris pPHEE401E plazmidine ayni enzim ile aktarilmigtir. Reaksiyon i¢in, 2 pL gRNA, 1
uL gRNA uyumlu plazmid (80 ng/uL), 0.5 uL T4 DNA ligase buffer, 0.5 uL. T4 DNA
ligase, 0.5 uL Bsal, 5,5 pL niikleaz icermeyen su kullanilarak gergeklestirilmistir.
Reaksiyon sirasiyla, 37 °C’de 7 dakika, 16 °C’de 5 dakika olacak sekilde 35 dongii ve 80
°C’de 10 dakika enzim inaktivasyonu i¢in thermocycler da inkiibe edilmistir. Elde edilen
GoldenGate iirlinii E. coli DH5a igerisinde heatshock yontemiyle aktarilmistir (Froger ve
Hall 2007). Daha sonra hiicreler 50 pg/ml Kanamisin igeren ortama yayilarak segilmistir.
E.coli DHb5a bakterileri LB besiyerinde ¢ogaltilarak gelisen bakterilerden toplam DNA
izole edilmigtir. Bu sayede AtU6:gRNA1 yapisti ve ¢gRNA ifade Kkaseti,
CmYLCV:Cas9:polyA ve CaMV35S:nptll:polyA kasetleriyle, GoldenGate klonlama
yontemiyle birlestirilmistir. Bu islem i¢in ayn1 reaksiyonda bu plazmitler ile PCR kurulup
klonlama isleminde Bsal enzimi kullanilacaktir (Cizelge 3.10). Elde edilen ligasyon
tiriinii E. coli DH5a’da ¢ogaltilip, plazmid izole edildikten sonra kesim enzimi ve NGS
ile dogrulanarak bakteriler igerisinde olusturulan T-DNA yapisi elde edilmistir. (Sekil
3.1) (Froger ve Hall 2007).
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a
v
SiMLO?1
1262 bp
b
i -_- coney | Sptud potyh  mm CaMVISS ol poigh 1
T-DMNA

Sekil 3.1. SIMLOL1 geninin sematize edilmis hali ve bu geni hedeflemek igin olusturulacak
T-DNA yapisi. @) Ekzonlar mavi kutucuk olarak gosterilmis olup, farkli uzunluklardaki
5 ckzondan olusmaktadir. gRNA dizilimleri ve isabet ettigi yerler belirtilmistir. b)
SpCas9 endoniikleazini, gRNA ifade kasetini ve segilim ig¢in hptll (higromisin
dayaniklilik) ifade kasetleri, T-DNA {izerinde gosterilmistir.

Cizelge 3.10. gRNA konumlarini ve dizilimlerinin dogrulamak amaci ile genlere 6zgii
dizayn edilen primer dizilimleri ve beklenen Tm degerleri ve tirlin boyutlar1

Beklenen Tm

Primer Degeri Uriin Boyutu(bp) Kullanim Amaci
pHEEA401E -F pHEE401E
plazmitinin
pHEE401E -R 59 °C 574 ligasyon sonrasi
kontrolii

3.2.3.3 Plazmid hakkinda temel bilgiler

Bu tez calismasinda ticari pHEE401E (Addgene ID:71287) ticari binary vektorii
kullanilmigtir. Bu ticari plazmid spesifik E.coli’nin DH5a suslarinda 6nceden transforme
edilmistir. Bakteriyel hiicreler spesifik antibiyotiklerinin uygun miktarlarini iceren LB
ortaminda kiiltiire alinmustir.

Calismada kullanilan Plasmid SNAP-Gene uygulamasi kullanilarak dizayn
edilmis ve rehber RNA bdlgeleri eklenmistir. (Sekil 3.2)
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pHEE401E
17,112 bp

BsiWI (5466)

Sphl (8362)
Pmel (8483)

Sekil 3.2. SIMLO genlerini hedef alan gRNA’leri aktarilacak olan pHEE401E vektoriiniin
fiziksel haritasi

3.3 GoldenGate Reaksiyonu

Cizelge 3.8 ‘de verilen PCR kompotentleri kullanilarak gRNA bolgesi
cogaltilmistir. Bu agsamalarin yapilmasinin temel amac1 gRNA’larin plazmite aktariimasi
saglanmigtir. SIMLO 1-1F ve SIMLO 1-1C primerleri tek sarmalli bir yapiya sahip
oldugu i¢in bu iglem ile Sentetik oligoniikleotidler birbirinin komplementer dizilerine
sahiptir ve diziler 1 uM olacak sekilde seyreltikten sonra ayni tiipte karistirilmistir. Bu
sayede tek zincirli gRNA oligoniikleotidleri, ¢ift zincir hale gelmistir. SIMLO 1-1F ve
SIMLO 1-1C primerleri 1ul olacak sekilde alinir 48 ul su ile birlikte tek bir tiip igerisinde
karistirilmistir. 95 °C ‘de 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 20 dakika
bekletilerek kullanilmistir (Ma vd 2015). Bu reaksiyon Cizelge 3.11°de verilen
hacimlerde ve Cizelge 3.12’de verilen dongii kosullarinda kurulmustur.

Cizelge 3.11. GoldenGate klonlama amplifikasyonunda kullanilacak kompotentler ve
hacimleri

Kompotentler Hacimler
Su 5,5ul
Plazmit 1l
Oligo 2 ul

T4 Ligase buffer 0.5 ul

Kesim Enzimi bsal 0.5 ul

T4 Ligase 0.5 ul
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Cizelge 3.12. GoldenGate reaksiyonuna ait dongii kosullari

