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OZET

Doktora Tezi

CRISPR/Cas9 Yontemi ile Hiyar Mozaik Viriis (CMV)’iine Dayanikli Transgenik Olmayan Kavun

Genotipinin Gelistirilmesi
Serdar Altintas
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Ali Ergiil

CmVPS41 geni bazi viral faktorlerin iletim demetleri boyunca tasiniminda rol oynadigi
biinmektedir. CMV tarimsal tiretimde ciddi zararlanmalara yol agmakta ve bir¢ok bitki familyasi
bu viriisiin dogal konuk¢usu durumundadir. CMV floem boyunca bitkinin {ist aksamlarina dogru
tasinmaktadir. Bu ¢alismada CmVPS41 geninin fonksiyonu CRISPR/Cas9 yontemiyle ortadan
kaldirilmaya c¢alisilmistir. Bu amagla hedef bolgeye yonelik 2 tane sgRNA tasarlanmuistir. Golden
Gate klonlama kullanilarak tek bir vektorde toplanan ekspresyon kasetleri Agrobacterium
araciligiyla aktarilmigtir. Doku kiiltiiriinde en uygun sartlar stirgiin ortami ig¢in 2.2 mg/L BAP ve
0.8 mg/L NAA olarak, koklendirme ortami igin ise 0.5 mg/L NAA olarak belirlenmistir. Calisma
sonunda yetistirilen bitkilerde yapilan analizler sonucu agirlikli olarak delesyon seklinde

mutasyonlar tespit edilmistir.
2022, 137 sayfa

Anahtar kelimeler: CMV; CmVPS41, CRISPR; Cucumis melo L.



ABSTRACT

PhD Thesis

Development of Non-transgenic Melon Genotype Resistant to Cucumber Mosaic Virus (CMV) by
CRISPR/Cas9 Method

Serdar Altintas
Ankara University Institute of Biotechnology
Prof. Dr. Ali Ergiil

The CmVPS41 gene is known to play a role in the transport of some viral factors across vascular
bundles. CMV causes serious damage to agricultural production and many plant families are
natural hosts of this virus. CMV is transported along the phloem to the upper parts of the plant. In
this study, Resistance melon lines was tried to develop creating loss of function mutants by the
CRISPR/Cas9 method. For this purpose, two sgRNAs were designed for the target region.
Expression cassettes collected in a single vector using Golden Gate cloning were transferred by
Agrobacterium. Optimal conditions in tissue culture were determined as 2.2 mg/L BAP and 0.8
mg/L NAA for shoot medium and 0.5 mg/L NAA for root induction medium. At the end of the
study, mutations were determined mainly in the form of deletion as a result of the analyzes made in

the grown plants.
2022, 137 pages

Keywords: CMV; CmVPS41, CRISPR; Cucumis melo L.
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1. GIRIS

Cucumovirus grubunda yer alan hiyar mozaik viriisi (CMV: Cucumber mosaic virus),
viriisler arasinda en genis konakg¢i yelpazesine sahip olup, Solanaceae, Cruciferae ve
Cucurbitaceae familyalar1 basta olmak tizere, kavununda (Cucumis melo L.) yer aldigi,
yaklagik 1.200'den fazla bitki tiirlinde énemli zararlar yapmaktadir (1). Bitkilerde bilinen
yaklagik 200 viriis direng geninin (R genleri) yarisi ise resesif kalitim gostermektedir. Bitki
hastaliklarina dayaniklilikta, resesif dayanikliligin dominant dayanikliliga oranla kalitimi
daha stabil ve dayaniminin daha yiliksek oldugu gbéz Oniine alindiginda, resesif genler
lizerine yapilan arastirmalar bitki hastaliklarini kontrol altina almada biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Bitkide CMV'ye direncin genetik kontrollii dominat, resesif, monogenik ve
poligenik kontrollerle saglanarak ¢ok farklilik gosteren heterogenik bir durum

gostermektedir. Bunlar arasinda en yaygin olani ise resesif ve poligenik dayanikliliktir (2).

Resesif genlerde yapilan rastgele mutajenez tarafindan iiretilen hassaslik/duyarlilik kaybi
(resesif dayaniklilik) genetik olarak bitki dogal varyantlarinda bulunan resesif
dayaniklilikla esdeger goriilmekte, dogal gen kaynaklarinda bulunan genetik
varyasyonlarin kullaniminda olusabilecek smirlamalar1 ortadan kaldirmaktadir. Bitki
translasyon baslangic faktorleri (elF4E'ler) virlislere dayaniklilikta hedef olarak
kullanilmakla birlikte, konakgilara ait diger genlerin belirlenmesi resesif dayaniklilikta
hedef secilmesi bir¢ok bitki tiiriinde virlis gruplarina bagli olmaksizin dayanikli bitki

gelistirmeye olanak saglamaktadir.

Diger taraftan hedef genlerin klasik 1slah yontemleri ile aktarilmasi uzun zaman alirken,
genom/gen diizenleme yaklasimlarindan CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR associated 9:Diizenli Araliklarla Boliinmiis
Palindromik Tekrar Kiimeleri/Cas 9) yontemi viriise dayanikli bitki eldesi siirecini
hizlandirmanin yaninda susturulan geni tasiyan bitkilerin bir sonraki donemlerde transgen

olmayan ancak dayanikli bitkiler olmasina olanak saglamaktadir.

