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OZET

Mayalardan insana kadar tim 6karyotlarda korunmus olarak bulunan Ccdc124
(Coiled-coil domain containing 124) proteini, RNA-baglayici bir proteindir ve hiicre
icerisinde ribozomda ve sentrozomda bulundugu gosterilmistir. Daha Onceki
calismalarda Ccdcl24 proteinini kodlayan genin memeli hiicre hatlarinda
susturulmasi ve asiri ifade edilmesi durumlarinda sitokinezde bozulmalarin meydana
geldigi ve cok cekirdekli hiicrelerin olustugu tespit edilmistir. Fakat hiicre béliinmesi
ve hiicre icindeki diger fizyolojik olaylarda nasil bir rol oynadigi hala bilinmemektedir.
CCDC124 geninin domates bitkisindeki homologu (izerinde, CRISPR/cas9 sistemi
kullanilarak yapilan bu ¢alisma ile CCDC124 geni susturulmasiyla bitkilerde ne gibi
morfolojik farkhliklarin oldugu tespit edilerek genin fonksiyonunun arastiriimasi
amaglanmigtir. Ayrica bu galisma, CCDC124 geninin bitkilerdeki homologu lizerinde
yapilanilk calisma olmakla birlikte, bitkilerde CCDC124 ifadesi olmadiginda organizma
boyutunda ne gibi fenotipik etkilerin oldugunu gosteren ilk calismadir. Bu tez
calismasinin ilk basamaginda, kilavuz RNA'lar (gRNA'lar) CCDC124 geninin birinci
ekzonunu hedef alacak sekilde tasarlanmis, ardindan Golden Gate klonlama ile
pPYLCRISPR/Cas9P35S-N vektorine klonlanmistir. Daha sonra, domates bitkisine
Agrobacterium aracili kararli transformasyonu gerceklestirilmistir. Transgenik bitki
hatlarinin  PZR tabanli belirlenmesinden sonra hedeflenen bdlgede olusan
mutasyonlar dizi analizleri ile dogrulanmistir. Calismamizin sonucunda, SICCDC124
mutantlarinda farkli uzunlukta delesyonlarin ve baz degisimlerinin oldugu
belirlenmistir.  Ayrica, SICCDC124 mutantlarinin, yabnac tip bitkilerle
karsilastirildiginda belirgin morfolojik farkhliklara sahip oldugunu ve mutant bitki

hatlarinda erken yaslanma gerceklestigi gbzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-Coil Domain igceren 124 (Ccdc124), CRISPR/cas9, Solanum

lycopersicum.



SUMMARY

Ccdc124 (Coiled-coil domain containing 124) protein, which is conserved in all
eukaryotes from yeast to human, is an RNA-binding protein and has been shown to
be found in the ribosome and centrosome in the cell. Previous investigations have
shown that overexpression and silencing of the CCDC124 gene in mammalian cell
lines lead to cytokinesis being disrupted and the formation of multinucleated cells.
However, it is still unclear how it affects cell division and other physiological
processes taking place inside the cell. The aim of this study, which was carried out
on the homolog of the CCDC124 gene in tomato plants, using the CRISPR/cas9, was
to determine the morphological differences in plants by silencing the CCDC124 gene
and to investigate its function. Additionally, this study is the first to examine the
CCDC124 gene's plant homolog and indicate the phenotypic impacts of organism size
in the absence of CCDC124 expression in plants, In the first step of this thesis, guide
RNAs were designed to target the first exon of the CCDC124 gene, then cloned into
the pYLCRISPR/Cas9P355-N vector by Golden Gate cloning. Subsequently,
Agrobacterium-mediated stable transformation of tomato plant was carried out.
Sequence analysis was used to confirm mutations in the targeted region after PCR-
based transgenic plant line identification. As a consequence of our research, it was
determined that SICCDC124 mutants had deletions of various lengths and base
changes. Additionally, it was observed that SICCDC124 mutants have significant
morphological differences compared to wild-type plants and premature senescence

occurs in mutant plant lines.

Key Words: Coiled-Coil Domain igeren 124 (Ccdc124), CRISPR/cas9, Solanum

lycopersicum.
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1.GIRIS

Domates (Solanum lycopercium) kokeni Giney Amerika olan, yiksek besin
degeri icerigi ile ekonomik degeri ylksek bir bitkidir. Hem 6nemli bir gida kaynagidir
hem de hem de diger klasik model bitkilerin aksine meyve biyolojisi igin iyi bir
modeldir. Diploit genom yapisi, genetik transformasyon igin yontemlerin mevcudiyeti
gibi nedenlerden dolayi 6zellikle gen fonksiyonlarinin arastirilmasinda yaygin olarak
kullanilan bir model bitki tiirii haline gelmistir [1].

Tim Okaryotlarda korunmus olarak bulunan Ccdc124 (Coiled-coil domain-
containing 124) proteini, karakterizasyon ¢alismalari devam eden ribozom baglayici
bir proteindir. Memeli hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda hiicre ici lokalizasyonu
interfaz evresinde sentrozomda; mitozun post-anafaz, telofaz ve sitokinez
evrelerinde ise orta cisimcikte oldugu bildirilmistir. Ccdc124 proteinini kodlayan genin
memeli hicre hatlarinda susturulmasi ve asiri ifade edilmesi durumlarinda
sitokinezde bozulmalarin meydana geldigi ve ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin olustugu tespit
edilmistir. Ayrica yapilan in siliko karakterizasyon galismalarinda CCDC124’(in N-
terminalindeki LC (low complexity) bolgelerinin agrega ve dimerik/oligometik
durumlarin olusumunu dizenleyebildigi gdsterilmistir. Fakat glinim{ize kadar yapilan
¢alismalarda Ccdc124 proteinin hiicre icerisindeki gorevi hala belirlenememistir [2]—

[4].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Diisik okaryot canlilardan (askomisetler, basidiyomisetler) insana kadar tim
Okaryotlarda korunmus olarak bulunan Ccdc124 proteini, RNA baglayici bir protein
olmakla birlikte ribozom, sentrozom ve boliinen hiicrelerin ayrilmasini regiile eden
biyomolekiler bir kompleks olan orta cisimcikte (midbody) yer aldigi bilinmektedir.
Daha 6nceki calismalarda Ccdc124 proteinini kodlayan genin memeli hiicre hatlarinda
susturulmasi ve asiri ifade edilmesi durumlarinda sitokinezde bozulmalarin meydana
geldigi ve cok cekirdekli hiicrelerin olustugu tespit edilmistir. Fakat hiicre béliinmesi

ve hiicre icindeki diger fizyolojik olaylarda nasil bir molekiler rol oynadigi hala
1



bilinmemektedir. Ccdcl24 geninin domates bitkisindeki homologu (zerinde,
CRISPR/cas9 sistemi kullanilarak yapilan bu ¢alisma ile Ccdc124 geni susturulmasiyla
ortaya ¢ikan morfolojik farkhliklarin tespit edilerek, genin islevlerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Ayrica bu ¢alisma Ccdc124 geninin bitkilerdeki homologu (izerinde
yapilan ilk ¢ahisma olmakla birlikte Ccdcl24 geninin susturulmasiyla bitkilerde
organizma boyutunda ne gibi fenotipik etkilerin oldugunu gosteren ilk ¢calismadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, domates (Solanum lycopersicum) bitkisinde
CRISPR\Cas9 sistemi kullanilarak Ccdc124 geni susturulmustur. Baslangicta, kilavuz
RNA'lar (gRNA'lar) Ccdc124 genini hedef alacak sekilde tasarlanmis, ardindan Golden
Gate Klonlama ile pYLCRISPR/Cas9P35S-N vektorine klonlanmistir. Daha sonra
domates bitkisine Agrobacterium aracili stabil transformasyonu gergeklestirilmistir.
Hedeflenen bdlgedeki mutasyonlar DNA sekanslama ile belirlenmistir. Sonuglar,
SICCDC124 mutantlarinin, vahsi tip bitkilerle karsilastirildiginda belirgin morfolojik
farkliliklara sahip oldugunu gostermistir. Ayrica mutant bitkilerde erken yaslanmanin

gerceklestigi gbzlemlenmistir.



2.LITERATUR OZETI

2.1. Domates (Solanum lycopercium)

Domates (Solanum lycopercium L.) Gilney Amerika kokenli patlicangiller
(Solanaceae) familyasina ait diploit bir bitkidir [5]. Genom boyutu yaklasik 900 Mb
olmakla birlikte 2n=24 kromozona sahiptir [6] ,[7]. Likopen, flavonoidler, B-karoten,
cesitli vitamin ve fenolik bilesikleri iceren yiksek besin degerine sahip oldugu icin
diinya genelinde yiksek ekonomik degere sahip bir bitki haline gelmistir [8] - [10].
Gecmisten glinimiize kadar domates islah calismalari, strese karsi direng, meyve
kalitesini iyilestirilmesi ve bir¢cok genin fonksiyonun anlasiimasi gibi amacglarla cesitli
¢alismalarda kullanilmistir. Domates bitkisinin diploit bitki yapisi, ylksek kaliteli
genom dizisi, kisa Uretim siresi ve verimli transformasyon yontemlerinin bulunmasi
bu calismalarda siklikla kullanilmasinin nedenleri arasindadir [11]-[13]. Cesitli
domates tiirlerine Agrobacterium aracili gen transformasyonunu ilk defa McCormick
ve arkadaslari gerceklestirmistir [14]. O calismadan giinimize kadar kotiledonlar,
hipokotiller ve yapraklar gibi gesitli eksplantlar kullanilarak farkli domates gesitlerinde
cesitli transformasyon protokolleri gelistirilmistir [15] -[18]. Bitkiye yiksek verimde
transformasyon sireci farkh faktorlere baghdir. Kiltlir veya on-kiltir besi ortami
(kullanilan fitohormonlarin tiiri ve konsantrasyonu, antibiyotiklerin tiri ve
kosantrasyonu), kullanilan Agrobacterium susu ve eksplant tirl transformasyon
ylzdesini etkilemektedir [19],[20].

Solanum lycopercium’da ilk CRISPR uygulamasi 2014 yilinda ARGONAUTE 7 geni
Uzerinde gerceklestirilmistir. ARGONAUTA 7 geni nakavt edilmis ve mutant bitkilerde
fenotipik etki gozlemlenmistir [21]. Glnlmuze kadar abiyotik ve biyotik streslere
karsi direng, meyve olgunlasmasi, uzun raf émri, parkenokarpik meyve Uretimi gibi
farkl amacglarla CRISPR/cas9 sistemi domateste kullaniimistir (Tablo 2.1). Sekil 2.1’de
goruldugu gibi domateste CRISPR/Cas9 uygulamalari, sgRNA tasarimindan mutasyon
taramasina kadar olan farkli basamaklari icerir. Kullanilacak olan bitki ve eksplant
cesidine gore farkliliklar olmakla birlikte temelde bu basamaklari icermektedir. ilk

olarak hedeflenen gen dizisine spesifik sgRNA tasarlanir. Daha sonra kullanilacak olan
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vektér olusturulur ve Agrobacterium’a transformasyonun ardindan da bitkiye
transformasyonu gergeklestirilir. Ardindan eksplantlar segici besiyerine aktarilir ve
rejenere olan bitkiler seraya aktarilir. Blylyen bitkilerden DNA izolasyonu yapildiktan

sonra dizileme ile mutasyon taramasi gergeklestirilir.

Tablo 2.1: Domates bitkisinde CRISPR/Cas teknolojisinin mevcut uygulamalari.

Hedeflenin Gen Hedeflenen Ozellik Refs.

Domates sari yaprak kivrilma viristiine karsi [22]

&~ direng
MLO1 Killeme hastaligina karsi direng [23]
MAPK3 Gri kif hastaligina yatkinlik [24]
JAZ2 Bakteriyel leke hastaligina karsi direng [25]
BZR1 Domateste sicaklik stresi toleransi [26]
PSY1 Sari renkli domates [27]
MyYBi12 Pembe renkli domates Uretimi [28]
ANT2 Mor renkli domates [29]
ALC Uzun raf omra [30]
AGL6 Partenokarpik meyve Uretimi [31]
GAl Clce domates bitkilerinin Giretimi [32]
BOP1,BOP2 Erken giceklenme [33]
Morfoloji, domates blyikligu ve likopen [34]

SP, OVATE, _

sentezi
RIN locus Meyve olgunlasmasi [35]
SIHyPRP1 Abiyotik stres toleransi [36]
Slddm1la DNA metilasyonu [37]
SIGAD2 ve SIGAD3 y-Aminobditirik asit (GABA) [38]
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Sekil 2.4: Domates bitkisinde CRISPR/Cas9 teknolojisi uygulanma basamaklari.