Sicaklik Zaman

37°C 7 dk

16 °C 5dk X35
37°C 7 dk

80 °C 10 dk

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

Bu islemin amaci1 GoldenGate ile elde ettigimiz promotor, gRNA ve terminator
bolgelerimizi igeren transformant pHEE401E plasmidini gogaltmaktir. ilk olarak Golden
Gate reaksiyonundan elde edilmis plazmit DNA ve 100 ul kompatent E.coli hiicresi buz
tizerinde ¢ozdirilmiistiir. PCR silirecinden gegen plazmit DNA’mizin  tiimiini
kullanilmistir. Kompatent hiicreler buz tizerinde ¢6zdiiriildiikten sonra her ikiside 1.5 ml
steril ependorf tiiplinde karistirilmistir ve buz iizerinde 25 dk boyunca birlikte inkiibe
edilmistir. Bu islem sonrasinda 42 °C termomixte 30 saniye bekletilmistir. Daha sonra
tekrar buz igerisinde 5 dakika bekletilerek kabin igerisinde Ependorf tiip i¢erisine 900 pl
LB sivi broth eklenmistir. Ependorf tiip 300 rpm de 1,5-2 saat 37 °C ‘de. Calkalayict
igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Bekleme asamasi bittikten sonra 2 dakika 13.000
rpm’de santrifiij yapilmistir. Ependorfun iist fazindan 900 pl ¢ekilerek atilmigtir. Daha
onceden hazirlanmis olan igerisinde kanamisin antibiyotigi olan LB agar ortamlarina 6ze
yardimt ile pelet kismi pipetleme yapilarak ¢ozdiiriiliip LB agar iizerine ¢izim agamasi
tamamlanmistir. Hazirlanan Petriler ters ¢evrili olarak 16-24 saat inkiibasyona
birakilmigtir (Forger ve Hall 2007).

3.5 Koloni PCR

Heat-shock ile plasmidin bakteri igerisine aktarilmasindan sonra inkiibatore bir
giin boyunca gelisen bakterilerin dogru konstrakt yapisina sahip olup olmadigint anlamak
i¢in koloni PCR yapilmustir (Woodman 2008). Ideal biiyiikliige ulasan koloniler pipet ucu
yardimiyla alinmis olup cizelge 3.13’de verilen reaksiyon bilesenleri PCR tiipiinde
karistirilmis olup Cizelge 3.14’de verilen kosullar saglanmaistir.
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Cizelge 3.13. Koloni PCR bilesenleri ve hacimleri

PCR Bilesenleri Eklenen Hacimler
Xpert Fast Hotstart Mastermix(2x) with dye 6.25ul
Forward primer 1.00 pl
Reverse primer 1.00 pl
Su 2.25 ul
Koloni 2.00 pul
Toplam 10.50 pl

Yapilan koloni PCR ile dogrulamasi gerceklestirilen bakteri kolonileri pipetucu
yardimiyla alinarak Falkon tiip igerisine aktarilir. Falkon tiipler 5 ml LB ve 5 ul kanamisin
antibiyotik karisimi igermektedir. Bu falkon tiipler 1 gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakilir. Koloni PCR yapilan iiriinler %1.5’luk agarose jel elektroforezinde 70 V
yiriitiilmiis ve dogru DNA’nin varligt dogrulanmustir. Jel elektroforezi ile DNA’nin
varliginin dogrulanmasindan sonra ideal biiyiikliikteki koloni 100 pl’lik pipet ucu ile
alinarak 5 pl kanamisin (50 mg/mL) iceren 5 mL LB ortam igeren falkon tiip igerisine
konmustur. Sivi besi ortaminda 37 °C'de 12-16 saat boyunca 300 rpm’de ¢alkalamali
inkiibe edilerek istenen konsrakt yapisina sahip bakterilerin gelismesi saglanmustir.

Cizelge 3.14. Koloni Amlifikasyon i¢in PCR Kosullari

Sicaklik Siire(Dk) Dongii Sayisi
95 C° 3dk 1

95 C° 15sn X30

59 C° 15 sn

72 C° 15 sn

72 C° 3dk 1

4 Ce 0
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3.6 Plazmid izolasyonu

Istedigimiz konsrakt yapisina sahip E.coli DH5a icerisinde gelisen plazmitlerin
buradan alimip Agrobacterium tumefaciens bakterisinin plazmide yerlestirilmesi igin
plazmid izolasyonu asagidaki gibi yapilmistir. Bu asamalar GenJET™ Plazmid Miniprep
Kit (Thermo Fisher) iiretici firmanin direktifleri izlenerek plazmid izolasyonu yapilmaistir.

1- Falkonlarda biiyiiyen plazmid igeren E.coli’lere 4000 rpm 10 dk santrifiij
yapilir. Santrifiijle hiicreler pelete toplanir.

2- Supernatant atilir.
3- 250 pl Resuspension Solution eklenir ve vortex yapilir.
4-250ul Lysis Solution eklenir. 4-6 kez tiip ters diiz edilir.

5-Neutralization soliisyonundan 350 ul koyulur. Daha sonra ependprf tiiplere
aliip iyice ¢oziilmesi gerekir.

6-13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilir.
7- Ozel filtreli ependorf tiiplere santrifiij sonrasi gecis yapulir.

8- 13000 rpm de 1 dk santrifiij yapilir. Santriflij sonrasi filtre altindaki dokiiliir
filtre kalir.

9- 500 ul Wash solition tiiplere ilave edilerek 1 dk santrifiij yapilir. Filtre altindaki
kalan s1v1 dokiiliir.

10- Tekrar 500 pl Wash solition tiiplere ilave edilir.1 dk santrifiij yapilir.

11- 50 pl elution buffer eklenir.2 dakika boyunca bekleme yapilir. Daha sonra
13.000 rpm de 2 dk santrifiij yapilir.

12- Bu asamadan sonra filtreli kisim atilarak altta kalan sivi ile islemler
yapilacaktir.

13- Qubit cihazi ile yogunluklari dl¢tilmiistiir.

Plazmid izolasyonunun ardindan tekrar dogrulamak i¢in PCR yapilir. Elde edilen
bulgular bir teknoloji firmasindan hizmet alimi yapilarak sanger sekanslama yontemi ile
sekanslamaya gonderilir. Elde edilen sekanslar sonucunda insertlerimizin dogru bir
sekilde plasmid igerisine aktarildigi dogrulanmistir.

3.7 A.tumefaciens EHA105 Bakterisi Aracihg ile Gen Aktarim
3.7.1 A.tumefaciens competent cell hazirlama ve elektroporasyonu islemi

E.coli ‘de ¢ogaltilan ve sekansa gonderilerek dogrulamasi yapilan konstrakt
Agrobacterium tumefaciens EHA105e bakterisine elektroporasyon yontemi ile plazmite
aktarilmigtir. Bu islem i¢in Oncelikle Agrobacterium tumefaciens EHA105 kompetent
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hiicre hazirlama protokoliine bagli kalinarak hazirlik yapilmistir. Kompetent A.
tumefaciens hiicrelerin elde edilmesi asamasinda bakteri hatlarina gore uygun
antibiyotikleri (50 mg/I rifampisin) iceren LB agar besin ortamina 6ze ile yayilarak 28°C
agar kiiltiirde koloniler elde edilmistir. Daha sonra LB agar tizerinde gelisen tek koloni
alinarak uygun antibiyotikleri igeren 10 ml s1vi LB besin ortami1 bulunan 50 ml'lik falcon
tiipte 28°C'de bir gece biiyiitmeye birakilmistir.