Tez calismast kapsaminda kavunda CMV’nin floeme girisini dolayisiyla uzun mesafeli
viral taginim1 ve sistemik enfeksiyonunu engelleyen, dogal resesif dayanikli bir gen
oldugunu kanitlamis Vacuolar Protein Sorting-Associated Protein 41 Homolog (VPS41)
geninin, hassasliga neden olan 5 no.lu ekzonunun CRISPR/Cas9 yontemi ile susturulmasi

ve dayanikliligin saglanmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. KAVUN

Kavun (Cucumis melo L.) Cucurbitaceae familyasinin bir iiyesi olup, diploid (2n=2x=24)
bir tiirdiir. Diinya genelinde en yaygin yetistirilen sebze tiirlerinden biridir. Agirlikli
olarak; tropik, subtropik ve iliman bolgelerde yetistiriciligi yapilmaktadir. Diinya geneli
kavun {iretimi 31,948,349 tondur. Uretim miktari acisindan ilk siray1 17,147,817 tonla Cin
alirken ikinci sirada 1,813,422 tonla Tiirkiye yer almaktadir. Bu iilkeleri sirasiyla iran,
Misir, Hindistan ve Kazakistan takip etmektedir. Kokeni hakkindaki ilk calismalar, bu
tiiriin Afrika kokenli oldugunu ortaya koymussa da, daha sonra yapilan ¢alismalar Asya
kokenli olabilecegini gostermektedir (3). Bu tiiriin yabani akrabalart Asya, Afrika ve
Avustralya’ya dagilmis durumdadir (4). Ilk olarak, protein ve yagca zengin tohumlari icin
kiiltiire alindig1 tahmin edilmektedir. Ancak, daha sonralari etli meyve kabugu icinde
yetistirilmeye baglanmistir. Yapilan seleksiyon ¢alismalari, daha kiiciik meyve boyutuna
sahip ve nispeten daha aci tada sahip varyetelerden, giiniimiizde farkli amaglarla kullanilan
cesitlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Giiniimiizde, sebze olarak pisirilerek ya da taze
olarak tiiketilmekte, tath yapiminda kullanilmakta ya da glizel kokusu igin

yetistirilmektedir (5).

Kavun genomu ilk olarak 2012 yilinda dizilenmis ve anotasyonu yapilmistir (6). Genom
boyutu yaklasik olarak 475 Mb’dir (6). Genom dizi verileriyle ilgili bilgileri korumak ve
paylasmak adina bir genomik platform olusturulmustur (http://melonomics.net/).
Yayimmlanan ilk versiyonda toplam 1,594 scaffold ve 29,865 contig bulunmaktaydi.
Transpozon elementler genomun yaklasik % 19,7’sini olugturmaktadir. Ayrica, ilk
versiyonda toplam 27,427 protein kodlayan gen ve 34,848 transkriptin anotasyonu
yapilmigtir. Kavun genomuna yonelik yapilan giincel c¢alismalarda optik haritalama
yontemi kullanilmis ve kav un genomunun daha kapsamli bir haritas1 ortaya konulmustur.
Daha 6nceki versiyonlara kiyasla daha biitiinlestirici bir stratejinin izlendigi bu yontemde
29,980 protein kodlayan lokus tanimlanmistir. Daha onceki versiyonlarda karsilasilan
sorunlar goz Oniinde bulunduruldugunda, bu versiyon gen yapisinin biitiinliigii, intron-
ekzon baglant1 bolgeleri ve kodlama yapmayan bdlgeler gibi ¢esitli yonlerden Onemli

avantajlara sahiptir.



2.2. TAKSONOMI VE SINIFLANDIRMA

Cucumis cinsi igerisinde yer alan kavun ayni cins i¢inde yer alan diger tiirlere gore oldukga
farklilik gostermektedir (7, 8). Asya ya da Afrika kokenli oldugu diisiiniilen kavunun ilk
once besleyici ¢ekirdeklerinden dolay1 kiiltiire alindig1 diisiiniilmekte, bu amacla yapilan
seleksiyon galismalari meyve ve gekirdek boyutunda artisla sonug¢lanmistir (3) Halihazirda
bu tiir igerisinde yabani ve kiiltiire alinmis varyeteler bulunmaktadir. Sekeri ytliksek olan
varyeteler tatl olarak tiiketilirken, tatli olmayan varyeteler ise pisirilerek, ham olarak ya da
tursu olarak tiiketilmektedir (9). Yabani kavunlar Orta Asya’dan Hindistan’a, Orta ve Bati
Afrika’da kavunun zengin gen kaynagmi olusturmaktadir. Kavun varyetelerinin
varyasyonu genel olarak Akdeniz havzasi ile Orta Asya, Hindistan ile Dogu Asya iilkeleri

arasinda yogunlagmustir (10).

Geleneksel siniflandirmada kavunun iki alt tire (melo ve agrestis) ayrildigi kabul
edilmektedir (11). En basit ve yaygin olarak kabul edilen siniflandirmada tek bir yabani
varyete (var. agrestis Naud) belirtilirken, alt1 tane kiiltiire alinmis varyete (cantalupensis
Naud., inodorus Naud., flexuosus Naud., dudaim Naud., momordica, ve conomon Mak.)
yer almaktadir (10, 12). Son zamanlarda yapilan siniflandirma ¢aligmalarinda bu varyeteler
15 botanik gruba (cantalupensis, reticulatus, adana, chandalak, ameri, inodorus, chate,
flexuosus, dudaim ve tibish (subsp. melo), momordica, conomon, chinensis, makuwa, ve
acidulus (subsp. agrestis)) ayrilmistir (13). Ancak bu gruplardan bazisi hala tam olarak

tanimlanmamis ve oldukca heterojen durumdadirlar.