2.2. Genom Diizenleme Yontemleri

Genom diizenleme ya da gen dizenleme yontemleri, genetik materyaller
Uzerinde degisiklik yapabilmek icin kullanilan teknolojilerdir. Glinlimiize kadar genom
dizenlemeye yonelik cok farkh yaklasimlar gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemler
genom (zerinde belirli genlerin cikarilmasi, eklenmesi veya genom Uzerindeki diger
degisiklikleri kapsamaktadir [39], [40]. Bu kapsamda ilk genetik ¢calismalar spontan
mutasyonlarin kesfine dayanmaktadir. Daha sonra yapilan calismalarla radyasyon ve
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kimyasal maddeler ile genomda rastgele olusan mutagenez oraninin artirabilecegi
gosterilmistir [41], [42]. Ayrica bazi organizmalarda indiklenen transpozon
insersiyonlari Uzerine c¢alismalar yapilmistir. 1970’'lere kadar yapilan calismalar
genom Uzerinde yapilan rastgele mutasyonlara dayanmaktaydi. 1970 ve 1980’lerde
ilk hedefli genomik degisiklikler mayalarda ve farelerde gergeklestirilmistir [43], [44].
GUnumuize kadar istenen herhangi bir hedefte cift zincirli kirtk (DSB) olusturmak
Uzere programlanabilen lg nikleaz sinifi gelistirilmistir: ¢cinko parmak niikleazlari
(ZFN'ler), transkripsiyon aktivator benzeri efektér nikleazlar (TALEN'ler) ve CRISPR-
Cas.

Genom dlizenleme iki temel DNA onarimina dayanmaktadir: homolog olmayan
ug birlestirme (NHEJ) ve homolog rekombinasyon ile tamir (HDR). Genellikle NHEJ
genetik nakavtlar olusturan cerceve kaymasi mutasyonlarina sebep olurken, HDR ise
gen degistirme, ekleme ve ¢esitli flizyon proteinleri olusturmak icin kullanacagimiz
yontemlere sahiptir (Sekil 2.2). NHEJ hataya meyilli bir onarim olmakla birlikte
genellikle rastgele baz ciftlerinin eklenmesi veya silinmesi ile gen nakavtina neden
olur. Ayni zamanda NHEJ ile es zamanl olarak nikleaz ile kesilen bir dondr DNA ile
gen eklenmesi de saglanabilir. HR aracili onarim ile hem bir gen modifiye edilebilir

hem de gen eklenmesi saglanabilir [45], [46].

- + N

NHEIJ HR
+Donér DNA +Dondr DNA +Dondr DNA
=== e
+ = X L —— ¥ —
Gen Nakavt Gen insersiyonlan Gen Modifikasyonlar Gen insersiyonlan

- /

Sekil 2.2: Bolgeye 6zgii nikleazlar ile NHEJ veya HR aracili genom diizenleme.




2.2.1. Cinko Parmak Niikleazlar (Zing Finger Nuclease: ZFN)

Yiksek verimde genom diizenleme igin muhtemel ilk teknik olan ginko parmak
nikleazlar (ZFN) 1985 yilinda kesfedilmistir [47]. ZFN’ler iki bolgeden olusur: DNA
baglanma bolgesi (DNA binding domain) ve kesim domaini (niikleaz domaini). DNA'ya
baglanan kisim olan ¢inko parmak (ZF), korunmus bir BBa konfiglirasyonunda yaklasik
30 amino asitten olusur [48]. a-sarmalinin ylzeyindeki birkag amino asit, DNA'nin ana
olugundaki (major groove) 3 bp ile temas edip 9-18 bp’lik DNA dizilerini tanir [49].
ZFN’lerin kesim bolgesi Fokl endoniikleazdan olusur ve dimerizasyon yoluyla gift
zincirli DNA’y1 kesebilir (Sekil 2.3) [50] . Olusan gift zincir kiriklari (DSB) NHEJ (Non-
Homolog Ug Birlesmesi) ve HR (Homolog Rekombinasyon) DNA tamir mekanizmasiyla
tamir edilebilir. DSB olusumu ve ardindan NHEJ onarimi niikleotit baz cifti eklemeleri
veya silmeleri yoluyla gene 6zgli mutasyonlara neden olabilir. Ayni sekilde HDR
(homolojiye yonelik onarim) yoluyla kesim bolgesini cevreleyen dizilere homolog olan
dondr DNA sablonlari ile spesifik DNA dizisi modifikasyonlari yapilabilir [51]. ZFN
teknolojisi kullanarak gerceklestirilen ilk mutagenez Drosophila melanogaster’ in
somatik esey hiicrelerinde gerceklestirilmistir. GiUnlimize kadar Drosophila
melanogaster, C. elegans, zebra baligi olmak lizere Arabidopsis, domates, tiittiin, misir

gibi bircok bitkide mutasyonlar olusturulmustur [51]-[54].

DNA Baglanma Domaini
(Sag ZFN)

A
- —
Kesim Domaini P-—-_-\f';_.o } T__.‘\j\f;__-\;_..\)
- - - - A
e & & ./ &

L |

s e Ms N 2
‘\. ‘.‘\\ 1\ ‘.‘-\\. ’.‘\‘. -!'
Y

L

Kesim Domaini

DNA Baglanma Domaini
(Sol ZFN)

DNA Baglanma Domaini
(Y (Y o
AN BN G

i

SR - S

Sekil 2.3: Cinko Parmak Niikleazlar (ZFN) mekanizmasi.




2.2.2. Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Niikleazlar (TALEN)

TALEN’ler (Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Nikleazlar) de ZFN’ler gibi
iki bolgeden olusur: DNA baglanma boélgesi ve Fokl niikleaz bdlgesi. Transkripsiyon
aktivatori benzeri efektorler (TALE'ler) olarak bilinen bu DNA baglanma alani, bir bitki
patojeni olan Xanthomonas bakterisinden tiretilmis olup DNA'nin tek bir baz giftini
taniyan 33-35 amino asit tekrar alani icerir [55], [56]. TALE 6zglnlGgiini “repeat
vaiable di-residue (RVDs)” olarak adlandirilan 12. ve 13. pozisyonlarda bulunan amino
asitler belirler. Hedeflenen DNA bdélgesinde kesim yapmak igin TALEN’lerin dimerize
olmasi gerekir. Dimerizasyondan sonra Fokl endonikleaz DNA’nin ¢ift ipliginde
kiriklar olusturur [57]. Olusan DSB’ler ZFN’lerde oldugu gibi NHEJ ya da HR tamiri ile
cesitli organizmalarda genler tzerinde degisiklikler yapilabilecegi gosterilmistir (Sekil
2.4) [58], [59].

Transkripsiyon aktivator benzeri (TAL) efektorleri kesfi 2009 vyilinda
gerceklesmistir [60]. 2010 yilinda, bir transkripsiyon aktivatori benzeri efektor (TALE)
ve restriksiyon endonikleaz Fokl'nin katalitik alaninin flzyonlari olan TALEN
gelistirildi. GUnlimlze kadar bir¢cok organizmada TALEN’ler ile genom diizenleme
calismalari yapilmistir. 2015 yilinda kanseri tedavisinde basarili bir sekilde kullanilan
genom dlzenleme araci oldu. Bitkiler Gzerinde ise TALEN teknolojisi kullanilarak
yiksek verimde (riin elde edilmesi, 6zellikle yliksek ekonomik degere sahip bitkilere
hastalik direnci kazandirilmasi gibi farkli amacglarla ¢alismalar yapilmistir. 2019 yilinda
TALEN ile genomu dizenlenmis ilk Griin soya fasulyesi pazara sunulmustur [61], [62]
[63].

ZFN’lere gore TALEN sisteminin daha az toksik olmak, mihendisliklerinin daha
kolay olmasi gibi avantajlari vardir. Fakat tekrarlayan TALE dizisi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yoluyla sistemin olusturulmasini zorlastirmaktadir. Bunun igin
bitkiler de dahil olmak lizere bircok organizmada genom dizenleme icin TALEN
teknolojisinin hizli bir sekilde benimsenmesini saglayan, biylk ¢cogunlukla Golden

gate klonlamasina dayanan yontemler gelistirilmistir [64].
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Sekil 2.4: Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Niikleazlarin (TALEN)
mekanizmasi.

2.2.3. CRISPR/cas9 (Clustered regulatory interspaced short palindromic
repeat)

CRISPR/cas9 (Clustered regulatory interspaced short palindromic repeat),
hedeflenen genom lzerinde modifikasyonlar yapmayi saglayan bir genom diizenleme
sistemidir. “Duzenli Aralikh Palindromik Tekrar Kiimeleri” olarak tanimlanan CRISPR
sistemi, yabanci genetik elementleri pargalamak icin RNA aracili ntikleazlari kullanan
mikrobiyal bir adaptif bagisiklik sisteminin bir parcasidir. Bakteri ve arkelerde bu
siire¢ temelde 3 adimda gerceklesir. ilk adim olan adaptasyon siirecinde, yabanci
nikleik asitlerin kisa pargalari protospacer olarak adlandirilan CRISPR lokusu {izerinde
gecmis enfeksiyonlarin bir hafizasini olusturmak Gzere depolanir. CRISPR lokusuna
eklenen bolgeler, pre-cRNA olarak bilinen 6nciil CRISPR RNA’lara transkripsiyonuna
takiben, elde edilen pre-crRNA'lar olgun crRNA’lara dondstirilmek Gzere islenir.
Daha sonra interferaz olarak bilinen son adimda, crRNA’lar cas endoniikleazlar

tarafindan baglanir ve yabanci niikleik asitleri hedefler (Sekil 2.5) [65], [66].
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Sekil 2.5: CRISPR/cas immuin sisteminin biyolojisi.

CRISPR dizilerine yonelik ilk ipucu, 1987 yilinda fosfat metabolizmasinda yer
alan genlerin analizi sirasinda E.coli genomunda 29 niikleotitten olusan bes homolog
sekans bulanmasina dayanmaktadir. Daha sonraki yillarda Francisco Mojica ve ark.,
iki Haloferax tirinde dizenli aralikli palindromik tekrar kiimeleri oldugunu
bildirmistir. 2002 yilina gelindiginde Jansen ve ark., diizenli araliklarla tekrar eden bu
dizileri tanimlamak icin CRISPR terimini kullanmistir [67][68]. 2005’te bagimsiz olarak
¢ahisan iki grup, es zamanli olarak bu dizilerin bakteriyofaj genomunda bazi bélgelerle
homoloji gosterdigini bildirmistir [69], [70]. Streptococcus thermophilus bakterisini
inceleyen Bolotin ve ark., Viral genlerle homoloji gosteren bu dizilerin sonunda ortak
bir diziden olustugunu fark etmislerdir. Bu dizi daha sonra “protospacer bitisik motifi
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(PAM)” olarak adlandirilan hedef tanima dizisi olarak tanimlanmistir [71]. 2007
yihinda Horvath ve meslektaslari S. thermophilus Uzerinde gerceklestikleri
calismalarinda CRISPR sisteminin bakterilerde de adaptif bir bagisiklik sistemi
oldugunu gosterdiler [72]. Daha sonraki yillarda bilim insanlari bu adaptif bagisiklik
sisteminin nasil galistigina dair sonuglar elde etmek igin ¢alismalar yapmaya
basladilar. 2008 yilinda John van der Oost ve arkadaslari istilaci fajdan tiretilen
dizilerin, Cas proteinlerine rehberlik eden CRISPR RNA'lari (crRNA'lar) olarak
adlandirilan RNA’lara transkribe oldugunu gostermistir [72]. 2010 yilina gelindiginde
Garneu ve meslektaslar, Streptococcus thermophilus bakterisini kullanarak faj ile
yaptiklari calismalarda CRISPR-Cas9’un hedefledigi DNA bolgelerinde, PAM’in 3
nikleotid yukarisindan ¢ift sarmalli DNA’da cift zincirli kiriklar olusturan bir enzim
(cas9) olustugunu bildirmislerdir [73]. Fakat hala sistemin nasil calistigina dair eksik
parcalar bulunmaktaydi. 2011 yilinda, Emmanuelle Charpentier Streptococcus
pyogenes ‘da crRNA’nin yani sira trans-aktive edici CRISPR RNA (tracrRNA) olarak
adlandirilan RNA’nin varligini géstermislerdir. Charpentier ve Jennifer Doudna’nin
laboratuvarlarinin is birliginde yapilan ¢alismalar sonucunda, crRNA ve tracrRNA'nin
tek sentetik bir kilavuz olusturmak icin bir araya getirilebilecegini ve CRISPR-Cas9
sisteminin hilcre ve organizmalarin genomu Uzerinde degisiklikler yapmak igin
kullanilabilecegini gostermislerdir[74]. Emanuel Charpentier ve Jennifer Doudna
yaptiklari bu ¢alisma ile 2020 yilinda Nobel Kimya édilind kazanmislardir.