Burada gelisen bakteri kiiltiirtinden 5 ml alinarak. 50 ml LB besin ortami igeren
300 ml'lik erlene aktarilarak, uygun sicaklikta ODgoo=0.4 absorbans degeri olacak sekilde
2-3 saat bekletilerek geligsmeleri saglanmstir.

Bakteri hiicrelerini igeren soliisyon 50 ml'lik bir baska falcon tiipe aktarilarak buz
icerisinde 20 dakika bekletildikten sonra 4°C 2500 rpm de 10 dakika santrifiij yapilmistir.

Cokeltilen bakteri hiicreleri 10 ml 0.1 M CaCl2 igerisinde tekrar ¢oziilerek buz
tizerinde 30 dakika bekletilmistir. Bu sefer kalsiyum kloriir i¢erisindeki bakteri hiicreleri
tekrar santrifiij edilerek 2 ml soguk 0.1M CaCl2 ve %15 gliserol igerisinde tekrar
coziilmeye birakilmigtir. Son olarak bakteri hiicreleri 1.5 ml Ependorf tiiplerine 50 pl
olacak sekilde paylastirilarak daha sonraki caligmalarda kullanilmak iizere -80°C
muhafaza edilmistir (Sambrook ve Russell 2001).

3.7.2 Elektroporasyon ile Plasmidin Elektrokompatent Agrobacterium
tumefaciens EHA105 Susuna Aktarilmasi

Caligmalarda E.coli bakterisi icerisinde olan konstrakt yapinin Agrobacteriim
tumefaciens EHA105 susuna aktarimi igin elektroporasyon yontemi kullanilmis olup
hazirlik ve uygulama agamalar1 agsagida verilmistir (Prostak vd 2022).

e Elektroporasyon metodu ile aktarilimi yapilacak olan pHEE401E plasmidi
Agrobacterium tumefaciens EHA105 susuna aktarilmadan 6nce spektrofotometre cihazi
kullanilarak konsantrasyonlar1 60 ng’a ayarlanmistir. Bu islem i¢in Oncelikle
Agrobacterium EHA 105 competent cell hazirlama protokolii uygulanmaistir.

e Elde edilen agrolar -80 de muhafaza edildikten sonra kullanim igin Buz iizerinde
eritilmeye birakilmistir.

¢ Goldengate klonlama yontemi ile hazirlanan pHEE401E plasmidi steril 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere 10 ul hacimde yerlestirilmis olup elektroporasyona kadar buz iizerinde
bekletilmistir.

e Buz iizerindeki 40 ul elektrokompatent Agrobacterium EHA105 susu 10 pl
plasmidi igeren ependorf igerisine eklenmistir (40 pl +10 pl =50 pl toplam hacim)

. Hazirlanan hiicre siispansiyonu elektroporasyon kiivetine transfer islemi
yapilmustir.
o Stispansiyonun  kiivetin  elektrotlarin  bulundugu elektroporasyon

haznesine tam yerlestigine hava kabarcigi olup olmadigina dikkat edilmis ve tiipiin
kapag kapatilmistir. Kiivetin dis ceperi kurulanarak BIORAD marka Gene Pulser
Xcell cihazinin elektroporasyon haznesine konulmustur. 4 milisaniye, 2.5 KV
giiclinde ayarlanan elektroporasyon cihazi ile kiivete akim gonderilmistir. Bu
islemden sonra kiivet igerisine 950 ul LB Broth eklenmistir.Daha sonra kabin
icerisinde kiivetten ependorf tiip igerisine alinmuistir.
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o Ependorf tiip 28 °C’ de galkalayicida 2-3 saat inkiibe edilmistir ve daha
sonra 1,5 dk 12.000rpm’de santrifiij yapilmistir.Kabinde 700 pl iist faz g¢ekilerek
atilmistir. Kalan sivi ile pelet ¢ozdiiriilmistiir.

. Kanamisin (50 mg/l) ve rifampisin (25 mg/l) igeren LB agar ortamlarina
100 pl olacak sekilde ekilerek 48 saat 28 °C’ de inkiibe edilmeye birakilmistir.
. Yeterli koloni biiylikliigiine ulasmis kolonilerden steril bir pipet ucu

yardimiyla alinarak kanamisin (50 mg/l) ve rifampisin (25 mg/l) igeren 5 ml LB siv1
ortamina beklemeye birakilmistir. PCR ile dogrulamas1 yapilan koloniler 37°C'de 12
16 saat boyunca 225 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir.

. Uzun siireli saklamak i¢in kiiltiir OD 600 0.6 hiicre yogunluguna gelene
kadar spektrofotometrede dl¢limleri yapildiktan sonra 500 pl kiiltiir + 500 pl %40°lik
steril gliserol eklenerek 1.5 ml’lik epondorf tiiplerde -80 °C muhafaza edilerek
saklanmustir.

o Elektroporasyon isleminden sonra transformant plasmid basarili bir
sekilde Agrobacterium tumefaciens EHA 105 irkina aktarilip aktarilmadigini kontrol
etmek icin pHEE401lE/F ve pHEE401E/R primer ¢ifti ile koloni PCR ile
dogrulanmistir (Cizelge 3.7).

o Agrobacterium tumefaciens EHA105 irkina aktarilan CRISPR-CAS9 gen
sistemine yerlestirilen SIMLO gen konstrakt yapis1 PCR ile dogrulamas1 yapildiktan
sonra domates yapraklarina aktarilmak {iizere doku kiiltiiriinde kullanilmaya
basglamistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA
4.1 SIMLO Genlerinin Domates Bitkisinde Dogrulanmasi

Genis bir litaratiir taramasiyla belirlenen SIMLO genlerinin domates ¢esidinde
varligin1 belirlemek igin ticari F1 domates hattinin hem anne hem de baba hattindaki
varhigimi ve dizayn edilen spesifik primer setleriyle PCR amplifikasyonlarinda ortaya
konmustur (Kim vd. 2018). Yapilan PCR amplifikasyonlar1 sonucunda elde edilen PCR
trtinleri %1.5’luk agarose jelde gorilintiilendikten sonra hem anne hem de baba
ebeveynlerde 200 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilerek (Sekil 4.1) ebeveynlerdeki
SIMLO1 geni varligi ortaya konmustur (Sekil 4.1). Elde edilen anne ve baba
ebeveynlerdeki bantlarinin sekanslari Macrogen biyoteknoloji firmasindan hizmet
aliarak sanger sekanslari ¢ikarilmistir.