Kavun gen kaynaklarinda goriilen biiyiik varyasyon arastirmacilara tarimsal agidan 6nemli
olan meyve kalitesi, olgunlagsma ve hastalik direnci gibi 6zelliklerin genetik arka planinin
aragtirtlmasi i¢in biiyilik olanak saglamaktadir. Bu mekanizmalarin anlagilmasi i¢in yapilan
caligmalarda ¢esitli F2, yakin izogenik hatlar, double haploid hatlar, rekombinant 1slah

hatlar1, farkl harita popiilasyonlar1 ve geriye melez hatlar gelistirilmistir.

2.3. HIYAR MOZAIK VIRUSU (CMYV)

Kavun basta olmak tiizere, Kabakgiller familyasi birgok viriise konak¢i olmakta ve bu
nedenle iiriinlerde 6nemli kayiplar gerceklesmektedir (14). Tiirkiye’de kabakgil yetistirilen
bolgelerde goriilen baslica viriisler; Hiyar Mozaik Viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV),
Kabak Sar1t Mozaik Viriisii (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), Kabak Mozaik Viriisii
(Squash mosaic virus, SQMV), Karpuz Mozaik Viriisii II (Watermelon mosaic virus I,

3



WMV 1I), Papaya Halkali Leke Viriisii (Papaya ring spot virus, PRSV) viriisleridir. Bu
viriislerden 6zellikle CMV; yayginlig1 ve olusturdugu zarar bakimindan diger viriislere
gore 6nemli ekonomik kayiplar meydana getirmektedir (15). Bu virlisten kaynaklanan
zararlanmalar diinya genelinde meydana gelse de, 6zellikle 1liman, tropik ve subtropik
bolgelerde zararlanma daha barizdir. Ulkemizde ise &zellikle I¢ Anadolu Bolgesinde
Ankara ili kavun alanlarinda yapilan bazi ¢alismalarda Kirkaga¢ ve Kazan kavunlarinda,
ozellikle CMV virlisiiniin biiyiik zarar verdigi belirtilmektedir (16). Bu viriisten
kaynaklanan ekonomik kayiplar yildan yila biiylik farkliliklar gosterebilmektedir. Bu
durumun nedeni ise viral tasinimda rol oynayan afit popiilasyonunun mevsimsel kosullara
gore degismesidir. Ornegin, ilkbaharin serin ge¢mesi durumunda viral enfeksiyonlar
sadece belirli bolgelerle sinirh kalirken, daha 1lik ve az yagishi durumlarda enfeksiyon ¢ok
daha genis alanlar1 etkileyebilmektedir. Bu durumlarda enfeksiyon kaynakli {iriin kayb1
%100’e ulasabilir.

. - ._'.A_A ;‘,'i - ; > -; o N S e Y 5 2
Sekil 2.1. A) Hiyar mozaik viriisii (CMV). B) CMV partikiilleri (Virion-yesil renkli
partikiiller, RNA-kirmizi partikiiller)

flk olarak 1916 yilinda tanimlanan hiyar mozaik hastalig1 viriis kaynakli hastaliklar icinde
ilk 6nce tanimlananlardan biridir (17). Bu hastaliga neden olan viriis Cucumovirus cinsinin
bir iiyesi olan hiyar mozaik virlisii (CMV)’diir. Yaklasik olarak 85 familyaya ait 1200’den
fazla tiir bu viriislin dogal konuk¢usu durumundadir. Bu durum CMV’yi en genis konukc¢u
yelpazesine sahip viriislerden biri haline getirmektedir (18). Viriis bir konuk¢udan
digerine afit vektorleri ile tasinmaktadir. Bu viriis verimde 6nemli zararlara neden olurken
meyve kalitesinde de bozulmalar goriilmektedir. Bitki gelisiminin farkli donemlerinde

etkili olabilmektedir.