Zhang ve ekibi 0karyotik hiicrelerde ilk defa CRISPR-Cas9'u basaril bir sekilde
genom diizenleme icin kullanmislardir. Ayni dénemlerde George Church ve
laboratuvari CRISPR-Cas9 sisteminin ¢oklu genomik lokuslari hedefleyebilecegini
bildirmistir[75]. 2014 yilinda Streptococcus pyogenes'ten (SpCas9) Cas9'un, bir
crRNA'nIn yapay bir flizyon Griind olan tek kilavuzlu bir RNA (sgRNA) dizisi tarafindan
yonlendirilmesi ile insan hiicrelerinde bdlgeye 6zgli diizenlemelerin yapilabildigi
gosterilmistir [76] O zamana kadar ki c¢alismalar CRISPR/cas sisteminin genom
muhendisligi icin potansiyel uygulanabilirligini gostermekteydi. Simdiye kadar S.
pyogenes CRISPR-Cas9 sisteminin farkli tlrdeki canllar icin bdlgeye 0zgi
modifikasyonlar, gen nakavtlari veya degistirmeleri, gen ifadesinin kontrolii gibi
amaclarla ¢ok sayida calisma yapilmistir [77] [78]. Ayrica arkeler ve bakterilerde cesitli

0zgulliik ve ozelliklere sahip farkli CRISPR-Cas sistemleri gelistirilmistir.
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Sekil 2.6: CRISPR/cas9 sisteminin tarihsel gelisimi.

2.2.3.1. CRISPR/cas Sisteminin Cesitliligi ve Siniflandiriimasi

Bakteri ve arkelerde farkli suglar arasinda CRISPR ve cas genlerinin gesitliligi ve

dagihmi énemli olglde farkllik gostermektedir. Bu farkhiliklari temel alarak genom

muhendisligi calismalari ile farkli CRISPR—Cas sistemleri gelistirilmistir [79]—[81].

CRISPR-Cas sistemleri, CRISPR lokusu, sahip oldugu Cas genleri, crRNA’nin bilegimi

veya islenmesi ve islevlerine baglh olarak farkl siniflara ve alt tiplere ayrilmistir. 2015

yihinda 5 tip ve 16 alt tip olarak siniflandirma yapilirken gliniimuizde 2 sinif, 6 tip ve 33

alt tip olarak siniflandiriimaktadir[82]. Sinif 1 (tip I, I, IV) nikleazlar ¢oklu protein

nikleazlari iken, sinif 2 (tip II, V, VI) nikleazlari tek bir protein gérev almaktadir (Sekil

2.7) [83].
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Sekil 2.7: CRISPR/Cas bagisiklik sisteminin siniflandiriimasi.

GUnumuzde CRISPR galismalarinda en yaygin kullanilan Sinif Il sistemler,
efektor protein olarak Cas9 kullanan tip II'lerdir [84]. Cas9 ortologlari, RuvC benzeri
endoniikleaz alanina ek olarak (RuvC-l, Il ve Il alt alanlaridan olusan) bir HNH (His-
Asn-His) endoniikleaz alani icermektedir [85]. Ayrica Cas9 proteinleri arasindaki
homolojide degerlendirilerek diger Cas proteinlerinin varligi ve yokluguna goére farkh
alt tiplere ayrilmaktadir. En yaygin kullanilan Cas9, Septococcus pyogenes'ten
(SpCas9) izole edilmistir [86]. Cas9 proteini RuvC alani ve DNA dizilerini parcalayan
HNH alani olmak (zere iki nikleaz alani icerir. Farkh Cas9 ortologlari genom
dizenleme ¢alismalariicin genetik mihendisligi calismalariyla yeniden tasarlanmistir.
CRISPR/cas9 sistemi sgRNA ve Cas9 proteininden olusmaktadir. sgRNA, trans-aktive
edici  RNA'yr (tracrRNA) ve crispr RNA'yr (crRNA) icermektedir (Sekil 2.8). Cas9
endonikleazin hedef bolgede kesim yapilabilmesi icin PAM (protospacer adjacent
motif) kisa bir diziye ihtiya¢c duymaktadir. Cas9 kendi hedef dizisin asagi akisinda
bulunan PAM dizisini tanidiginda, Cas9- sgRNA kompleksi hedef bdlgeye baglanip
hedef dizide bir DSB olusturur (Sekil 2.9). DNA'daki cift zincirli kirilma (DSB) olusur ve
daha sonra uygun bir donér varsa homolojiye yonelik onarim (HDR) yolu ile veya
homolog olmayan uc birlestirme (NHEJ) ile onarilir. Farkli Cas9 ortologlari icin farkli
PAM dizileri vardir ve SpCas9 icin PAM dizisi 5'-NGG-3’' (N = A, T, C, G) seklindedir
[87],[88].
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Sekil 2.8: sgRNA-Cas9 kompleksi.
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:

Sekil 2.9: CRISPR—Cas 9 sistem molekiiler mekanizmasinin sematik diyagrami.

CRISPR/Cas9 sistemi programlanabilir genom diizenleme araglari olan
TALEN ve ZFN aracglarina kiyasla daha ucuz ve kolaydir. ZFN ve TALEN
araglarinda kullanilan nikleaz, DNA (zerinde DSB olusturmak igin
dimerizasyona ihtiya¢c duymaktadir. ZFN ve TALEN’lerin en blylik dezavantaiji
hedef disi bolgelerde istenmeyen mutasyonlarin olmasidir. CRISPR/cas9
sisteminde ise Cas9 ile sgRNA dogrudan etkilesiminde olclide Watson-Crick

baz eslesmesinden dolayi sekans 6zglnligline sahiptir [88], [89].
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2.3. Agrobacterium Aracili Bitki Transformasyonu

Transgenik bitkiler elde etmek icin Agrobacterium aracili gen transfer
yontemi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Agrobacterium tumefaciens
gram negatif bir bakteridir ve 5.67 Mb genom buyukliGgline sahiptir. T-DNA
olarak aktarilan DNA’sinin bir kismini bir konukgu bitkinin genomuna
aktarabilir [90]. Agrobacterium aracili gen transferi; bakteriyel virlilans
sisteminin indiklenmesi, T-DNA’nin Uretilmesi, T-DNA'nin konak hiicre
cekirdegine transferi, T-DNA'nin bitki genomuna entegrasyonu ve T-DNA
genlerinin ekspresyonu olmak Uzere temelde 5 adimda gergeklesir., T-DNA
virA, virB, virC, virD, virE, virF ve virG lokuslarini iceren virlilans (vir) bolgesini
icerir. VirA ve virG proteinleri, vir genlerinin ekpresyonunu diizenlemektedir.
VirB, VirC, VirD, VirE ise T-DNA’nin A. tumefaciens'ten konak bitki hiicresine
tasinmasi ve entegresyonunda rol almaktadir. Bitki tarafindan salgilanan
fenolik bilesikler (asetosiringon gibi) VirA tarafindan saptanir ve VirG'yi
fosforile eder. Fosforilasyon ile aktive olan VirG diger vir genlerinin
trasnkripsiyonunu indlkler ve tek sarmalli T-DNA uretilir [91] [92]. Daha sonra
T-DNA, VirD2'ye kovalent olarak baglanir ve efektor protein olan VirD5, VirE2,
VirE3 ve VirF kompleksi bakteri hlicresinden bitki hiicresine aktarilir. Ardindan
cekirdekte islenen T-DNA bitki genomuna entegre olur [93].

Vir bélgesi, Ori bolgesi, Opin bolgesi ve T-DNA bdlgesi iceren Ti plazmidi,
Agrobacterium tumefaciens bakterisinden bitki genomuma genetik materyal
aktarilmasini saglar. Ti plazmiti Uzerinde bulunan vir boélgesi T-DNA
aktariminda gorevliyken, Ori bolgesi replikasyon orjinidir. Opin bolgesi, cesitli
opinlerin parcalanmasinda gorev alan gen bolgesidir. T-DNA boélgesi, transfer
edilen DNA boélgesidir ve yaklasik 20.000 bp uzunlugundadir. Ti-plazmiti ¢esitli
biyoteknolojik ve genetik calismalarda kullanilmaktadir. Agrobacterium aracili
bitki transformasyonu ilk defa 1983 yilinda gerceklestirilmistir. Basarili bir
transformasyonun gerceklesmesi icin cesitli faktorler etkilidir; bitki genotipi,

uyarici bilesikler, besiyeri ortami, eksplant tipi, cevresel faktorler. Bu faktorler
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gbdz online alinarak farkl bitki turlerinde T-DNA transfer siireci arastiriimis ve

farkh bitkiler icin gesitli protokoller olusturulmustur.

G

T-DNA Bélgesi

Sol Kenar Sag Kenar

Ti Plazmit

Opin
Katabolizmasi

Viriilans

Bélge
Replikasyon
Orjini (OR1)

Sekil 2.10: Ti plazmiti fiziksel haritasi.

2.4. Coiled-Coil Domain iceren 124 (Ccdc124) Proteini

Okaryotlarda korunmus olarak bulunan Ccdc124 proteini, sarili-sarmal bolge
(CCD) igeren RNA baglayici bir proteinidir. 2013 yilinda Telkoparan ve arkadaslari
tarafindan kesfedilen ve karakterizasyona yonelik ¢calismalari yapilan Cdc124 proteini,
memeli hicre hatlarinda yapilan ¢alismalarla hiicre i¢i lokalizasyonu interfaz
evresinde sentrozomda; mitozun post-anafaz, telofaz ve sitokinez evrelerinde ise orta
cisimcikte oldugu gosterilmistir. Ayrica ge¢ anafaz/telefoz evrelerinde Rap2
aktivasyonunda gorev alan Ras guanin nikleotit degistirici faktér 1B (RASGEF1B) ile
etkilestigi bildirilmistir. Ccdc124 proteinini kodlayan genin memeli hiicre hatlarinda
susturulmasi veya asiri ifade edilmesi durumlarinda sitokinezde bozulmalarin
meydana geldigi ve ¢ok cekirdekli hiicrelerin olustugu goézlemlenirken, sentrozom
olusumu ve sayisinda bir degisiklik gozlemlenmemistir. Zebra baligi erken embriyolari
kullanilarak yapilan bir diger 6ncl calismada, Ccdc124 proteinini kodlayan genin
ekspresyonunun baskilanmasiyla diger calismaya benzer sekilde cok cekirdekli
hiicrelerin olustugu bildirilmistir [4].
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Kutle spektrometrisi kullanilarak yapilan bir ¢alismada Ccdc124’in mayadaki
homologu Lso2 (late-annotated short open reading frame 2), ribozom iliskili bir
protein olarak tanimlanmistir. Lso2 ribozomun 40S ve 60S alt birimleri arasindaki
baglanma etkinligini giclendirmekle birlikte 25S rRNA ve tRNA ile ribozomun A
bolgesinde etkilestigi bildirilmistir. Daha sonra yapilan in siliko karakterizasyon
calismalarinda CCDC124’lin N-terminalindeki LC (low complexity) boélgelerinin agrega
ve dimerik/oligometik durumlarin olusumunu diizenleyebildigi gosterilmistir [2], [3].
Ayrica Ccdc124’ln stres granilleri, norodejeneratif hastaliklarla iliskili proteinler ile
etkilestigi kiitle spektrometresi ile tespit edilmistir. (Merve TUZLAKOGLU OZTURK,
Yayina Hazirlanmakta Olan Data). CCDC124 geninin gesitli tirlerdeki homologlarinin
coklu dizi hizalamasi Sekil 2.11 ve Sekil 2.12’de verildigi gibidir. Hem farkh alemler
arasinda hem de bitkiler aleminde CCDC124 geni korunmusg bdlgelere sahiptir. Daha
once yapilan ¢alismalarda sentrozom ve ribozomla etkilestigi gosterilmistir. Fakat
glinimize kadar yapilan ¢alismalarda Ccdc124 proteinin hiicre icerisindeki hangi

biyolojik stireclerde nasil rol aldigi hala net olarak belirlenememistir.