100 bp
Marker

O
Anne Baba

Negatif
Kontrol

Sekil 4.1. F1 Domates ¢esidinin Anne(A) ve Baba(B) ebeveyn hatlarinda SIMLO1 gen
bolgelerine spesifik primerler kullanilarak PCR islemi ile birlikte genlerin varliginin
dogrulanmasina ait jel goriintiisii

Sanger sekanslamayla elde edilen gen dizilimi NCBI’da bulunan sekanslar
karsilagtirilarak Single Nucleotide Polymorphism (SNP)’in varligini kontrol edilmistir.
Dizileme sonuglarina gore herhangi bir SNP ile ifade edilmemistir. Bu nedenle SIMLO
gen diziliminin NCBI veri tabaninda bulunan gen dizilimleriyle ayn1 oldugu bulunmustur.
Bu adim CRISPR/CASY ¢alismalarinda gRNA dizilerinin baglanacagi hedef bolgelerin
sekans diizeyinde dogrulanmasi, Cas9 kesim etkinliginin ve 6zgiinliiglinlin saglanmasi
acisindan kritik bir kalite kontrol adim1 olarak 6n goriilmektedir (Hsu vd. 2013).

Bu calismanin baslangicinda hedef gen bolgelerinde herhangi bir varyasyonun
bulunmamasinin ortaya konmasi, tasarlanan gRNA dizilerinin her iki ebeveyn hattina da
0zgil olarak baglanabilecegini ve elde edilecek mutasyonlarin dogrudan CRISPR-CAS9

29



BULGULAR VE TARTISMA G. KOCAKAYA

gen diizenleme sistemi ve sonrasindaki oto tamir mekanizmast sonrasindaki ekleme
(insertion) ve silme (deletion) sisteminin dogru ¢alisacagini gostermektedir. Bu baglamda
SIMLO gen dizilerinin referans genomla tam uyum gostermesi CRISPR/CAS9 araciligi
ile bu genlerin hedeflenmesinin giivenilirligini arttirmakta ve ilerleyen nesillerde elde
edilecek fenotipik sonuglarin yorumlanmasini saglamaktadir.

Bitkilerde CRISPR/CAS9 uygulamalarin1 degerlendiren Belhaj ve ark. (2015),
gen diizenleme ¢alismalarinda hedef dizilerin 6nceden sekans analizleri ile
dogrulanmasinin, hedef dis1 etkilerin azaltilmasi ve mutasyon verimliliginin artirilmasi
acisindan énemli oldugunu belirtmistir.

Domateste MLO genlerinin kiilleme hastaligina kars1 dayaniklilikla iliskili oldugu
bilinmektedir. Zheng ve ark. (2016) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, SIMLO1
geninde olusturulan mutasyonlarin kiilleme etmenine karst dayaniklilik sagladig
bildirilmistir. Bu baglamda, calismamizda hedef bdlgede dogal varyasyonlarin
bulunmamasi, olusturulacak mutasyonlarin fenotipik etkilerinin daha dogru
degerlendirilmesine katki saglayacak ve elde edilecek direng mekanizmasimin dogrudan
SIMLO geninin diizenlenmesine bagli oldugunun ortaya konmasina yardime1 olacaktir.

4.2 Golden-Gate© Reaksiyonu

Calismamizin Materyal ve Metot kisminda belirtildigi gibi Golden-Gate klonlama
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu CRISPR-CAS9 sisteminin basarisi igin kritik bir
basamak olup Golden-Gate klonlama yontemiyle ¢coklu gRNA’lerin uygun E.coli hiicre
yapist igerisinde birlestirildigi ortaya konmustur. Ik asama olarak SIMLO 1-1F ve SIMLO
1-1C primerleri tek sarmalli bir yapiya sahip olan Sentetik oligoniikleotidler birbirinin
komplementer dizileri olarak olusturulmustur. PCR islemleri i¢in her bir kimyasal icerik
karistirilarak elde edilen soliisyon karisim igerisinde cogaltilmistir (Sekil 4.2).
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(N

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

Golden-Gate klonlama reaksiyon olusturulan transformant plasmid Heat-shock
bakteri transformasyonu yontemi kullanilarak E.coli DH5a’ya aktarilmistir.
Transformasyon sonrasi transformant pHEE401E plasmidi igeren sadece E.coli
bakterileri kanamisin dayanikliligi i¢erdigi ig¢in bu spesifik ortamda gelisebilmektedir.
Besi ortami LB kanamisin antibiyotigi igermekte olup sadece ve sadece bu antiyotige
dayaniklilik geni iceren pHEE401E plasmidi iceren bakteriler gelisebilmektedir.
Calismada bu plazmid ile birlikte SIMLO geni iliskilendirildigi igin bu E.coli
bakterilerinin hem bu genetik yapiy1 hemde SIMLO geni igerdigi anlasilmaktadir(Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Heat-shock transformasyonundan sonra kanamisinli LB agar ortaminda
PHEE401E iceren transformant plasmidin aktarilmasindan sonra olusan E.coli DH5a
kolonileri

Heat-shock transformasyonu sonrasinda, pHEE401E plasmidinin kanamisin
dayaniklilik geni tagimasi sayesinde transformant kolonilerin yalnizca kanamisin igeren
LB agar ortaminda gelisim gostermesi, plasmidin E.coli DH5a hiicrelerine dogru ve stabil
bi¢imde aktarildigini ortaya ¢ikarmistir. E.coli DHS5a susunun rekombinasyon
aktivitesinin diisiik olmasi ve yiiksek plasmid stabilitesi saglamasi, klonlama sonrasi
plasmid ¢ogaltim1 i¢in bu susun yaygin olarak tercih edilmesinin en 6nemli sonuglarindan
bir tanesidir (Kostylev vd. 2015).