2.4. GENOM ORGANIZASYONU (CMYV)

Bromoviridea familyasinin diger iyeleri gibi CMV genomu da 3 tane pozitif yonelimli
RNA (RNAL, RNA2 ve RNA3) ve iki tane subgenomik RNA (RNA4 ve RNA4A)’dan
olusmaktadir. Her bir RNA’nin 3’-tRNA benzeri bir yapist vardir (19). Farkli RNA’larin
uzunluklart virlis suslar1 arasinda farklilik gostermektedir. RNA1 3357 ve 3391 nt
arasindaki bir uzunluga sahipken, RNA2 3036 ve 3060 nt arasinda bir uzunluga ve RNA3
2197 ile 2220 nt arasinda bir uzunluga sahiptir (20). RNAL 111 kDa biiyiikliigiinde olan,
metiltransferaz ve helikaz motifleri igeren ve viral replikasyonda gorev alan protein 1a’y1
kodlamaktadir. RNA2 97 kDa biiyiikliige sahip olan helikazi (2a) ya da 11 kDa biiytikliige
sahip 2b proteinini kodlamaktadir. RNA3 ise hiicreden hiicreye tasinimda gorev alan ve 30
kDa biiyiikliige sahip 3a proteinini ya da virion olusmasinda gérev alan 3b proteinini
kodlamaktadir. RNA1 ve RNA2’nin viriis replikasyonu i¢in sart oldugu bildirilmistir.
Replikasyondaki fonksiyonunun yani sira RNAT hiicreden hiicreye ya da uzun mesafelere
tasinimda da gorev almaktadir (21). Ayrica patojenitenin indiiklenmesinde muhtemel bir
rolii bulunmakta ve semptomlarin siddeti ile ilgisi bulunmaktadir (22). 2a proteini viriis
replikasyonununda gorev alan virlis RNA polimeraz enzimidir. Bu protein diizenli bir
replikasyon igin la proteini ile etkilesim i¢inde bulunmak zorundadir. 2a proteininin N
terminalinde bulunan 126 aminoasitlik bolgenin fosforillenmesi durumunda 2a proteinin la
proteini ile etkilesime giremez ve replikasyon inhibe olur (23). Ayrica 2a proteini hiicreden
hiicreye harekette ve semptomlarin gelisiminde gorev almaktadir (24). 2b proteini post
transkripsiyonel gen susturmanin baskilayicisi olarak bilinir (25). Ayrica 2b proteininin
salisilik asit aracili antiviral savunma mekanizmasiyla ilgisi de bulunmaktadir (26). RNA3
tarafindan kodlanan 3a proteini plasmodesmata adi verilen mikro kanalciklar boyunca
viris hareketinde gorev almaktadir (27). Virtsler bu kanallarda riboniikleoprotein
kompleksi seklinde hareket ederler (28). 3a proteini yoniinden mutant olan virtisler normal
tiitiin bitkilerini enfekte edemezler. Viriis kapsiilasyonunda goérev alan ve subgenomik
RNA4 tarafindan kodlanan coat proteini (CP) hem hiicreden hiicreye hem de uzun
mesafelere olan hareketler igin gereklidir. CMV’ ler genomik RNA’lardaki dizi
benzerliklerine gore alt grup I (WT) ve alt grup II (S) (29) olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Yiiritilen arastirmalar sonucunda CMV izolatlarinin %70 grup I’e, %20’sinin de grup II’

ye ait oldugu belirtilmistir (30).

CMV alt grup | (CMV-FNY) ile alt grup Il (CMV-LS) arasindaki farkliliklarin

kimerlerden kaynaklandigi, bunun ise viriilans esnasinda bitki cmv1’genine kars1 viriisiin
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hareket proteini (MP: movement protein) tarafindan olusturuldugu belirlenmistir. CMV-
FNY (alt grup 1)'nin hareketli proteininde, dort protein grubunun veya protein gruplarimin
kombinasyonu ile cmv1 geni araciligi ile saglanan direncin kirilabildigi gorilmistiir (31).
CMV-LS (alt grup II)nin ise direngli bitkide kendini replike edebildigi ve hiicreden
hiicreye hareket edebildigi bildirilmektir. Ancak CMV’nin viriisiin sistemik tasinmasini
floemde tespit edildigine dair bir bulguya rastlanmamstir. Immunogold etiketleme
deneyleri, viriisiin direngli bitkinin yapraklarindaki iletim demetlerinin disindaki
dokularda/hiicrelerde (BS: bundle sheath (BS) cells: Demet Kilif hiicrelerinde) kaldig,
ancak vaskiiler parankima (VP) hiicrelerine ya da ara hiicreler (IC) ulasamadigini
disaridaki demet kilif hiicrelerinde kaldigi tespit edilmistir (32). Bu nedenle, CMV
sistemik enfeksiyonunun baslamasinda veya engellenmesinde BS hiicrelerinin molekiiler
kap1 roliinii gordiigii gibi, floemde viriisiin girisinin/engellemesinin ise viral MP (hareketli

protein)'ye bagli olarak belirlendigi tespit edilmistir.

Kavun (Cucumis melo L.)’)da CMV’ye dogal dayaniklilik kaynagmim/kalittimmin
belirlenmeye c¢alisildigi bir¢ok arastirma rapor edilmistir. Suslara gore dayaniklilik
spesifitesi gosteren 3 gen kaynagi (1-Freeman's Cucumber kavunu, 2- C-189 japon
genotipi 3- C-189 ve Korenin PI 161375 kodlu "Songwhan Charmi" (SC) ¢esididir) 6n
plana ¢ikmaktadir (33-35). Kavun LGXII- linkage grubunda yapilan doygun haritalama
QTL calismasinda SC'de mevcut olan CMV direncinin resesif, oligogenik ve kantitatif
kalitim gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir. Sonradan, LG XII harita popiilasyonunda, tek bir
gen haritalamas1 ¢aligmalar1 sonucu, CMV alt grup II suslarina resesif direngten sorumlu
genin cmvl oldugu belirlenmistir (31, 36). Ayrica, CMV’nin daha agresif alt grup I
suslarina kars1 direncin ise cmvqw3.1 ve cmvqwl0.1 tarafindan saglandigi ve bunlarin
cmvl ile birlikte ortak fonksiyon gosterdigi yine haritalama calismalar1 sonucu tespit
edilmistir (37). Diger bir ifade ile CMV’nin iki alt grubuna da kavunda dayaniklilik

geninin cmv1l oldugu belirlenmistir (38).