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

MPKKFQGENTK SAm:‘HR RAEAKAAADAK KQKEL EDAYWKDDDKH\

---KQKELEDAYWKDEDK

KEQRKEEKE
KEQRKEEKE

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus ---I*QLE EDAYWKDEDKI RKEQRKEEKE
Solanurm lycopersicum 1 -ESREKEDQYWREAEGAKPRAAKKREEEA
Candida dubliniensis MAKEK HA(’ EN’;M\.\A\GH- FH\,-EO'\J KKKQEVMDKL EQEEE \:’\lJ‘yO( AK KGNKKKEDEQ

Homo sapiens KRRLDQLERKKETQRLLEEEDSKLKGG------ KAPRVATS - SKVTRAQTEDTLRRDHQL
Mus museulus KRRLEQLERKKETQRLLEEEDSRLKGG- - - -- - KAPRV-AP - AKVTRAQIEDSLRREQRA
Rattus norvegicus KRRLEQLERKKETQRLLEEEDSRLKGG KAPRV-AP - AKVTRAQIEDSLRKEQRA
Solanum lycopersicum  EKRAEAAAKKAEVRRLAELEEKELEKSIKKPDKKANRVSAPVPKVTEAELRQR -KEAEQA
Candida dubliniensis FKKEEAARKKAERDALLAAEEASM---------------- P-SKPTKAKN- - - -RGAEKV
Homo sapiens REAPDTAEKAKSHLEVPLEENVNRRVLE EGSVEARTIEDAIAVLSVAE-EAADR
Mus musculus E PVEKAKSHLELPLEENLNRRLQE EGSVEARTVEDAIAVLSVAE-E-ADR
Rattus norvegicus E PVEKAKSHLELPLEENLNRRLQE EGSVEARTVEDAIAVLSVAE -E -ADR
Solanum lycopersicum AL AKKAEEDKRRQSRMAAEEEYEKMVLVTNRNRDDSITEASTVDDAIAHLAISDSLPPDR

Candida dubliniersls — p-—— Q’FTGI IDDFLDYNKDIPELSASGLDSAL EALSLTGTGGGISNKD- I --DR

Homo sapiens

F TAFEEAQLPRL KQENPNMRL SQLKQLL KKEWL RSPDNPMNQRA-VPENAP

Mus musculus FTAFEEVQLPRLKQEN ( 4 -
Rattus norvegicus FTAFEEVQLPRLKQENPNMRLSQLKQLLKKEWLRSPDNPMNQRA - LPFNAP
Solanum lycopersicum FKAFEEAELRALKEEKPGLTHTQYKDLIWKLWKKSPDNPLNQVADKS - -

Candida dubliniensis

AAYI‘IAVEE RL PE”FVEHPGL UIQ\ K NLIF EFQ}- %PEHF’ HJQDTNVQYNAS

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Solanum lycopersicum
Candida dublinensis GEDIANKKKEARAAREQKFT

Sekil 2.11: Turler arasinda CCDC124 homologlarinin ¢oklu dizi hizalamasi.
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CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

Zea mays

Glycine max

Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

Zea mays

Glycine max

Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

Zea mays

Glycine max

Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

Zea mays

Glycine max

Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

Zea mays

Glycine max

Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

MPKKMGVNSKAEAARDRRSAAEADRRDRQERAKEEQYWAEAEGPKSRAARRREEDAEKRA
MPKKMGVNTKADAARARKSAVDTERKEKETREKEDQYWREAEGSKSRAAKKKEEEAEKRA
MPKKMGVNSKAETSRARKNAVESERKDRESREKEDQYWREAEGAKPRAAKKREEEAEKRA
MPKKMGVNSKAETSRARKNAVESERKDRESREKEEQYWREAEGAKPRAAKKREEEAEKRA

KEKKKKKK KK o ok K K_...X KKK KKK KKK K KKK KK RRKKX
EAAARKAENRRLAEAEAAAVAASASAPSKAAARKASRVAAPPPKVTEAELVRLREEERLR
EAAARKAEARRLAEQEEKELEKSMKKVDK - - - -KATRVSIPVPKVTEVELRRRREEEQAE
EAAAKKAEVRRLAELEEKELEKSIKKPDK - - - -KANRVSAPVPKVTEAELRQRKEAEQAA
EAAAKKVEVRRLAELEEKELEKSIKKPDK - ---KANRVAAPVPKVTEAELRQRKEAEQAA

XEXK XK K KEXKK X P X Rk kK. ¥ KKXKXK Kk X X

LEREAEAAKKRAARVAEEEEYERVVLVENTNRDDSLIEARSVEEATARMSVVDPQASLPA
AERKAEEAKKRQSRTAAEEEYERMVLVSNTNRDNSIIEARSLDDAIAQMTVVD---NLPP
LAKKAEEDKRRQSRMAAEEEYEKMVLVTNRNRDDSIIEASTVDDAIAHLAISD---SLPP
LA(\KAEEDL“RQS‘?H—'\AEEEYE‘(HVLVTNPNQDDSIIEASTVDDAIAHLAISD* == SLPP

SKEK K K oX K KKKRKK KKK K KKK K. KKK ... KKK ..

DKHPERRLKSTFKAFEEAELPKLKEEKPGLTLHQYKDMIWKLWKKSPDNPLNQANLQTAL
DRHPERRLKASFKAFEEAELPKLKEEKPGLTHNQYKDMIWKLWKKSPDNPLNQVAE - - -~
DRHPEKRLRAAFKAFEEAELRALKEEKPGLTHTQYKDLIWKLWKKSPDNPLNQVADKS -~
DRHPEKRLRAAFKAFEEAELRALKEEKPGLTHTQYKDLIWKLWKKSPDNPLNQVADK - --

¥ ORKE KE L L RRERRRRERE O KRRRKERRREX  RREK. RRORKRRKRRRRRRRE

dizi hizalamasi.

Sekil 2.12: Bitkiler alemindeki farkli tlrler arasinda CCDC124 homologlarinin ¢oklu
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Bitki Materyali ve Kullanilan Hiicreler

Calismamizda bitki materyali olarak kullanilan domates tohumlari (Solanum

lycopercium) E-Z Tohumculuk firmasindan ticari olarak temin edilmistir. Tohumlar

Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Balimi bitki biyime

odasinda 23°C sicaklikta 16/8 saat foto periyot uygulamasi ile blyGtilmustir. Bitkiye

transformasyon igin Agrobacterium tumefaciens EHA105 susu kullaniimistir.

3.1.2. Kullanilan Stok Soliisyonlar ve Antibiyotikler

Kullanilan stok sollisyonlar ve antibiyotikler hazirlandiktan sonra kullanimlarina

kadar -20 °C ‘de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.1: Stok solilisyon ve antibiyotiklerin hazirlanisi.

Stok Soliisyonun Adi

Hazirlanisi

Tiamin HCI 50 mg tiamin HCI 50 ml dH,O igerisinde ¢6ziiliip 2 ml olarak
(1 mg/ml) alikotlanmistir.
Piridoksin HCI 25 mg piridoksin HCl 50 ml dH,0 icerisinde ¢6ziilip 1 ml olarak
(0.5 mg/ml) alikotlanmistir.
Nikotinik asit 25 mg nikotinik asit 50 ml dH,0 icerisinde ¢6ziilip 1 ml olarak
(0.5 mg/ml) alikotlanmistir.

1000X Nitsch Vitamin

0.1 g glisin, 0.5 g nikotinik asit, 0.025 g piridoksin HCI, 0.025 g
tiamin HCI, 0.025 g folik asit, 0.002 g biotin dH,0 igerisinde
¢Ozllmustir ve c¢ozelti pH 7 ayarlanip 1 ml olarak

alikotlanmistir.
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Tablo 3.1: Devam.

Trans-Zeatin 50 mg Trans-Zeatin 2 ml 1 M NaOH icerisinde ¢ozllip total
(1 mg/ml) hacim dH,O ile 50 ml’e tamamlandiktan sonra 0.22 um

membran filtre kullanilarak steril edilerek 1 ml olarak

alikotlanmistir.

5.25 g Timentin 15 ml 50 ml dH,0 icerisinde ¢ozlilmustir.
Timentin

Ardindan 0.22 um membran filtre kullanilarak steril edilip 1 ml
(350 mg/ml)

olarak alikotlanmigtir.
Kanamisin 2.5 g Kanamisin 50 ml 15 ml 50 ml dH,0 igerisinde ¢ozilmustar.

Ardindan 0.22 pm membran filtre kullanilarak steril edilip 1 ml
(50 mg/ml) olarak alikotlanmistir.

5 g ampisilin 50 ml dH,0 igerisinde ¢6zllmustir. Ardindan 0.22
Ampisilin

pm membran filtre kullanilarak steril edilip 1 ml olarak
(100 mg/ml)

alikotlanmistir.

10 mg IAA 1 ml 1 M NaOH igerisinde ¢oziillp total hacim dH,0
I1AA

ile 10 ml tamamlanmistir. Ardindan 0.22 um membran filtre
(1 mg/ml)

kullanilarak steril edilip 1 ml olarak alikotlanmistir.

3.1.3. Kultiir Ortamlan

Kullanilan besiyerleri icin asagida listelenen ortam bilesenleri litre bazinda
belirtilmistir. Sterilizasyon i¢in 121°C'de 15 dakika otoklavlanmistir ve daha sonra
besiyerleri 55-60 °C kadar su banyosunda sogutulmustur. Kullanilan petri basina 25

ml besiyeri ve Magenta basina 50 ml besiyeri kullaniimistir.

3.1.3.1. Hiicre Kiltiir Ortamlar

E.coli ve A.tumafaciens EHA10 bakterileri blyitmek icin Luria Broth (LB)
besiyeri kullanilmistir. Kati besiyeri icin Tablo3.2’de belirtilen bilesenler sivi besiyeri
icin ise agar haric tabloda belirtilen miktarlarda tartiip hacim 1 litreye

tamamlanmistir.  Ardindan otoklavda 121°C'de 15 dakika steril edilmistir.
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Agrobacterium tumefaciens EHA105 igin gentamisin (final kosantrasyonu 10 pg/mL)

besi ortamina ilave edilmistir.

Tablo 3.2: Luria Broth besiyeri icerigi.

Besiyeri Bileseni Miktar
(Agirlik/Hacim)

Tripton 10 g/L
Maya Ekstrakt 5g/L

Nacl 10 g/L
Agar 15 g/L

3.1.3.2. Tohum Cimlenme ve Transformasyon Ortami
Domates tohumlarinin gimlenmesi icin Tablo 3.3’te verilen besiyeri bilesenleri
1 litre icin belirtilen miktarlarda kullanilmistir. pH 5.8 ayarlandiktan sonra 8 gram agar

eklenip 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Tablo 3.3: Tohum ¢cimlenme besiyeri icerigi (2 MSO).

Besiyeri Bilegeni Miktar (Agirhk/Hacim)
MS (Murashige ve Skoog) Tuz 100 mg/L
Miyoinositol 2 ml/L
Tiamin-HCI Stok 2 ml/L

Piridoksin Stok 1 ml/L

Nikotinik Asit Stok 1 ml/L

Stikroz 10 g/

pH 5.8
Agar 8 gram/L
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Eksplanlantlarin Agrobacterium ile muamale edilmesiigin Co-kiltur sivi besiyeri
ortami kullanilmistir. Tablo3.4’te verilen besiyeri bilesenleri 1 litre icin belirtilen
miktarlarda kullanilmigtir. pH 5.8 ayarlandiktan sonra 8 gram agar eklenip 121°C’'de

15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Tablo 3.4: Co-kultlr sivi besiyeri ortami (%2 MS).

Besiyeri Bilegeni Miktar (Agirhk/Hacim)
MS (Murashige ve Skoog) Tuz 43g/L

Miyoinositol 100 mg/L

Tiamin HCI Stok 0.4 ml/I

Suikroz 20 g/L

pH 5.8

On kiltiir besiyeri ortami icin Tablo3.5’te verilen besiyeri bilesenleri 1 litre icin
belirtilen miktarlarda kullanilmigtir. pH 5.8 ayarlandiktan sonra 8 gram agar eklenip
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Ardindan son konsantrasyonu 1mg/ml

olacak sekilde Trans-zeatin eklenmistir.

Tablo 3.5: On Kiiltiir Besiyeri / Co-Kiiltiir Besiyeri ( 2Z ).

Besiyeri Bilegeni Miktar

(Agirlik/Hacim)

MS (Murashige ve Skoog) Tuz 43g/L
Miyoinositol 100 mg/L
Nitsch Vitamin Stok 1 ml
Sukroz 20 g/L

pH 5.8
Agar 8g/L

121°C’'de 15 dk sterilizasyon

Trans-Zeatin Stok (1 mg/ml) 2 ml
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3.1.3.3. Bitki Rejenerasyon ve Koklendirme Ortamlari

Bitki Rejenerasyon ve koklendirme besi ortamlari icin Tablo 3.6 ve Tablo 3.7’de
verilen besiyeri bilesenleri 1 litre igin belirtilen miktarlarda kullanilmistir. pH 5.8
ayarlandiktan  sonra 8 gram agar eklenip 121°C'de 15 dakika otoklavda steril
edilmistir . Daha sonra  konsantrasyonlari tabloda verilen sekilde trans-zeatin
eklenmistir. Agrobacterium’u baskilamak igin timentin, secilim igin kanamisin

antibiyotigi kullaniimistir.