Golden-Gate klonlama sonrasi elde edilen pHEE401E plasmidinin E.coli DH5a
hiicrelerine basariyla aktarilmas: hem klonlama basamagimin hem de transformasyon
protokoliiniin etkinligini saglamistir. Elde edilen transformant koloniler, ilerleyen
asamalarda yapilacak plasmid izolasyonu, restriksiyon analizi ve sekans dogrulama
caligmalarina uygun ve giivenilir bir baglangi¢ materyali hazirlamaktadir.

Bu bulgular, coklu gRNA iceren kompleks CRISPR-CASY9 konstriiksiyonlarinin
bakteriyel sistemlerde c¢ogaltilmasinda Heat-shock transformasyonunun etkili ve
tekrarlanabilir bir yontem gostermektedir.

Bu c¢alismada pHEE401E plazmidinin E. coli DH5a hiicrelerine heat-shock
yontemiyle aktarilmasinin ardindan kanamisin igeren LB agar ortaminda transformant
kolonilerin elde edilmesi, transformasyon isleminin basariyla gerceklestigini
gostermistir. Antibiyotik diren¢ geni tasiyan plazmidlerin secici besiyerinde gelisim
gostermesi, molekiiler klonlama ¢alismalarinda  transformasyon  basarisinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir. (Green ve Sambrook 2012).
Son yillarda bitkilerde CRISPR/CAS9 vektdrlerinin  olusturulmasina yonelik
calismalarda da benzer sekilde pHEE401E gibi ¢oklu gRNA tasiyan vektorlerin 6ncelikle
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E. coli DH5a hiicrelerinde ¢ogaltildigi ve antibiyotik se¢imi ile dogrulanan transformant
kolonilerin sonraki basamaklar i¢in kullanildig: bildirilmektedir (Wang ve ark., 2015).
Bu bakimdan elde edilen bulgular, heat-shock transformasyonunun CRISPR/CAS9
tabanli vektorlerin bakteriyel sistemlerde ¢ogaltilmasi agisindan etkin ve giivenilir bir
yontem oldugunu desteklemektedir.

4.4 Koloni PCR

Heat-shock ile E.coli transformasyonu sonucunda pHEE401E plasmidin
yapisindaki aktarilmak istenen insertlerin varligini dogrulamak i¢in kanamisin igeren LB
agar ortaminda geligen tek kolonilerden alt1 tane drneklerimizden se¢im yapilarak PCR
isleminde ¢ogaltilarak dogrulanmistir. Elde edilen PCR bantlar1 E.coli DH5a kolonileri
500 bp biiytikliigiinde bant vererek dogrulanmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4.Koloni PCR iiriinlerinin agarose jel lizerindeki goriintiisii ve koloni alinimi

Koloni PCR teknigi rekombinant plasmidlerin yeni bakteri hiicresinde dogru
yerde, hizli ve direkt dogrulanmasina olanak tanimasi nedeniyle klonlama ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Xing vd. 2014).

Elde edilen bant biiyiikliigiiniin beklenen fragment uzunlugu ile uyumlu olmasi,
insert DNA’nin vektor icerisine dogru yonde ve biitiinliigli bozulmadan aktarildigini
gostermektedir (Sekil 4.5). Pozitif kolonilerin sivi LB broth ortamina alinarak
cogaltilmasi, ilerleyen asamalarda gerceklestirilecek plasmid izolasyonu caligsmalarina
uygun bir basamak olusturmaktadir. Koloni PCR analizi ile pHEE401E plasmid
yapisindaki hedef insertlerin biiyilkk oranda dogru sekilde klonlandigr ve secilen
kolonilerin molekiiler dogrulama icin uygun oldugu goézlemlenmistir. Bu bulgular,
GoldenGate klonlama ve Heat-shock transformasyonunun birlikte etkin bir klonlama
stratejisi sundugunu ve ¢alismanin sonraki asamalarinda yapilacak fonksiyonel analizler
i¢in saglam bir temel olusturdugunu gostermektedir.
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Bu calismada elde edilen sonuglar, koloni PCR'nin rekombinant kolonilerin
belirlenmesinde giivenilir bir 6n dogrulama yodntemi oldugunu bildiren O6nceki
caligmalarla uyumluluk derecesi yiiksektir. Zhao ve ark. (2014), koloni PCR'nin
rekombinant plazmid tasiyan kolonilerin hizli sekilde secilmesini sagladigini ve sonraki
molekiiler analizler i¢in zaman kazandirdigini gostermektedir. Benzer sekilde Pardesi ve
Tompkins (2014), koloni PCR yonteminin plazmid izolasyonuna ihtiya¢ duymadan dogru
transformantlarin belirlenmesine olanak sagladigini bildirmistir.

Sekil 4.5.PCR ile dogrulanan koloniler 5 pl kanamisin iceren 5 ml LB broth ortamina
alinmast

4.5 Plazmit izolasyonu

E.coli DH50 susuna Heat-shock yontemi ile aktarilan plasmidin bakteri
hiicrelerinde basariyla ¢ogaltilmasindan sonra yapilan plasmid izolasyonu ve spesifik
primerlerle gergeklestirilen PCR islemleri SIMLO genin varligimi ortaya koymustur.
Plazmid izolasyonu sonrasi plazmid yogunluklar1 Qubit cihazi ile 6l¢lilmiis olup 120 ng
olan deger 60 ng olarak seyreltilmistir. Elde edilen PCR {iriinii Sanger sekans yontemi
ile niikleik asit dizilimleri ¢ikarilmis olup plazmid igerisine yerlestirilen sekanslarin
dogrulugunu ortaya koymustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6.Plazmit izolasyonu asamalar1 ve Qubit cihazinda plazmid yogunluk 6lgtimii
4.6 Elektroporasyon ile Plasmidin Elektrokompatent Agrobacterium tumefaciens
EHA105 Irkina Aktarilmasi
E. coli Dh5a susuna Heat-shock yontemi ile aktarilan plasmidin ¢ogaltilmasindan

sonra spesifik primerlerle yapilan PCR f{irlinleri ve bu {irlinlerin Sanger sekanslamasiyla
guide DNA, target DNA ve palindromik sekanslarinin varligi dogrulanmistir (Sekil 4.7).