Bir cok meyve sebze ve siis bitkilerinde ekonomik kayiplara neden oldugu belirtilmektedir
(30, 39) Kavun bitkilerinde, CMV enfeksiyonu sonrasinda yapraklarda ilk belirti olarak
yaprak damarlar1 arasinda yesil-sar1 lekelenmeler gozlemlenmektedir. Bu belirti sonrasinda
bu lekelenmeler mozaik halini almakta, daha ileri zamanlarda ise damarlar arasinda
kabarcik olusumu baslamaktadir. Kavun meyvelerinde ise, koyu yesil ve sar1 lekelenmeler
meydana gelmekte ve yesil kisimlarda kabartilar olugsmaktadir. Bu durum meyvelerde sekil

bozukluklarina yol agabilmektedir.



2.5. CMV iLE MUCADELE

Bu patojenle tam anlamiyla miicadelede etkili olabilecek bir pestisit olmadigi igin, en
muhtemel kontrol stratejileri arasinda viriise kars1 genetik dayaniklilik ongoriilmektedir
Ancak genetik dayanikliligin artirilmasina yonelik ¢alismalarda bazi kabakgiller ve
ispanak icin hala tam anlamiyla basar1 saglanamamistir. Yapilan detayli caligmalar
sonucunda hiyarda yiiksek dayanikliligin olusmasi igin 3 adet homozigot dominant genin
gerekliligi belirtilmistir. Benzer sekilde diger kabakgillerde de dayanikliligin tespitine
yonelik calismalarda 6nemli bir basar1 elde edilememistir. Her ne kadar bazi tiirlerde
dayaniklilik s6z konusu olsa da, tiirler arasindaki genetik uyusmazlik dayanikliligin diger

tiirlere aktarilmasinda en biiylik engeli teskil etmektedir.

Kavun gen kaynaklarinda bu viriise karst dayanikliliga yonelik yapilan g¢alismalarda
Kore’ye ait olan PI161375 nolu genotipin CMV-Song susu hari¢ diger biitiin suslara kars1
dayanikli oldugu belirtilmistir. Hassas bir genotip olan Vedrantais ve dayanikli genotip
olan SC (PI161375) kullanilarak olusturulan yakin izogenik hatlar kullanilarak, ¢alismada
kullanilan biitiin izolatlara karsi dayanikliliktaki degisimi inceleyen bir QTL (LG XII)
tespit edilmistir. Calismada bazi mindr QTL’ler tespit edilmisse de bunlarin izolata 6zgi

olduklar1 belirtilmistir.

Genetik direncin gelistirilmesi, virlis hastaliklarin1 kontrol etmenin en basit ve en etkili
yontemidir. Bu anlamda, o6zellikle hiyar ve 1spanak i¢in bazi Onemli gelismeler
kaydedilmistir, ancak diger tiirlerde basar1 oran1 degiskendir. Hiyarda (Cucumis sativus)
CMV direncinin tarihi, doguya 6zgii "Chinese Long" ve "Tokyo Long Green" ¢esitlerinin
ABD'de piyasaya siiriildiigli 1927 yilina kadar uzanir. Kapsamli bir ¢alismadan sonra,
hiyarda yiiksek diizeyde bir direng i¢in U¢ kismi baskin (dominant) genin

homozigotlugunun gerekli oldugu sonucuna varilmistir.

Diger kabakgil tiirlerinde direncli gen kaynagi bulma konusunda cok fazla ilerleme
kaydedilmemistir. Diger kabakgil tiirlerinde diren¢ bulunmus olsa da, tiirler arasindaki
genetik uyusmazlik, bu direncin yaz kabagi (Cucurbita pepo) gibi tiirlere aktarilmasinin

ontinde bir engel olmaya devam etmektedir.

Viriislerin dogal konukcusu olarak yabanci otlarin ortadan kaldirilmasi, bu virlisiin genis
konukgu yelpazesi nedeniyle genellikle zor bir istir. Bununla birlikte, bitkilerin yakininda

bulunan ¢ok yillik veya iki yillik 6nemli yabanci otlarin birgogunun ortadan kaldirilmasi,
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viriis baskisini azaltabilir ve bu yontem CMV'yi kontrol etmek i¢in basariyla kullanilmigtir.
Ayrica, bu virlise hassas olmayan musir gibi bariyer bitkiler diger hassas tiirlerin
izolasyonunda kullanilabilir. CMV ile miicadelede kullanilan bir diger yontem mineral
yaglarin ve insektisitlerin kullanimidir. Bu yontem, doniim basina bitki sayisinin yiiksek
oldugu domates ve biber gibi tiirlerde etkili olmakta, kavun ve karpuz gibi bitki sayisinin
az oldugu tiirlerde ise ¢ok etkili olmamaktadir. Kavun gibi hassas tiirlerde enfeksiyonu
onlemek i¢in kullanilan yontemlerden bir digeri de, bitki biiyiimesinin ilk haftalarinda
gocmen yaprak bitlerini disarida birakmak igin sira Ortiisii kullanmaktir. CMV ile
miicadelede ¢apraz koruma, bitkilerin koruyucu CMV suslar ile inokiile edilmesi ya da
satRNA kullanimi gibi alternatif yontemler de bulunmaktadir. Kapsit proteinlerini ya da
satRNA’y1 ifade eden transgenik domates hatlarinda CMV’ye kars1 6nemli 6l¢iide direng
saglanmistir. Direng mekanizmasini indiikleyebilecek bakteriler ile muamele de CMV’ye

kars1 kismi direng saglamaktadir (39).