Tablo 3.6: Birincil rejenerasyon ortami (22).

Besiyeri Bileseni Miktar
(Agirlik/Hacim)

MS 43g/L

Miyoinositol 100 mg/L

Nitsch Vitamin Stok 1 ml/L

Sukroz 20 g/L
pH 5.8

Agar 8g/L

121°C’de 15 dk sterilizasyon

Trans-Zeatin  Stok (1 2 ml
mg/ml)

Timentin Stok (100mg/ml) 3.5ml

Kanamisin (50 mg/ml) 2 ml

Tablo 3.7: Kéklendirme ortami.

Besiyeri igerigi Miktar
(Agirhik/Hacim)

MS 43g/L

Nitsch Vitamin 1 ml/L

Stikroz 30 g/L
pH 5.8
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Tablo 3.7: Devam.

Agar 8g/L
121°C’de 15 dk sterilizasyon

Timentin (100 mg/ml) 3.5ml
Kanamisin (50 mg/ml) 1ml

3.1.4. Kullanilan Cihazlar ve Kitler

Tablo 3.8: Kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi

Cihazin Markasi Ve Modeli

Laminar Kabin

Heraeus

Nanodrop Thermo Scientific / EC 1000 XL
Azure Imager Thermo Scientific / C150
PZR Biorad/ T100

Elektroforez Sistemi

Thermo Scientific / EC 1000 XL

inkiibator Nive/EN300
SantrifQj MPW-260RH
Shaker Wisd Shaking Incubator /WITEG_34009
Su banyosu Nive NB 20/
Tablo 3.9: Kullanilan Kitler.
) Kit Markasi
Kit Isimleri
Katolog Numarasi
Zyppy™ Plazmid Miniprep Kit Zymo/D4019

ClonelET PCR Cloning Kit

Thermo Scientific™/ K1231

PCR & DNA Cleanup Kit BiolLabs/ T1030S

DNA Gel Extraction Kit

BioLabs/T1020S
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3.1.5. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3.10: Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasalin Adi Kimyasalin Markasi/Katolog
Numarasi
Agar Duchefa Biochemie /012290.02

LB Broth Miller

BD Difco /244620

MS Duchefa Biochemie /P17840.01
Myoinositol Duchefa Biochemie /015677.02
Timentin Caisson/ 08202011

Kanamisin Wisent Bioproducts / 400-145-I1G
Gentamisin Caisson/07192001

Trans-Zeatin

Caisson/03192033

IAA

Sigma Aldrich/ 12886

Nikotinik Asit

Sigma Aldrich 59H0621

Pyridoxine HCI

Sigma Aldrich 80K1103

Thiamine HCI

Sigma Aldrich 20K094025

Tris HCI

Applichem R10532

R-merkaptoetanol

Applichem 9X003976

CTAB Applichem 0U010499

NaCl Sigma Aldrich ZBE630V31434
Agaroz Bio Basic Canada L6132170KC
Red Safe Intron/ 21141
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3.1.6. Kullanilan Vektorler ve Primerler

Tablo 3.11: Kullanilan vektorler ve kullanim amaglari.

Vektér Adi Kullanilma Amaci

pYLsgRNA pYLsgRNA-AtU3d Kaset vektorli olusturmak igin (U3
promotor).

pYLsgRNA-AtU6-1/LacZ Kaset vektori olusturmak igin (U6
promotor).

PYLCRISPR/Cas9-35- CRISPR/cas9 vektori

pJET1.2/blunt Cloning Vector | Sekanslamaya gondermek icin  PZR

Urdinini klonlanmasi.

Tablo 3.12: Kullanilan vektorler ve nukleotit dizileri.

Primer Adi Nukleotit Dizisi (5'--3’)
182/FB-U3 GTCAGAAGCCGAGAAGCGAGCAG
182/RB-U3 AAACCTGCTCGCTTCTCGGCTTC
203/FB-U6 ATTGGCCGCAGCAAAGAAAGCCG
203/RB-U6 AAACCGGCTTTCTTTGCTGCGGC
U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG
gR-R CGGAGGAAAATTCCATCCAC

pYL Pmel F1 TGGACGAACGGATAAACCTT
RB-TDNA F GAAGGCGGGAAACGACAATC
Pl-Scel R CTATGTCGGGTGCGGAGAAA
CCDC123-F1 GAGCGCAAAGACCGTGAATC
CCDC124-R1 AGTCTCTTCTCGGGATGCCT
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3.2. Yontem

3.2.1. sgRNA Tasarimi

Solanum lycopercium CCDC124 genini susturmak icin 1.ekzonu hedef alan iki
sgRNA tasarlanmistir. Uygun sgRNA’larin belirlenmesi igin ¢cevrimigi bir program olan
CRISPOR programi kullanilmistir. sgRNA’lar secilirken yiiksek GC icerigi ve hedef bolge
disi baglanmalari az olan primerler segilmistir. Belirlenen aday sgRNA’lar icin self-
complementary analizi igin RNA Folding Form V2.3 programi kullanilmistir. Daha
sonra en uygun iki sgRNA secilmistir. CCDC124-FB adaptor primeri tasarlanmak igin
segilen iki gRNA hedef dizisinin U3 promotori icin 5’ hedef dizisinin ucuna 5’-GTCA-3’
dizisi, U6 promotori igin 5-ATTG-3' eklenmistir. CCDC124-RB adaptér primer igin

secilen dizilerinin komplementerinin 5’ dizisinin ucuna 5-AAAC-3’ dizisi eklenmistir.

3.2.2. sgRNA Ekspresyon Kasetlerinin Olusturulmasi

sgRNA ekspresyon kasetinin olusturulmasi igin pYLsgRNA-AtU3d/LacZ ve
pYLsgRNA-AtU6-1 kaset vektorleri kullanilmistir ( Sekil 3.1 ve Sekil 3.1) .Tasarlanan
182/FB-U3 ve 182/RB-U3 ; 203/FB-U6 ve 203/RB-U6 adaptoér primerleri
konsantrasyonlari 0.1 uM olacak sekilde bir araya getirildikten sonra 98 °C’de 5 dk ve
ardindan 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra adaptor primerlerle,
pYLsgRNA ekspresyon kaset vektori olusturmak icin 182 ve 203 igin ayri ayri tablo
3.13’te verilen sekilde kesim/ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Daha sonra reaksiyon

termal dongti cihazinda 37°C’de 5 dk, 20 °C’de 5 dk 5 dongui olarak gerceklestirilmistir.

Tablo 3.13: Kesim/ligasyon reaksiyonu icin kullanilan bilesenler.

Reaksiyon Bileseni Miktari
10x CutSmart buffer 1L
pYLsgRNA sgRNA kaset plazmiti (20 ng/pL) 1uL
Adaptor primer miks 0.5 uL
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Tablo 3.13: Devam.
10x T4 DNA ligaz reaksiyon buffer 0.5 uL
Bsal (10 U/uL)

0.3 puL
T4 DNA ligase (20 U/uL)
ddH,0

1pul

5.7 uL

smal (3144)
(3143) BmeT1100 BamHl (1)
13147} Aval - BsoBI - Kpnl - TspMi - Xmal
133) Aee6SI Miul (162
(2136) Banll - Sacl Hincll (168)
(2134) Eco53kl
(3126) EcoRI
16) M13 Reverse

12887) BSpQI - Sapi

g
(2770 Peil

%) pBRIZZOrHF

un B
\a"d“““?

er | GRNg
« operator

(2470) PspFI
(2466) BseYl

\ Kasl
fl L
(2361) AlWNI

(835}
nan (ese)
sfol (657)
PluTl (659)
| Ndel (708)
PYLSGRNA-AtU3d/LacZ
N6 be

BStAPI (712)
Pfol (843)
PGEX 3

Eco01091 (902)

Eco
Zral (s61)
Aatil (963
Sspl (1077)
(1882) Ahdl
(1813) Bpml

(1787) BsrFl

(1735) Nmealll

Xmnl (1282)
'Amp-R .

Scal (1301)

Sekil 3.1: pYLsgRNA-AtU3d/LacZ kaset vektoruntn fiziksel haritasi.
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Sekil 3.2:

pYLsgRNA-AtU6-1/LacZ kaset vektorurin fiziksel haritasi.
(Adgene: Vektor #66203).
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Hedef dizileri iceren adaptor primerlerini bir araya getirip tek bir sgRNA

ekspresyon kaseti olusturmak igin (182 ve 203 igin ayri ayri) nested PZR yapilmistir.

Her kaset icin ayri ayri UF (evrensel ileri Primer)/RP (adaptérlere ait) ve FB (

adaptorlere ait)/ gR-R (evrensel geri primer) ciftleri kullanilarak iki PZR reaksiyonu

kurulmustur ( Tablo 3.14 ve Tablo 3.16). Birinci PZR igin kalip olarak daha 6nce

kurulan kesim/ligasyon reaskiyonu 10 kat dilue edilerek Tablo 3.15 ve 3.16’da

belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.14: Nested PZR igin birinci PZR bilesenleri.

Reaksiyon Bileseni Miktar
5X Q5 Reaksiyon Buffer 2 ul
Kesim/Ligasyon Uriinii 1 ul
2.5 mM dNTP 1l

10 pm UF veya FP primer 0.2 ul
RP veya gR-R primer 0.2 ul
Q5 DNA Polimeraz 0.1 ul
ddH.0 6,5 ul

Tablo 3.15: Nested PZR icin program kosullari.

Adim Sicaklhik Siire
Baslangig 98 °C 30 saniye
Denatiirasyonu
30 Dongii 98 °C 10 saniye
60 °C 15 saniye
72°C
Son Uzama 72 °C 5 dakika

29



Tablo 3.16: ikinci PZR icin kullanilan bilesenler.

Reaksiyon Bileseni Miktar
5X Q5 Reaksiyon Buffer 4 ul
PZR Uriinii (182 igin) 1 ul
PZR Uriinii ( 203 igin) 1 pl
2.5 mM dNTP 2 ul
Pps primer 0.4 ul
Pgs primer 0.4 ul
Q5 DNA Polimeraz 0.2 ul
ddH.0 11 pl

ikinci PZR uriinleri %1 agaroz jele yiiklenip U.V altinda goriintiilenmistir. Daha sonra

Zymo-Clean up Kit kullanilarak saflagtiriimistir.

3.2.3. Golden Gate Klonlama

Golden Gate klonlama ile birden fazla DNA fragmanlarinin Tip IIS restriksiyon
enzimi (Bsal, BsmBI ve Bbsl gibi) ve T4 DNA ligazin kullanilmasi ile bir vektore
klonlanmasina olanak verir [95]. Bu calismada ayri ayri hazirlanan sgRNA ekspresyon

kasetleri pYLCRISPR/Cas9 vektoriine Golden Gate klonlama teknigi ile klonlanmistir.

Sekil 3.3: pYLCRISPR/Cas9P35S-N plazmiti fiizksel haritasi.
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Tablo 3.17 Golden Gate klonlama igin kullanilan reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bileseni Miktari
10x CutSmart buffer 1ul
PYLCRISPR/Cas9 plazmidi (100 ng/pL) 1puL
PCR Uriinleri (20 ng/ pL) 1l
10x T4 DNA ligaz reaksiyon buffer 0.5 uL
Bsal (10 U/uL) 1puL
T4 DNA ligase (40 U/uL) 1L
ddH.0 9.5 uL

Kesim/ligasyon reaksiyonu Tablo 3.17’te belirtilen kosullarda kurulmustur ve
termal dongi cihazinda 3 doéngii 37 °C' da 10 dk, 10°C' da 5 dk, 20°C' de 5 dk, 10
doéngli 37 °C da 3 dk, 10°C' da 5 dakika, 20°C' de 5 dk reaksiyon kosullarinda

gerceklestirilmistir.