v ATTGATGCAGATAATATTGLTAGT

R
Raw - Chromtogram Data

Sekil 4.7.Plasmid igerisine aktarilan gRNA konumlarinin sanger sekans yontemi ile
dogrulanmasi sonucu elde edilen kromotogramlar

Calisma kapsaminda hedef gen bolgelerine yonelik tasarlanan sekanslar, Golden-
Gate klonlama yontemi kullanilarak pHEE401E plazmit vektorleri igerisine basarili
sekilde aktarilmigtir. Olusturulan rekombinant plazmitler daha sonra elektroporasyon
yontemi ile 2.5 KV voltaj ve 4 milisaniye siire ayarlarinda ¢alisan Gene Pulser Xcell cihazi
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kullanilarak elektroporasyon uygulanmigtir. Agrobacterium tumefaciens EHA105
hiicrelerine aktarilmaktadir. Transformasyon sonrasinda bakteriler antibiyotik iceren
secici besiyerlerine alinmig ve yalnizca dogru plazmit ve konstrakt yapisini tasiyan A.
tumefaciens kolonilerinin gelisim gosterdigi belirlenmektedir. Bu durum, olusturulan
konstraktlarin bagarili sekilde bakteri hiicrelerine aktarildigini ve segici ortam
kosullarinda dogrulandigini ortaya koymaktadir.

GoldenGate klonlama sistemi, Tip IIS restriksiyon enzimlerinin kullanilmasi
sayesinde DNA pargalarinin belirlenen yonlerde ve iz birakmadan (scarless)
birlestirilmesine olanak saglamaktadir. Bu 6zellik 6zellikle CRISPR/Cas9 ¢alismalarinda
SgRNA kasetlerinin olusturulmasinda 6nemli avantajlar saglamaktadir. Nitekim Kim ve
ark. (2021), pHEE401E vektoriine birden fazla sgRNA'nin GoldenGate yoOntemiyle
yilksek basar1t oraniyla aktarilabildigini ve olusturulan konstriiksiyonlarin bitki
transformasyonlarinda etkin sekilde kullanilabildigini bildirmistir. Elde edilen sonuglar,
bu calismada gergeklestirilen klonlama ve dogrulama basamaklariyla uyum
gostermektedir.

Sekil 4.8. Plasmidin Agrobacterium EHA105 susuna aktarilmasi; (a)elektroporasyon
kiivetinin BIORAD Gene Pulser Xcell cihazinin elektroporasyon haznesine
yerlestirilmesi, (b) Elektroporasyon sonucu LB agar (+Kan ve +Rif iceren) ortaminda
gelisen taransfomant Agrobacterium EHA 105 kolonileri, (¢) LB siv1 (+Kan ve +Rif
iceren) ortaminda gelisen Agrobacterium EHA 105 susu.

Elektroporasyon isleminden sonra transformant plasmid basarili bir sekilde
Agrobacterium EHA 105 susuna aktarilip aktariimadigini kontrol etmek i¢in pHEE401E
/F ve pHEE401E /R primer ¢ifti ile koloni PCR ile 5 6rnegimiz dogru yerde 200 bp bant
elde ederek SIMLO geni varligi dogrulanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Elektroporasyon sonrasi transformant Agrobacterium tumefaciens EHA 105
suslarina ait koloni PCR jel goriintiisii (1., 2., 3., 4., 5. Orneklerimizi ifade etmektedir,
birer aralik bosluk ile jele yiiklenmistir).

Tez calismamizda kiilleme hastalik etmeni L.taurica’ya karsi hassaslik geni
olarak c¢alisan domates bitkisindeki SIMLO1 geninin CRISPR-CAS9 sistemine
yerlestirilip bu gen diizenleme sisteminin domates genomunda yeri bulup kesmesini
saglayan bir genetik miihendisligi yapist olusturulmustur. Sonrasinda DNA’nin her iki
allelinin kesilmesinden sonra oto tamir mekanizmasiyla ilk niikleik asitte ya da digerinde
polimeraz enzimlerinin olusturdugu tamir mekanizmasiyla SIMLO1 mutasyonu
olusturulmaktadir. Projemizin buraya kadar gergeklestirilen kisminda genetik
miithendisligi uygulanarak dominant karakterde hassaslik geni olarak gérev SIMLO geni
CRISPR-CAS9 gen diizenleme sistemiyle SIMLO ¢ekinik karakterde dayaniklilik olarak
gorev yapan gen yapisinin temeli olusturulmustur.

Arastirmada transformasyon sonrasi elde edilen bitkilerde molekiiler dogrulama
analizleri sonucunda hedef bolgede degisikliklerin meydana geldigi belirlenmistir.
CRISPR-CAS9 sisteminin hedefe yonelik diizenleme basarisi, daha dnce domates ve
diger Solanaceae tiirlerinde bildirilen galigmalarla benzerlik gostermektedir. Ozellikle
rehber RNA tasariminin basar1 lizerindeki etkisi dikkate alindiginda, bu caligmada
kullanilan sSgRNA bdlgesinin etkin sonug verdigi diigiiniilmektedir. Bununla birlikte bazi
bitkilerde farkli mutasyon tiplerinin goriillmesi, CRISPR-CAS9 sisteminin mozaik
mutasyon olusturabilme 6zelligi ile iligkilendirilebilir.

CRISPR-CASY9 teknolojisinin klasik dayaniklilik genlerinden farkli olarak
hassasiyet genlerini hedeflemesi, daha uzun siireli ve genis spektrumlu dayaniklilik
saglayabilmesi acisindan Onemli bir avantaj olusturmaktadir. Ayrica fungisit
kullaniminin azaltilmasi bakimindan g¢evresel ve ekonomik acgidan siirdiiriilebilir bir
yaklagim sunmaktadir. Bununla birlikte gelecekte yapilacak ¢alismalarda farkli MLO
genlerinin birlikte diizenlenmesiyle dayaniklilik diizeyinin artirilip artirilamayacaginin
arastirllmas1 faydali olacaktir. Ozellikle SIMLO1, SIMLO2 ve SIMLOS8 genlerinin
kombine diizenlenmesi daha giiclii bir savunma yaniti olusturabilir.