2.6. RESESIF DAYANIKLILIK

Bakteri, viriis, fungus ve nematodlarin neden oldugu hastaliklar, diinya genelinde tarimsal
tiretimi olumsuz yonde etkileyen baslica faktorler arasinda yer almaktadir. Diinya tarimsal
tiretiminde meydana gelen kaybin yaklasik %15’inin ¢esitli hastaliklardan kaynaklandigi
ve bu hastaliklarin {igte birinden fazlasina cesitli fitopatojen viriislerin neden oldugu
belirtilmistir (40). Simdiye kadar genom dizisine dayali olarak yapilan g¢alismalar
sonucunda 26 familyaya ait toplam 1500 viriis tiirii tanimlanmis ve karakterize edilmistir
(41). Genomik yapilarina gore viriisler; (1) ¢ift zincirli DNA virisleri, (2) tek zincirli DNA
virtisleri, (3) ¢ift zincirli RNA viriisleri, (4) pozitif zincirli RNA virisleri (ssRNA+), (5)

negatif zincirli RNA viriisleri (ssSRNA-) ve (6) retroviriisler olmak tizere 6 gruba ayrilir.

Bitki viriisleri diisiik kodlama kapasitesine sahip, hayat dongiilerinin biiyiik kismi
konukguya bagli olan zorunlu hiicre igi parazitler olarak bilinmektedir. Diger bitki
patojenlerinden farkli olarak, ¢ogu durumda viriislerle etkili bir sekilde miicadelede
kullanilabilecek antibiyotik bulunmamaktadir. Bu yiizden bitkisel iretimde viriislerin
kontrol altina alinmasi i¢in dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi, viriis bagisikliligin saglanmasi

ya da tolerant bitkilerin {iretilmesinde molekiiler bitki 1slah1 6nciil rol oynamaktadir.

Bu hastaliklarm kontrol altina alinmasinda kullanilan tedbirleri bitki savunma
mekanizmasina bagli olanlar ve bagli olmayanlar olmak iizere iki kategoride toplamak

miimkiindiir. Bitki konuk¢u dayanikliligi iki sekilde saglanmaktadir; birinci yontemde
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dominant dayaniklilik genleri (R-genleri: Resistance genes) rol oynarken ikinci yontemde
ise bitki viral enfeksiyonunda kritik neme sahip resesif gen alelleri devreye girmektedir.
Dominant R genlerinin birgogu niikleotit baglayic1 ve l6since zengin tekrarlardan (NB-
LRR) olusan proteinleri kodlamakta ve ayni ailede yer alan diger proteinlerde bakterilere
ve funguslara kars1 dayaniklilik saglamaktadir (42, 43). Ayrica NB-LRR tip R genlerinden
farkli ¢esitli genler de tanimlanmustir (44). Bitkilerde viriislere kars1 dayanikliligi saglayan
ikinci mekanizma ise resesif dayaniklilik olarak bilinmekte ve bu 6zellikten siklikla
faydalanilmaktadir (45). Aslinda gesitli tiirlerde viriislere dayaniklilik ile ilgili alellerin
yarist resesif karakterdedir (46). Resesif dayaniklilik 6zelligi; rastgele mutagenez,
seleksiyon veya caprazlama yontemleriyle ¢esitli tiirlere aktarilabilir (47). Viriislere karsi
hassas olan bitkiler viral enfeksiyon dongiisii i¢in uygun bir ortam sunmak zorundadirlar.
Benzer sekilde viriislerde enfekte ettigi hiicrelerde ¢ogalmak, plazmodesmata yoluyla
hiicreden hiicreye hareket etmek, iletim sistemlerini kullanarak biitiin bitkiyi kolonize
etmek ve diger bitkilerde enfeksiyon dongiisiinii tekrardan baglatmak igin ¢esitli vektorlerle
etkilesim icine girmek zorundadirlar. Oldukca kiigiik genom boyutundan dolay1 viral gen
tirtinlerinin son derece smirli olmasi viriislerin zorunlu olarak enfeksiyon dongiilerini
tamamlamak icin bitkilerin konukgu faktdrlerini kullanmalarini gerektirmektedir. Bitki
konukgu faktorlerinin ve viriislerin etkilesimi sonucu bitkide hassasiyet meydana gelmekte
ve ilgili faktoriin yoklugu ise dayanikliligi saglamaktadir. Bu durum pasif dayaniklilik
olarak nitelendirilmekte, ¢linkii dayaniklili§in saglanmasinda herhangi bir bitki aktivitesine
thtiyac duyulmamaktadir. Genetik agidan konukc¢uda hassasiyeti saglayan faktorler
dominant aleller tarafindan kodlandig: i¢in, dayaniklilik ¢ekinik karakterdeki aleller ile
saglanmaktadir (48). Simdiye kadar yapilan caligmalarda viriislere karsi dayaniklilik
saglayan 200 genin yarisindan fazlasinin kalitiminin g¢ekinik karakterde oldugu, resesif
kalitmin diger bitki patojenlerine kiyasla viriislere kars1 dayaniklilikta daha yaygin bir
fenomen oldugu ve bu o6zelligin kalittmmin monogenik karakterde oldugu belirtilmistir
(48, 49). Tanimlanan resesif dayaniklilik genlerinin biiyilk kisminin ozellikle cesitli
potiviriislere karsi dayaniklilikta etkili oldugu bilinmekte ve bilinen bitki viriislerinin
%30’undan fazlasin1 bu ailede (Potiviriis) yer almaktadir (49). Bitki viriisleri konukgu
translasyon faktorlerini sadece kendi RNA’larinin translasyonunda degil, ayn1 zamanda
enfeksiyon siireglerinin gergeklesmesi icin gereken diger faktorlerin translasyonunda da
kullanirlar. Bu yiizden konukgu faktdrleri ilk zamanlar oncii viral faktorler olarak
tanimlanmistir. Daha sonralar1 Translasyon/replikasyon/taginim ve metabolizma ile ilgili