3.2.4. E. Coli ve Agrobacterium Kompetant Hiicre Hazirlama ve Transformasyon

Bu tez ¢alismamizda E.coli DH5a susu ve Agrobacterium tumafeciens EHA105
susu kullanilmistir. E.coli DH5a hiicrelerini kompetant hale getirmek igin stok E.coli
DH5a bakteri hiicrelerinden 3 ml LB (Luria Broth) igerisinde 6n kiltir baslatiimistir
ve 37 °C'de, 250 rpm'de calkalanarak gece boyu (~16 saat) buyitllmustiir. Ardindan
250ml LB’ye asilama yapilip ayni kosullarda ODoo 0.55’e gelene kadar
blyutdlmustir. Daha sonra 4000rpm de 4°C'de 10 dakika santrifiij yapilidiktan sonra
sipernatant atilip pelet 80 ml soguk Inoue Ultra Competent hiicre tamponunda
¢OzlllUp tekrar ayni kosullarda santriflij yapilmistir. Ardindan stipernatant atilip pelet
20ml soguk Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponunda ¢6ziil{ip Gzerine 1.5 mI DMSO
eklendikten sonra buzda 10 dk bekletilmistir. Hemen ardindan alikotlanip sivi azot
icerisinde yaklasik 2-3 dk bekletilip -80°C muhafaza edilir.

Agrobacterium tumafasiens EHA105 kompetant hiicresi yapmak icin stok
Agrobacterium tumafasiens EHA105 hiicresinden 3 ml LB icerisinde gentamisin

(10mg/L) antibiyotigi kullanilarak 30°C'de, 200 rpm'de calkalanarak 6n kultir
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baslatilmistir. Gece boyu buyutilen kiltir daha sonra 50 ml LB’ye asilama yapilarak
OD600) 0.5 olana kadar OD takibi yapilmistir. Daha sonra 3000 rpm’de 5 dk 4°C'de
santrifij yapilmistir. Slpernatant uzaklastirihip pelet 1 ml 20 mM CaCl; ile
¢ozilmistir. Ardindan tekrar 3000 rpm’de 5 dk 4°C’de santriflij yapiimistir. Pelet %15
gliserol ve 20 mM CaClzigeren karisim karisim ile ¢ozilmastiir. Ardindan 100 pl olacak

sekilde ependorflara dagitilarak -80°C’de saklanmistir.

3.2.4.1. E. Coli'ye Transformasyon

Goldan gate klonlama icin hazirlanmis kesim/ligasyon reaksiyonun 4 pl’si daha
once hazirlanmis olan 100 pl kompetan E.coli DH5a hiicre Gzerine eklenmistir ve 30
dk buzda inkiibe ediltikten sonra 1s1 soku igin 42°C de 2 dk bekletilmistir. Hemen
ardindan buzda 5 dk inkiibe edilip tGzerine 900 pl LB eklenip 37°C’de 200 rpm’de 1
saat calkalanarak buyitilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler santrifiij ile
toplanip kanamisinli (50 ug/mL) LB agara yayilip gece boyu (~16 saat) bluyGtalmustar.
Segilen kolonilerden Tablo 3.18'de belirtilen kosullarda koloni PZR vyapilarak
rekombinant hiicrelerin dogrulugu test edilmistir. Koloni PZR Grinleri %0.8’lik agaroz
jele yiklenip U.V altinda goéruntulenmistir. Pozitif ¢ikan kolonilerden %30 gliserol stok
ve Zyppy™ Plazmid Miniprep Kit plazmit izolasyon kiti kullanilarak plazmit izolasyonu

yapilmistir. Daha sonra plazmit BamHI ile kontrol kesimi yapilmistir.

Tablo 3.18 Koloni PZR kosullari.

Bilesen Miktar
10x HS Prime Taq Polimeraz Buffer 1ul

10 mM dNTP 0.8 uL

UF ya da 182-FB 0.2 uL

gR-R ve 182-RB 0.2 uL

HS Prime Taq DNA polimeraz 0.1pulL
Template 0.3 puL
ddH20 7.4 uL
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Tablo 3.19: Koloni PZR program kosullari.

Adim Sicaklhik Siire
Baslangig 95 °C 3 dakika
Denatiirasyonu
30 Dongii 95 °C 30 saniye
51°C 30 saniye
72 °C 40 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika

3.2.4.2. Agrobacterium’a Transformasyon

izole edilen pYLCRISPR/Cas9 plazmitinin Agrobacterium tumafaciens EHA105
transformasyonu icin 100 uL kompetent Agrobacterium tumafaciens EHA105 (izerine
1 pg plazmit koyulmustur. Daha sonra sivi nitrojen icerisinde 2 dk bekletilip 1s1 soku
icin 37°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Hemen ardindan 5 dk buzda bekletilip tizerine 900
LB eklenip 30°C’'de 2 saat Uretilmistir. Ardindan hicreler santriflj ile toplanip
gentamisin (10 pg/ml) ve kanamisin (100 pg/ml) iceren LB agara yayilip 30°C’de 48
saat inklibe edilmistir. Daha sonra ¢ikan kolonilerden koloni PZR yapilip hiicrelerin
vektord ahp almadigi kontrol edilmistir. Daha sonra %15 gliserol stok hazirlanip -

80°C’de saklanmistir.

3.2.5. Bitki Doku Kulturu

Bitki doku kiltiirii calismalari icin Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji

ve Genetik Bolumu bitki bliyume odasi (23°C sicaklikta 16/8 saat foto periyot)

kullanilmistir.
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3.2.5.1. Kotiledon Eksplantlarindan Transgenik Domates Hatlarinin Uretilmesi

Domates (Solanum lycopercium) tohumlari ticari olarak satin alinmistir. Tohum
sterilizasyonu igin 1 gram domates tohumu 25 ml %20’lik gamasir suyu icerisinde 20
dk inkiibe edilmistir. Ardindan steril deiyonize su ile 3 kez yikanip steril kurutma kagidi
Uzerine alinmistir. Daha sonra 6nceden hazirlanmis magentalarin icindeki cimlenme
besiyerine, magenta basina 30 tohum olacak sekilde ekilmistir. Bitki bliyitme
odasinda 23°C sicaklikta 16/8 saat foto periyotta 7 glin blyitUlmustur. Ardindan
geng kotiletonlar 1 cm kesilerek daha 6énceden hazirlanmis kati 6n-kiltir besiyerine
her petride 50 eksplant olmak Uzere, dis ylzleri besiyerine degecek sekilde
yerlestirilmistir. Petriler 1 gin 23°C'de 16/8 saat foto periyotta bitki buyltme
kabininde bekletilmistir. Eksplantlarin  on-kiltir besiyerine aktarildigi  gilin
pYLCRISPR/Cas9 vektérini iceren Agrobacterium tumafaciens EHA105 hicresi,
kanamisin (100 pg/ml ) ve gentamisin (10 pg/ml) iceren 50 ml LB’ye ekilmistir. 30°C’de
0.Ds0o 0.6 olana kadar 200 rpm’de calkalanarak blyutilmustir (yaklasik 16 saat).
Daha sonra 0.Depo 0.6 olunca 8300 xg ‘d, 20 °C’de 10 dk santrifij edilmistir. Pelet 50
ml sivi co-kiltiir besiyerinde ¢ozilmustir. Ardindan her 25 ml igerisine 6n-kiltlr
besiyerindeki eksplantlardan 50 eksplant koyulmustur. Eksplantlar 5 dk sivi co-kiltir
besiyerinde inkibe edildikten sonra tekrar kati On-kiltir besi ortamina
yerlestirilmisti. Toplam eksplant sayisinin ylizde 10 kadar pozitif ve negatif kontrol
ayrilmistir. Petriler daha sonra 48 saat 19°C'de karanlikta inkiibe edilmistir.
inkiilbasyonun sonunda eksplantlar her petride 25 eksplant olacak sekilde
rejenerasyon besiyerine (2Z) aktariimistir. Pozitif kontrol icin ayrilan eksplantlar
kanamisin icermeyen rejenerasyon besiyerine aktariimistir. 7 giin 23°C sicaklikta 16/8
saat foto periyotta blyutllmdistir. Daha sonra IAA iceren rejenerasyon besiyerine
(2Z) aktanlip 2 hafta ayni kosullarda blyutilmustir. Ardindan zeatin kosantrasyonu
yariya indirip rejenerasyon besiyerine aktarilmis ve her 15 gilinde bir besiyeri
degistirilmistir. Bitkiler petri kabina sigmamaya basladiginda magentaya aktariimistir.
Rejenerasyon besiyerine aktarildiktan yaklasik 4-6 hafta sonra yeterli blylklige

ulasan bitkiler koklendirme besiyerine aktarilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Tohumlarin ¢gimlenmesi. A) Tohumlarin ¢imlenme besiyerine ekilmesi, B)
Cimlenen filizler 3.glin, C) Cimlenen filizler 5.glin, D) Eksplant alinima hazir 7 glinlik
filizler.

3.2.6. Transgenik Bitki Hatlarinin Belirlenmesi

Transgenik hatlarin belirlenip daha sonra mutant bitkilerin dogrulanmasi icin ilk
olarak bitkilerden DNA izolasyonu, optimize ettigimiz Dooley ve arkadaslarinin CTAB
(setil trimetil-amonyum bromid) protokoli kullanilarak yapilmistir. ilk olarak bitki
ornekleri homonijetér kullanilarak homojenize hale getirilmistir. Ardindan her bir
ornegin Uzerine 65°C'de bekletilmis ekstrasyon bufferi 600 (CTAB/%2(v/v) B-
merkaptoetanol) eklenip vortekslendikten sonra 15 dk 65°C’de inkiibe edilmistir.
Daha sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilmis ve tzerine 600 pl kloroform/oktanol
(24:1, v/v) eklenmistir. Ardindan 6rnekler 20-25 kez alt-Ust edilmistir ve 13.000
rom’de 15 dakika santriftij yapilmistir. Stpernatant (yaklasik 500 pl) yeni bir tiipe
alinip Uzerlerine 250 pl 5 M NaCl ve 750 ul %95 EtOH eklenip +4°C bir giin
bekletilmistir. Ertesi gliin 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilip slipernatant
uzaklastiriip pelet 1 ml %76 (v/v) etanol ile yikanmistir. Ardindan tekrar 13.000
rom’de 5 dk santriflij yapilip kurumasi icin beklenmistir. Tamamen kuruduktan sonra
pelet 30 pl ddH.0 ile ¢oziinmustir. Daha sonra 6rneklerin miktarlari ve safliklar
Nanodrop ile olcilmistir. DNA ornekleri kullanilana kadar -20 °C'de muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.5: Transgenik bitkilerin belirlenmesi icin tasarlanan primerler.

Transgenik bitkilerin belirlenmesi icin bitkiye aktarilan T-DNA bélgesinin icinden

ve disindan tasarlanan primerler ile Tablo 3.19 ve 3.20’de belirtilen kosullarda PZR

yapilmistir.

Tablo 3.20: Transgenik bitkilerin belirlenmesi icin PZR bilesenleri.

Bilesen Miktar
2x HS Prime Taq Pre mix 5uL

RB-F 0.2 pL
PI-Scel-R 0.2 uL
Template 2 uL (150 ng)
ddH20 2.6 uL
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Tablo 3.21: Transgenik bitkilerin belirlenmesi igin PZR kosullari.

Adim Sicakhik Sure
Baslangig 94 °C 3 dakika
Denatiirasyonu
30 Dongii 94 °C 30 saniye
51°C 30 saniye
72°C 40 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika

3.2.7. Mutant Bitkilerin Dogrulanmasi

Transgenik bitki hatlari belirlendikten sonra mutant bitkilerin dogrulanmasi igin

Sanger dizileme yontemi kullaniimistir. Sanger dizilemeye ornekler iki farkli sekilde

gonderilmistir. ilk olarak aday mutant bitkilerden genomik DNA izolasyonu yapilmis

ve CCDC124-F VE CCDC124-R primerleri Tablo 3.22 ve Tablo 3.23'te belirtilen

kosullarda PZR reaksiyonu kurulmus Daha sonra PZR Urini BM Labosis firmasina

gdnderilmistir. ikinci olarak genomik DNA izolasyonundan sonra PZR yapilmistir ve

ardindan PZR lrini pJET1.2/blunt Cloning Vector kiti kullanilarak pJET1.2 vektorine

klonlanmistir. Segici besiyerinde blyliyen kolonilerden koloni PZR yapilip agoroz jelde

gorintilenmistir. Boyut farki gézlemlenen koloniler belirlenmistir ve kolonilerden

Zyppy™ Plazmid Miniprep Kit kullanilarak plazmit izolasyonu yapilmistir. Daha sonra

plazmitler dizilenmek icin BM Labosis firmasina gonderilmistir.

Tablo 3.22: Mutant bitkilerin dogrulanmasi icin PZR bilesenleri.

Bilesen Miktar
Phusion” High-Fidelity DNA Polimeraz 0,5 ulL
5X Phusion HF Bufer 10 pL
10 mM dNTPs 1ul

10 uM CCDC124-F 2,5 uL
10 uM CCDC124-R 2,5 uL
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Tablo 3 .22: Devam.