Sonug olarak bu ¢alisma, SIMLO1 geninin domateste kiilleme hastaligina karsi
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hassaslik mekanizmasinda rol oynayabilecegini gostermis ve CRISPR-CAS9
teknolojisinin hastalifa dayanikli bitki gelistirilmesinde etkili bir ara¢ oldugunu ortaya
koymustur. Elde edilen bulgularin gelecekte siirdiiriilebilir tarim uygulamalarina ve yeni
dayanikli gesit gelistirme ¢alismalarina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Calismamizda kiilleme dayaniklilik mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in hassas bir
¢esit kullanilmistir. Domatesde kullanilan SIMLO1 genlerinin kiillemeye karsi hassasligi
arttirdigr bilindigi i¢in bu c¢aligma kapsaminda SIMLO1 geni {izerinde CRISPR-CAS9
yontemi ile mutasyon meydana getirilerek SImlol mutantina ait domates bitkileri elde
edilmeye calisilmistir. Dayanikli ¢esit gelistirilmesi amaciyla ticari salkim domatesin
anne ve baba hatlar: kullanilmistir.

Bu ¢alismada domateste kiilleme hastaligina hassaslik geni olarak bilinen SIMLO1
hedeflenmis ve CRISPR-CAS9 sistemi kullanilarak SImlol geni olarak diizenlenmesi
saglanmistir. Elde edilen molekiiler dogrulama sonuglari, tasarlanan sgRNA dizilerinin
hedef bolgeye basariyla yonlendirildigini ve olusturulan konstriiksiyonlarin genom
diizenleme c¢alismalarinda kullanilabilecek nitelikte oldugunu gostermektedir. Bu
bulgular, SIMlol geninin kiilleme etmeni ile bitki arasindaki etkilesimde kritik rol
oynadigin1 ortaya koyan onceki calismalarla uyumludur. Bai ve ark. (2008), olusan
mutasyonun aslinda bir MLO fonksiyon kayb1 oldugunu ve bu mutasyonun domateste
genis spektrumlu kiilleme dayaniklilig1 sagladigini bildirmistir.

MLO genlerinin bitkilerde klasik dayaniklilik genlerinden farkli olarak birer
hassaslik (susceptibility) geni seklinde gérev yaptigi bilinmektedir. Bu nedenle MLO
genlerinin islev kaybina ugratilmasi, patojene kars1 dogrudan savunma mekanizmalarinin
aktive edilmesine olanak saglamaktadir. Giliniimiizde bir¢cok arastirma, kiilleme
hastaligina kars1 kalict ve genis spektrumlu dayaniklilik elde etmek amaciyla MLO
genlerinin hedeflenmesini 6nermektedir. Domates, arpa ve bugday gibi farkli bitki
tirlerinde elde edilen sonuglar, mlo kaynakli dayanikliligin uzun siireli ve etkili
olabildigini gostermektedir.

Calismamizda tercih edilen CRISPR-CAS9 yaklasimi, geleneksel mutasyon islahi
ve klasik melezleme yontemlerine kiyasla hedef gen iizerinde daha hassas diizenlemeler
yapilmasina olanak saglamaktadir. Nekrasov ve ark. (2017), SIMLO1 genini CRISPR-
CASO sistemiyle diizenleyerek "Tomelo" olarak adlandirilan transgen igermeyen kiilleme
hastalik etmeni funguslara dayanikli domates hatlar1 gelistirilmistir. Arastirmacilar
olusturduklart mutantlarda kiilleme etmenine kars1 yiiksek diizeyde dayaniklilik elde
etmis ve belirgin bir olumsuz fenotip gézlemlememistir. Bu sonuglar, SIMLO1 geninin
genom diizenleme ¢alismalarinda giivenilir bir hedef gen oldugunu gdstermektedir.

Domates genomunda yaklasitk 16 adet MLO homologunun bulundugu
bilinmektedir. Ancak bunlar arasinda 6zellikle SIMLO1 geninin kiilleme hassasliginda
baslica rol oynadigi bildirilmektedir. Zheng ve ark. tarafindan gerceklestirilen genom
capindaki analizlerde, SIMLO1 fonksiyonunun kaybinin fungal penetrasyonu biiyiik
Ol¢iide engelledigi ortaya konmustur. Bu nedenle ¢alismamizda yalnizca SIMLO1 geninin
hedeflenmesi, kiilleme dayanikliligi agisindan bilimsel olarak gii¢lii bir tercih
olusturmaktadir.

Sonug olarak bu calismada elde edilen bulgular, SIMLO1 geninin domateste
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kiilleme hastaligina hassaslikta temel rol oynadigimi ve CRISPR-CAS9 sisteminin bu
genin diizenlenmesinde etkili bir ara¢ oldugunu desteklemektedir. Elde edilen sonuglar
Bai ve ark. (2008), Nekrasov ve ark. (2017) ve daha sonraki genom diizenleme
caligmalariyla paralellik gostermekte olup, gelecekte kiilleme hastaligina dayanikli yeni
domates c¢esitlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecek niteliktedir.
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5 SONUCLAR

Fungal L. taurica domates’de neden oldugu kiilleme hastaligi, tiretim sirasinda
verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir. Kiillemeye karsi dayaniklilik
mekanizmalarinin bilinmesi dayanikli domates g¢esitlerinin gelistirilmesine katkida
bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda dayaniklilik saglamak i¢im SIMLO geni
tizerinde spesifik mutasyon yapmay1 saglayan CRISPR-CAS9 tabanli gen diizenleme alt
yapisi olusturulmustur.

Calismada kullanilan CRISPR-CAS9 yonteminin hedefe yonelik ve etkili
mutasyon olusturabilmesi, bu teknolojinin bitki hastaliklarina dayanikli ¢esit
gelistirilmesinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle klasik
miicadele yontemlerinde yogun fungisit kullaniminin ¢evresel ve ekonomik sorunlara
neden oldugu diisiiniildiiglinde, genom diizenleme temelli yaklagimlarin siirdiiriilebilir
tarim agisindan 6nemli avantajlar saglayabilecegi degerlendirilmektedir.