birgok konukc¢u faktorii tanimlanmis ve karakterize edilmis ve bu faktorler bitki viral
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hastaliklarinin kontrol edilmesinde kullanilmigtir. Resesif dayaniklilik bitki savunma
mekanizmasi i¢in negatif bir diizenleyici olarak ya da viriisiin hayat dongiisii/enfeksiyon
asamalar1 i¢in 6nemli bir faktorii kodlayan gende meydana gelen mutasyonla karakterize
edilmektedir (50). Simdiye kadar yapilan g¢alismalarda okaryotik translasyon baslangi¢
faktorii ve bu faktoriin cesitli izoformlar1 resesif dayaniklilikta kullanilmistir. Hiyar
bitkisinde elF4E geninin susturulmasiyla zucchini yellow mozaik viriis (ZYMV), papaya
ringspot mozaik viriis-W (PRSV-W), ve hiyar vein yellowing viriise (CVYV) karsi tam
dayaniklilik elde edilmistir (51). Ayrica ¢eltikte bulunan yeni bir elFAE allelinin
CRISPR/Cas9 ile hedeflenmesiyle rice tungro spherical viriis (RTSV)’e karsi tam
dayaniklilik kazanilmistir (52). Benzer sekilde CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak manyok
ve Arabidopsiste yapilan ¢aligmalarda eIF (iso) 4E geninin hedeflenmesiyle cassava brown
streak viriis (CBSV) ve turnip mosaic virus carrying GFP  (TuMV-GFP)’e Kkarsi
dayaniklilik elde edilmistir (53, 54). Manyok bitkisi novel cap-binding protein-1(nCBP-1)
ve nCBP-2 gibi alternatif elF4E-benzeri proteinleri kodlamaktadir. Bu genler
CRISPR/SpCas9 sistemi ile hedeflendiginde mutant hatlar cassava brown streak viriisiine
kars1 dayaniklilik gostermistir (53). CRISPR—Cas9n-sitidin baz diizenleyici uygulamalari
da benzer amagla kullanilmaktadir. Bu sistem kullanilarak; Arabidopsis elF4E1 hassaslik
alleli N176K mutasyonu ile hedeflenerek clover yellow vein viriise (CIYVV) karsi
dayanikl bitkiler elde edilmistir (55). Biitiin bu ¢alismalara ragmen, resesif dayaniklilikla

ilgili ¢alismalarin bircogu elF4E ve izoformlari iizerinde yogunlagmistir.

Bitkilerde dayaniklilikla ilgili tanimlanmis bir¢ok R geni bulunsa da bunlarin bir¢ogu
diisiik verim, zayif aroma ya da kiigik meyve boyutu gibi genellikle arzu edilmeyen
karakterlerle ilgili oldugu i¢in hedef gen olarak pek kullanigh degildir. Benzer sekilde viral
enfeksiyonda rol oynayan konuk¢u faktorlerinin bir kismi bitki canliligini da
etkilemektedir. Ornegin gen susturulmas: ile elde edilen Arabidopsis ssi2 hatlarinda
yiiksek miktarlarda bir bitki savunma hormonu olan salisilik asit birikimi goriilmekte ve
hiyar mozaik viriisiine karsi dayaniklilik saglanmakta ancak anormal fenotipler ortaya
cikmaktadir (56). Yapilan bazi ¢alismalar (57-60) sonucu bitki 1slahinda kullanilabilecek
cesitli aday genler belirlenmistir. Belirlenen bu aday genlerden bir¢ogu Geminiviridae
familyas1 (9 cins, 485 tiir) ve Potyviridae familyasina (12 cins, 228 tiir) ait viriisler ile
ilgilidir ki bu iki familya tarimsal iiretime en ¢ok zarar1 veren bitki viriislerinin neredeyse
yarisint olusturmaktadir. Bu konuk¢u faktorleri fonksiyonlarma goére 4 grupta