Template luL

dH20 32,5 ul

Tablo 3.23: Mutant bitkilerin dogrulanmasi igin PZR kosullari.

Adim Sicaklhik Sure
Baslangig 98 °C 30 saniye
Denatiirasyonu
30 Dongii 98 °C 10 saniye
51°C 20 saniye
72 °C 30 saniye
Son Uzama 72 °C 5 dakika
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4.SONUC

4.1. Domates ( Solanum lycopercium) CCDC124 Genini
Susturmak icin sgRNA Tasarlanmasi

Domates (Solanum lycopercium) CCDC124 geninin 1.ekzonunu hedefleyen 2
sgRNA c¢evrimici bir program olan CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) programi
kullanilarak tasarlanmistir. Primerler segilirken yliksek GC igerigine sahip olmalari
(%40-70) ve off-target bolgelerinin disiik olmasi gibi kriterler dikkat edilerek
secilmistir (Sekil 4.1). 182/FB ve 203/FB olarak isimlendirdigimiz 2 primer segilmistir.
182/FB-U3 ileri primeri igin 5’ hedef dizisinin ucuna 5'-GTCA-3’ dizisi eklenmistir.
182/RB-U3 geri primeri icin secilen dizilerinin komplementerinin 5’ dizisinin ucuna 5'-
AAAC-3' dizisi eklenmistir. 203/FB-U6 ileri primeri i¢in 5’ hedef dizisinin ucuna 5'-
ATTG-3 dizisi eklenmistir. 203/RB-U6 geri primeri icin segilen dizilerinin

komplementerinin 5’ dizisinin ucuna 5’-AAAC-3’ dizisi eklenmistir.

Guide Sequence + PAM M Predicted Efficiency Genome Browser links to matches sorted by CFD off-target score £
1 |+ Restriction Enzymes 12 o » M&21.3ch only
Onty G- orty 66- CJ Oniy A- 2

ext 1o PAM
100 100 50 55 0-0-0-1-1 )
100 100 39 239 0-0-0-0-1 4

100 100 53 47 0-0-0-0-0
97 a8 55 29 0-0-0-0-15 [*

5 off-gargets

%9 99 51 44 0-0-0-0-4 [*
99 98 57 50 0-0-0-0-13 |*
i, FspdHl P

99 99 58 39 0-0-0-0-3

—

Sekil 4.1 CRISPOR-Tefor programi kullanilarak tasarlanan sgRNA tasarimiigin
ozgullik puanlarina gore siralanan tahmini kilavuz RNA'lar.
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Tablo 4.1: Domates Ccdc124 geni igin tasarlanan adaptor primerleri

Adaptor Primer Nikleotit Dizisi (5'--3’)
182/FB-U3 GTCAGAAGCCGAGAAGCGAGCAG
182/RB-U3 AAACCTGCTCGCTTCTCGGCTTC
203/FB-U6 ATTGGCCGCAGCAAAGAAAGCCG
203/RB-U6 AAACCGGCTTTCTTTGCTGCGGC

4.2. pYLsgRNA Ekspresyon Kaset Vektorlerinin Olusturulmasi

Adaptor primerlerin pYLsgRNA-AtU3d/LacZ ve pYLsgRNA-AtU6-1 ekpsresyon

kaset vektorlerine klonlanmasi 3.2.2°de belirtildigi kosullarda gerceklestirilmistir.

Ardindan iki adaptor primer icinde elde edilen adaptor/Promotér, adaptor/Scaffold

fragmentleri PZR reaksiyonu ile birlestirilmistir. Birinci ve ikinci PZR’in Grlinleri agaroz

jele yuklenmistir.

~

Fﬁ!

Legy t gRNA Scaffold

5..6G6TCTCN .3
3:..CCAGAGN(N), .5
ry

Bsal Kesim/Ligasyonu

AtU3/U6 TR oot «
; L

T
caaaa
A

Adaptor gRNA Scaffold

Promotor

Birinci PZR
(UF,Adaptor Primer-R)
(Adatér Primer-F , gR)

AtU3/U6 Adaptér

ikinci PZR
(over-lapping PZR)

Adaptér
Primer

gRNA Scaffold

-

/

Sekil 4.2: sgRNA ekspresyon kasetlerinin olusturulma basamaklari.
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Sekil 4.3: Birinci PZR agaroz jel goriintisi. A) Intron 1 kb DNA Ladder, B) 1) Intron 1
kb DNA Ladder, 2) 182-CCDC124/Promotoér, 3) 182-CCDC124/Scaffold, 4) 203-
CCDC124/Promotor, 5) 203-CCDC124/Scaffold.

10000
8000
6000
5000
4000

3000

2500
2000
1500
1000
750
500
250

Sekil 4.4 ikinci PZR agaroz jel gériintiisii. A) Intron 1 kb DNA Ladder,
B) 1) Intron 1 kb DNA Ladder, 2)182-CCDC124 guide RNA ekspresyon
fragmenti, 3) 203-CCDC124 guide RNA ekspresyon fragmenti.
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4.3. pYLCRISPR / Cas9-P355-N Vektoriniin Goldan Gate
Klonlama Teknigi Kullanilarak Olusturulmasi ve Klonlanan
Bolgelerin Kontrol Edilmesi

[Bsall ‘Bsal|
5 INGAGACC 3' 5 GGTCTCN 3!
3 INCTCTGG &' 3' CCAGAG 5
[ 4 Vekts \ 5' GGTCTCN 3 5 INGAGACC 3'
[ eKEar 3' CCAGAG 5 3! CTCTGG &'
| / . ea—— ———
p o |
(" Bsalile
' kesilen | T4 DNA
iy - — = ligase & Bsal

Sekil 4.5: Golden Gate klonlama ile vektériin olusturulma basamaklari.

Goldan Gate Klonlama ile olusturulan pYLCRISPR/Cas9 plazmitinin E.coli’ye
transformasyonu gerceklestiriimistir. Daha sonra secici besiyerinde buylyen
kolonilerden UF/ 182-RB ve 182-FB /gR-R primerleri kullanilarak koloni PZR yapilmistir
ve agoroz jelde yiratlalip gorintilenmistir.  Daha sonra 1.koloniden plazmit
izolasyonu yapilmistir ve kontrol kesimi icin BamHI enzim kesimi yapiimistir ve jelde
gorintilenmistir. Ardindan 1.koloniden %20 gliserol stok yapilmistir ve -80°C’de
muhafaza edilmistir. Daha sonra olusturulan vektériin Agrobacterium tumafeciens’e

transformasyon yapilmistir.
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Sekil 4.6: Transformasyondan sonra segici besiyerinde blyiyen E.coli (A) ve

Agrobacterium tumafeciens EHA105 (B)

12 3 4 5 6 7 8 9101112 131415161718 19 20

Sekil 4.7: Koloni PZR’la secici besiyerinde blylyen bakterilerde vektor varliginin
tespit. A) Intron 1 kb DNA Ladder. B) 2-11 UF/ 182-RB primer cifti ile yapilan PZR.
12-20 182-FB /gR-R primer gifti ile yapilan PZR.
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4.4. Domates Kotiledonlarindan Transgenik Domates
Hatlarinin Olusturulmasi

Sekil 4.8: Gen¢ domates kotiledonlarindan transgenik domates hatlarinin
olusturulmasi. A) Domates tohumlarinin ekilmesi. B) 7-8. Glinlin sonunda olusan
filizler. C) Yaralanan Eksplantlarin 6n-kiltiire alinmasi. D) Eksplantlarin
Agrobacterium tumefaciens ile muamele edilmesinden sonra co-kiltiir ortamina
alinmasi.

Co-kiiltir ortamindan sonra eksplantlar secici besiyerine (2Z) alinip 1 hafta bitki
blyitme odasinda biyitiImistir. Daha sonra 2 haftada bir alt kiltir yapilmistir.
Secici besiyerinde 4.haftadan sonra bazi aday SICCDC124 mutantlarinda belirgin

morfolojik farkliliklar gézlemlenmistir.

Pozitif Kontrol siccpc124 Negatif Kontrol

Segici Besiyerinde 1. hafta

Sekil 4.9: Segici besiyerlerine aktarilan eksplantlarin 1. Haftasi.
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Eksplantlarin segici besiyerinde 2.haftalarinda pozitif kontrollerin hepsinde

kallus olusumu gozlemlenirken aday mutant bitkilerde ve negatif kontrolde herhangi

bir kallus olusumu gozlemlenmemistir (Sekil 4.9). 2.haftadan sonra besiyerinde zeatin

kosantrasyonu yariya indirilmistir (1 ug g/ml).

Pozitif Kontrol

SICCDC124

Secici Besiyerinde 2. hafta

Negatif Kontrol

Sekil 4.10: Secici besiyerinde 2.hafta.

Segici besiyerinde 4.haftanin sonunda pozitif kontrollerin %90’inda govde

olusumu gozlemlenirken, aday mutant bitkilerde (SICCDC124) kallus olusumunun

devam ettigi ve bazi bitkilerde gévde olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.10).

Pozitif Kontrol

SICCDC124

Secici Besiyerinde 4. hafta

Negatif Kontrol

Sekil 4.11: Secici besiyerinde 4.hafta.
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Segici besiyerinde 4.haftadan sonra bazi aday mutant bitkilerin yapraklarinda
sararmalar gozlemlenmistir. SICCDC124-11 mutant bitkisinin yapraklarinda
sararmalar 4.haftadan sonra baslamistir. 6. haftada belirgin olarak gérilen sararmalar
ilerleyen haftalarda devam etmistir. Sararmalar en yash yaprakta baslayip ilerleyen
haftalarda diger yapraklarda da sararmalarin olustugu ve yapraklarin gévdeden
ayrildig1 gozlemlenmistir. Sekil 4.11’de SICCDC124-11 mutant bitkisinde meydana
gelen morfolojik degisiklikler gosterilmistir. Kontrol bitkisinde ise herhangi bir

sararma gozlemlenmemistir.

SiccDC124 - 11

6.Hafta 7.Hafta 8.Hafta 10.hafta

Sekil 4.12: SICCDC124-11 bitkisinde gdzlemlenen morfolojik degisiklikler.

Diger aday mutant bitkilerde ayi sekilde karakteristik olarak sararmalar ve
yapraklarda erken yaslanmalar gozlemlenmistir. Pozitif kontrolde ise herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Sekil 4.12’de gorildigi gibi mutant aday bitkilerden olan
SICCDC124-186, SICCDC124-214 ve SICCDC124-282’de kontrol bitkisine kiyasla

belirgin morfolojik farkliliklarin olustugu gozlemlenmistir.
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SICCDC124 Pozitif Kontrol

sSICCDC124-186 sIcCDC124-214 slccDC124-282

Sekil 4.13: Aday mutant bitkilerde gozlemlenen morfolojik degisiklikler.

Aday mutant bitkiler arasinda bazi mutant adaylarinda ise sararmalar
koklendirme besiyerine aktarildiktan sonra 1.haftanin sonunda gozlemlenmeye
baslamistir. Sekil 4.13’te goruldugiu gibi koklendirme besiyerindeki aday mutant

bitkilerde en yash yapraklardaki sararmalar goriilmektedir.

SICCDC124-26 SICCDC124-21

Koéklendirme besiyeri 30.giin

Sekil 4.14: SICCDC124-26 ve SICCDC124-21 bitkilerde gézlemlenen morfolojik
degisiklikler.
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SICCDC124-21 aday mutant bitkisinde sararmalar koklendirme besiyerine
aktarildiktan sonra 1. haftanin sonunda baslamistir. Devam eden haftalarda en yasl
yapraklardan baslayarak diger yapraklarin sararmalari ve sararan yapraklarin bir stire
sonra gévdeden ayrildigl gbzlemlenmistir. Pozitif kontrolde ise herhangi bir sararma
olmamistir. Benzer sekilde SICCDC124-32 bitkisinde 2.haftanin sonunda sararmalar
baslamis ve yapraklarinda bolgesel siyah kahverengi-siyah beneklerin olustugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

SICCDC124-21

14.gin 16.gin 18.gin

Kéklendirme Besiyeri

Pozitif Kontrol

Sekil 4.15: SICCDC124-21 bitkisinde gozlemlenen morfolojik degisiklikler.
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SICCDC124-32

Kéklendirme Besiyeri

Sekil 4.16: SICCDC124-32 bitkisinde gdzlemlenen morfolojik degisiklikler.

Bazi aday mutant bitkilerde ise tim gbvdede sararmalarin ve erken
yaslanmanin gerceklestigi gozlemlenmistir. Sekil 4.16’da gorildigi gibi SICCDC124-4
bitkisinde tim bitkide sararma ve doku 6limlerinin gerceklestigi gozlemlenmistir.