Caligmada CRISPR-CAS9 yontemi ile domateste hassaslikla ilgili oldugu
belirlenen SIMLO genleri iizerinde mutasyon meydana getirilmistir. Bunun i¢in dizayn
edilen gRNA ve diger bilesenleri igeren plazmid E.coli DH5a hiicrelerine Golden-gate
klonlama yontemi ile aktarilarak ¢ogaltilmis ve heat-shock asamalar1 gergeklestirilmistir.
Yapilan her iglemin dogrulugu PCR ve Sanger sekanslama ile dogrulanmistir. Daha sonra
yeniden aktarilan plasmid izole edilmistir. Ardindan A. tumefaciens EHA105 igerisine
aktarilan plazmid her asamada dogrulamasi gergeklestirilmistir.

Bu arastirmada elde edilen bulgular, domateste kiilleme hastaligina karsi
dayaniklilik olusturulmasinda gen diizenleme teknolojilerinin énemli bir potansiyele
sahip oldugunu kanitlamigtir. Caligma siirecinde olusturulan CRISPR/CAS9
konstraktlarinin basarili sekilde A. tumefaciens’e aktarilmasi ve segici antibiyotikli ortam
kosullarinda dogrulanmasi, kullanilan molekiiler yaklagimin giivenilir bicimde
ilerledigini ortaya koymaktadir. Ozellikle antibiyotik secilimi sonucunda yalnizca uygun
plazmid yapisini tagiyan kolonilerin gelisim gostermesi, transformasyon basamaklariin
etkin sekilde gergeklestirildigini desteklemektedir.

Fungal L. taurica’ya karsi hassasliktan sorumlu SIMLO genlerinin CRISPR-CAS9
genom diizenleme sistemiyle hedeflenmesi olusturulan mutasyon ile ¢ekinik karakterde
dayaniklik hedeflenmistir. Calisma kapsaminda CRISPR-CAS9 sistemi kullanilarak
molekiiler ¢calismalar gergeklestirilmis, elde edilen konstraktin doku kiiltiirii ¢caligsmalari
i¢in kullanimina baglanmistir. Dayanikliliktan sorumlu olan SImlol geni CRISPR-CAS9
gen diizenleme sistemine uygun c¢ekinik karakterde kalitim sagladigi icin ozellikle
kiilleme hastalik etmenlerinin genetik kontrolii i¢in uygun bir gen olarak rol
oynamaktadir.

Calisma kapsaminda gelistirilen dayanikli genlerin, hatlarin ilerleyen siireclerde
farkli cevre kosullar1 ve popiilasyonu altinda test edilmesiyle tarimsal iiretimde
kullanilabilecek yeni dayanikli gesitlerin gelistirilmesine katki saglayabilecektir.

Bununla birlikte CRISPR-CAS9 tabanli gen diizenleme teknolojisi klasik 1slah
caligmalarina gore daha hizli ve hedefe yonelik sonuglar vermesi bitki hastaliklariyla
miicadelede modern biyoteknolojik yaklasimlarin onemini ortaya koymaktadir. Bu
durum CRISPR-CAS9 gen diizenleme sisteminin her hangi bir digaridan gen ilave
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etmemesi, sistem i¢inde digaridan aktarilan herhangi bir yapiy1 igermemesi nedeniyle
Tirkiye ve Avrupa Birliginde tipki klasik Mendel genetigindeki 1slah yontemleri olarak
kabul edilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda, domateste kiilleme hastaligina neden olan L. taurica
etmenine karst dayaniklilik gelistirilmesi amaciyla SIMLOL1 geni hedeflenmistir.
CRISPR-CAS9 sistemi i¢in tasarlanan sgRNA'min genin birinci ekzon bdlgesine
yonlendirilmesi tercih edilmistir. Birinci ekzonlarda meydana gelen mutasyonlarin
protein sentezinin erken asamalarinda ¢ergceve kaymasina veya erken dur kodonlarinin
olusmasma neden olabilmesi, gen fonksiyonunun tamamen kaybedilme olasiligini
artirmaktadir. Bu nedenle hedef bolge se¢iminde gen susturma etkinliginin yiiksek olmasi
amaclanmistir. Benzer stratejiler daha once domateste gergeklestirilen SIMIol genom
diizenleme calismalarinda da kullanilmistir (Nekrasov vd. 2017).

Calismada kullanilan sgRNA bolgesi secilirken hedef 6zgiilligl, uygun PAM
dizisinin varlig1 ve olas1 hedef dis1 etkilerin diisiik olmas1 dikkate alinmistir. CRISPR-
CAS9 uygulamalarinda genom diizenleme basarisinin biiyiik 6lgiide rehber RNA
tasarimina bagli oldugu bildirilmektedir (Bortesi ve Fischer 2015). Elde edilen dogrulama
sonugclari, se¢ilen hedef bolgenin basarili bir tasarim oldugunu gostermistir.

Molekiiler ¢alismalar sirasinda rekombinant plazmitlerin ¢ogaltilmasi igin E. coli
DHS5o susu kullanilmistir. E. coli DHS5a hiicreleri yiiksek plazmit stabilitesi ve
rekombinasyon aktivitesinin diisiik olmas1 nedeniyle klonlama calismalarinda yaygin
olarak tercih edilmektedir. Buna karsilik bitki transformasyonu asamasinda plazmitlerin
bitki hiicrelerine aktarilabilmesi amaciyla Agrobacterium tumefaciens EHA105 susuna
aktarilmasi gerekmistir. EHA105 susunun domateste yiiksek transformasyon etkinligi
gostermesi, bu susun se¢ilmesinde etkili olmustur (Hood vd. 1993). Nitekim ¢aligsmalar
elde ettigimiz yapilarin diger CRISPR-CAS9 gen diizenleme tekniklerindeki yapilarla
birebir benzerlik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Calisma sonucunda olusturulan CRISPR-CAS9 konstriiksiyonlarinin basariyla
elde edilmesi ve A. tumefaciens EHA105 hiicrelerine aktarilmasi, ilerleyen asamalarda
gerceklestirilecek bitki transformasyon c¢aligmalari i¢in uygun bir genetik materyal
olusturmustur. Elde edilen bulgular, SIMLO1 geninin diizenlenmesine yonelik molekiiler
altyapinin basariyla kuruldugunu gostermektedir. Gelecekte transformasyondan elde
edilecek bitkilerde mutasyon analizlerinin yapilmas: ve kiilleme etmenine kars
dayaniklilik diizeylerinin belirlenmesi, gelistirilen sistemin biyolojik etkinliginin ortaya
konulmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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