Pozitif kontrolde ise herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir.

SICCDC124 -4 Pozitif Kontrol

Koklendirme Besiyeri 30.giin

Sekil 4.17: SICCDC124-4 bitkisinde gézlemlenen morfolojik degisiklikler.
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Mutant oldugu sekanslama ile dogrulanan SICCDC124-3 bitkisinde ise
sararmalar benzer sekilde, koklendirme besiyerine aktarildiktan sonra 1.haftanin
sonunda baslamistir. ilerleyen haftalarda devam eden sararmalardan sonra sirayla en

yash yapraktan baslanarak yapraklarin govdeden ayrildigi gézlemlenmistir.

SICCDC124 -3 Pozitif Kontrol

Govdeden aynilan yapraklar

Sekil 4.18: SICCDC124-3 bitkisinin gévdesinden ayrilan yapraklar.

4.5. Transgenik Bitki Hatlarinin PZR Tabanl Belirlenmesi

Transgenik bitki hatlarinin belirlenmesi igin ilk olarak genomik DNA izolasyonu
yapilmis ve daha sonra bitkiye aktarilan T-DNA bdlgesi lizerinden tasarlanan RB-F ve
PI-Scel-R primerleri ile PZR reaksiyonu kurulmustur. Sekil 4.18’de goriildiigi sararma
gozlemledigimiz aday mutant bitkilerden SICCDC124-3, SICCDC124-4, SICCDC124-21,
SICCDC124-26, SICCDC124-32, SICCDC124-39, SICCDC124-186, SICCDC124-214,
SICCDC124-282 bitkilerinin transgenik oldugu dogrulanmistir.
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Sekil 4.19: Transgenik bitkilerin PZR tabanh belirlenmesi. 1) SICCDC124-3,
2)SICCDC124-4, 3)SICCDC124-21, 4)SICCDC124-26, 5)SICCDC124-32,
6) SICCDC124-39, 7) SICCDC124-186, 8) SICCDC124-214, 9) SICCDC124-282,
10) PYLCRISPR/Cas9 plazmiti, 11) 100 bp ladder.

4.6. Sanger Dizileme ile Mutant Hatlarin Belirlenmesi

Mutant hatlarin tespiti icin Sanger dizileme yontemi kullaniimigtir. Transgenik
oldugu belirlenen hatlardan DNA izolasyonundan sonra gen spesifik primerlerle PZR
reaksiyonu kurulmus ve dizilemeye gonderilmistir. Sekil 4.19’de SICCDC124-3 igin PZR
Urlini dizi sonuglari gésterilmistir. Birinci sgRNA ve ikinci sgRNA bélgelerinde sirasiyla
5 ve 4 bazlik delesyonlarin oldugu ve 3 farkli nikleotitde baz degisimi oldugu
belirlenmistir. Heterozigot, homozigot ve kimerik bitkilerin tespit edilebilmesi icin
PZR Urinu “pJET1.2/blunt Cloning Vector kiti” kullanilarak klonlamis ve farkl
kolonilerden plazmit izolasyonu yapilip dizilemeye gonderilmistir. Sekil 4.20'da
gorildugl gibi 1. Ve 2. Kolonilerde daha 6nceden gonderilen PZR Uriinline gore farkl
mutasyonlar tespit edilmistir.

SICCDC124-11 mutanti icin gen spesifik primerler ile yapilan PZR Grin(
dizilemeye gonderilmistir. Sekil 4.21’de gorildigi gibi ikinci sgRNA hedef dizisi
icerisinde bir baz degisikliginin oldugu tespit edilmistir. Ayrica kromatogramlara
bakildigindan PAM dizisinin 3-4 niikleotit yukari boélgesinde farkl piklerin oldugu

tespit edilmistir.
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sicCDC124

= Ekzon 1 I =

/ \
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/’ \
/’ N
/’ N\
i, \\
PAM PAM

WT : AAGCCGAGAAGCGAGCAGAGGCCGCAGCAAAGAAAGCCGAGG

SICCDC124-3: AAGCCGAGAA ===== CCGAGGCCCCAACATAG ===~ CCGAGG

M . PAM

Sekil 4.20: SICCDC124-3 mutanti igin gonderilen PZR Grininin dizileme

sonucu ve kromatogramlari.

PAM PAM

WT GAAGARGCCGAGAAGCGAGCAGAGGOCGCAGCARAGARAGCCGAGG

PCR iirtind GARGAAGCCGAGAA=====CCGAGGOCCCARCAAAG=---CCGAGG
Target AAGCCGAGAAGCGAGCAGRGGOCGCAGCARAGARAGCLG
gaagAAGCCGAGAAgcgagCaGNGGOCgCAgCARAGaaagCCGhgg

WT GAAGAARGCCGAGARGCGAGCA
1.koloni GAAGA=GCCGAGAA=====CA
2.koloni BARGA=-GCCGAGAAR==---=-CAH

Target ARGCCGAGARGCGAGCAL

paaglaGCCGAGAAgcgagCA

AGGCCGCAGCARAGARRGCCHAGE
AGGCCGCAGCARAGAR-GCCHAGH
AGGCCGCAGCAR-GAR-GCCHAGR!
AGGCCGCAGCARAGARRGCC
AGGCCGCAGCARaGARAGCC .‘El

— el

Sekil 4.21: SICCDC124-3 mutanti i¢ci gonderilen PZR Grilini, 1.koloni ve 2.koloni
dizileme sonucunun karsilastirilmasi. A) Wild-type (WT) ile PZR Griinlnin sekans

hizalamasi. B) ) Wild-type (WT) ile 1.koloni ve 2.koloni sekans hizalanmasi.
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PAM PAM

WT  : AAGCCGAGAAGCGAGCAGAGGCCGCAGCAAAGAAAGCCGAGG
5ICCDC124-11: AAGCCGAGAAGCGAGCAGAGGCCGCAGCATAGAAAGCCGAGG

s —

PAM

Sekil 4.22: SICCDC124-11 mutanti igin gonderilen PZR Grindniin dizileme

sonucu ve kromatogramlari.
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5.TARTISMA

CCDC124 (Coiled-Coil Domain igeren 124) proteinini kodlayan genin
domatesteki (Solanum lycopersium) homologu Uzerinde CRISPR/cas9 sistemi
kullanilarak gergeklestirdigimiz g¢alismamizda CCDC124 geninin susturulmasiyla
meydana gelen morfolojik degisiklikleri gozlemleyerek, genin fonksiyonunu
arastirilmistir. Calismamizin sonucunda SICCDC124 mutantlarinin vahsi tip bitkilerle
karsilastirildiginda belirgin morfolojik farkliliklara sahip oldugunu gozlemlenmistir.
Ayrica SICCDC124 mutantlarinda erken yaslanma (senescence) gézlemlenmistir.

Bitkilerde yaslanma belirli hiicrelerde, dokularda veya tim bitkide meydana
gelebilir. Bitkilerde yaslanma tipik olarak niikleik asitlerin ve proteinlerin bozulmasi,
klorofil kaybi, yaprak sararmasi gibi hem biyokimyasal hem de yapisal farkliliklar ile
karakterizedir. Bitkilerde 4 tip yaslanma modeli tanimlanmistir. ilk yaslanma
modelinde tim bitki yaslanma sirecinden etkilenir ve genellikle yillik bitkilerde
gdzlemlenir. ikinci yaslanma mekanizmasinda bitkinin topragin (st kisminda
yaslanmalar meydana gelir ve bitkinin yeraltindaki kék sistemi canli kalir. Ugiincii
yaslanma modelinde ise bitkinin sadece yapraklarinda yaslanma gozlemlenirken,
govdenin buyldk kisminda ve yeralti kok sistemi canli kalir. Dordiincli yaslanma
modelinde asamali yaslanma gériiliir. Once en yasl yapraklarda, daha sonra daha
geng yapraklarda, ardindan gévdede ve son olarak kdk sisteminde yaslanma ve 6lim
meydana gelir. Bitkilerde kendi genetik programi ile kontrol edilen yaslanma
(senescence) mekanizmasinda, bitki hiicrelerinin yaslanmasi sonucu 6lmesi programli
hiicre 6limu (Programmed Cell Death) olarak tanimlanir. Hayvanlarda proteolitik
enzimler olarak kaspazlar gorev alirken bitkilerde fitaspazlar gérev almaktadir.
Bitkilerde yaslanmanin son asamasi, ana bitki gévdesinden organlarin (cicek, tohum,
yaprak) ayrilmasini iceren absisyon olarak adlandirlan fizyolojik bir stirectir [96], [97].
Yaptigimiz bu ¢alisma sonucunda domateste CCDC124 geninin ifadesinin engellendigi
bitki hatlarinda erken vyaslanmalar goézlemlenmistir. Bazi mutant bitkilerde
(SICCDDC124-4, SICCDC124-23) bitkinin genelinde yaslanma gozlemlenirken, diger
mutant bitkilerde (SICCDC124-3, SICCDC124-21, SICCDC124-26, SICCDC124-32,
SICCDC124-39, SICCDC124-186, SICCDC124-214, SICCDC124-282) asamali yaslanma

54



gorilmustir. ilk olarak en yash yaprakta bolgesel orak baslayan sararmalar daha
sonra tim yapraga yayillmis ve ardindan yapragin ana govdeden ayrildigi (absisyon)
gozlemlenmistir. Daha sonra sirayla diger yapraklarda sararmalar olmus ve diger
yapraklarin govdeden ayrildigi goézlemlenmistir. Ccdc124 proteininin yoklugunda
bitkide belirgin morfolojik farkliklar tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
programlanmis hiicre olimleri ve yaslanma hiicresel stres tepkisi olarak kabul
edilmektedir. Stres kaynaklarinin bir¢ogu (sicaklk, aghk, karanlik gibi) bitkide erken
yaslanmaya neden olabilmektedir [98], [99]. Daha Onceki calismalarda Ccdc124’(in
stres granilleri, nérodejeneratif hastaliklarla iliskili proteinler ile etkilestigi kitle
spektrometresi ile tespit edilmistir (Merve TUZLAKOGLU OZTURK, vyayina
hazirlanmakta olan data). Bu baglamda elde ettigimiz veriler Ccdc124’in bitkilerde
stres granill olusumunda veya stres mekanizmasinda dogrudan veya dolayl olarak
gorev alabilecegine dair verileri desteklemektedir. Bundan dolayi Ccdc124’in hiicre
ici fonksiyonunun aydinlatiimasi, hem yaslanma hem de stres mekanizmasinin daha
iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Boylece bitkilerde stres toleransi, yliksek verim
ve Omru iyilestirilmis mahsullerin gelistirilmesine; hayvanlarda hiicre-igi Stres
Granilli (SG) bagimh savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayacagi
dustnilmektedir.

Ccdcl124 proteininin ifadesinin engellendigi domates bitkilerinde erken
yaslanma gozlemlendigi icin seraya aktarilmadan bitki 6lim gergeklesmektedir. Bu
yuzden susturulan CCDC124 geninin tekrar ayni bitkiye verilerek degisikliklerin takip
edilmesi miimkiin olmamaktadir. Bundan dolayi ilerleyen calismalarda indiklenebilir
bir sistem ile Ccdc124 geninin bitkiye verilmesi planlanmaktadir. Bu amagla sicaklikla
indiklenen bir promotér olan Hspl18.2 promotérunu kullandik. Hsp18.2
promotorunun arkasina cas9’un taniyip kesmemesi icin hedefledigimiz bolgelerde
kodon degisimi yaptigimiz CCDC124 genini koyduk. Tasarladigimiz DNA fragmentini,
bu tez calismasi kapsaminda hazirladigimiz CCDC124 genini hedefleyen sgRNA
ekspresyon kasetlerini klonladigimiz pYLCRISPR/Cas9P35S-N vektoriine klonladik.
Daha sonra dizi analizi ile dogruladigimiz vektorii Agrobacterium tumafaciens EHA105
susuna transformasyonunu gerceklestirdik. Devam eden c¢alismamizda CRISPR/cas9
sistemi ve sicaklik ile indiklenebilir sistemi bir arada bulunduran vektorin bitkiye

Agrobacterium aracili transformasyonunu gerceklestirecegiz. Daha sonra 22 °C
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derecede buyutulen bitkilerde Cdc124 ifadesinin engellenmesi ve ardindan 37°C
dereceye aktaracagimiz bitkilerde, 37°C derecede indiiklenen Hsp18.2 promoétoru ile
Ccdc124 proteinin ifade edilmesine bagh olarak bitkideki sararma ve erken yaslanma

sureclerinin takip edilmesi hedeflenmektedir.
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