toplanmaktadir: rgs-Cam gibi bitki savunmasimin negatif diizenleyicileri (1). Bu
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diizenleyiciler RDR6 transkripsiyonunu baskilayarak ve otofaji yoluyla SGS3 proteinini
(61) ya da homeodomain leucine zipper protein 1 (HAT1) ve ilgili genleri (HAT2 ve
HAT3) degrede ederck RNA susturma mekanizmasimi inhibe ederler (62). Viral
replikasyon/translasyon/tasinim ve hayat dongiisiiyle ilgili diger asamalarda yer alan
hassasiyet faktorleri (2): Tobamovirus multiplication 1 (TOM1) ve homologlar viral
replikasyonda rol oynarken (63), eEF1A ve eEF4s potiviriislerin translasyonda gorev
almakta, PCaPl (plasma membrane-associated cationbinding protein-1) ve Sec24a(a
COPII coatomer) proteinleri potiviriislerin tasiniminda rol almaktadir (64). Enfeksiyonda
rol oynayan proteinlerin etkinligini gostermeleri i¢in bu proteinlerin modifikasyonunda rol
alan konukgu faktorleri (3): shaggy-iliskili protein kinaz (SK4-1, NsSAK, vb.) geminiviral
C4 proteinleriyle etkilesime girip onlart fosforile ederek hastalik semptomlarinin
olugsmasina neden olurlar (65). Patates A viriisii coat proteini (CP) hiicresel CK2 tarafindan
fosforilasyona ugratilir ve fosforile CP proteinleri ubikitin ligaz CP-interacting protein ve
HSP90 ile etkilesime girer ki bu durum viral replikasyon ve CP rotein birikimi igin
gereklidir (66). Viriis i¢in avantaj saglayan gesitli hiicresel siireglerde yer alan konukcu
faktorleri (4): fenilpropanoid metabolizma faktorii (kumarat:CoA ligaz 1, 4CL1) ya da
ikincil hiicre duvari sentezinde rol oynayan faktorler (Bearskin2B, BRN2) bu grupta yer
alir. Bu faktorlerin transkripsiyonel olarak susturulmasi geminiviriis enfeksiyonunu

geciktirmektedir (65).

2.7. GENOM DUZENLEME YONTEMLERI

Genom diizenleme, genetik yapida yer alan spesifik bir bolgenin taninarak bu yapida ¢esitli
modifikasyonlara imkan taniyan bir sistemdir. Genetik materyali genomda rastgele
yerlestiren geleneksel transgen teknolojisinden farkli olarak, bu sistemde spesifik bolgeler
hedeflenir ve degisiklikler hedeflenen bu bdlgeler iizerinde gergeklesir. Bunu
gerceklestirmek icin, genom diizenlemede spesifik dizileri taniyan belirli restriksiyon
niikleazlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu niikleazlar sadece genomdaki belirli bir bélgeye
baglanmakla kalmaz, ama ayn1 zamanda molekiiler bir makas gorevi de goriirler. Simdiye
kadar, genom diizenlemede dort farkli niikleaz ailesi kullanilmig ve bu niikleazlarin her biri
farkli zamanlarda gelistirilmistir. Bu niikleazlar;; mega niikleazlar, c¢inko parmak
niikleazlar (ZFN), transcription activator-like effector-based nucleases (TALEN) ve
diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar dizileri (CRISPR) seklinde siralamak

miimkiindiir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Bitki biyoteknolojisinde kullanilan genom diizenleme araglarinin
karsilastirilmasi
Ozellikler ZFN TALEN CRISPR
Calismanin Tasarlanmast  ¢ok | Gorece daha basit, | Kolay ve  hizh
tasarlanmasi ve | zor ve maliyetli ancak her bir hedef | tasarlanabilir.
vektor dizayni icin tekrardan
tasarlanmasi gerekir
Hedef dizi | 18-24 24-59 20-22
uzunlugu
Hedef bolgede | Orta seviyede Diistik Oldukga yiiksek
yanlig eslesme
toleransi
Kesim spesifikligi | Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Hedef tanima | Yiksek Yiiksek Yiiksek
etkinligi
Cok sayida geni | Yok Uygulanabilirligi Ayn1 anda birden
hedefleme yetenegi cok zor fazla gen
hedeflenebilir
Off-target durumu | Nadir off-target | Yiksek  off-target | Orta seviyeli off-
durumu durumu target durumu
Kesim modiilii Fok I niikkleaz | Fok |  niikleaz | Cas9 proteini
domeini domeini
Tanima modiili Cinko parmak | TALEN domeini CrRNA
domeini
Tamir NHEJ ve HR NHEJ ve HR NHEJ ve HR
mekanizmasi
Yavru dollerin | Evet Evet Evet

transgen’den

olma durumu

ari
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Ik olarak, genom diizenleme amaciyla 1980’lerde meganiikleazlar kullanilmaya
baslanmigtir. Daha sonra sirasiyla ZFN ve TALEN sistemleri gelistirilmistir (67-69). Bu
sistemlerden 6zellikle, ZFN ve TALEN sistemleri ¢cok genis sekilde kullanilmis, tarim ve
klinik ¢aligmalarda kullanilmak {izere bazi ticari iriinler bile gelistirilmistir (70). Ancak,
bu sistemler hem pahali, hem kullanimi zor, hem de zaman ve iscilik gerektiren
sistemlerdir. Daha sonra, CRISPR sistemi arastirmacilarin ilgisini ¢ekmeye baglamis ve
yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. Kullannm kolayligi, etkinligi ve diisiik
maliyeti CRISPR sistemini en etkili ve en yaygin kullanilan genom diizenleme
yontemlerinden biri haline getirmistir. Bu ozelikleri sayesinde farkli alanlarda ve farkli

tiirlerde kullanim olanagi bulmustur (71).

Karmagik genomlarda bile tek bir uygulama ile eszamanli olarak farkli gen bolgelerini
hedefleyen mutasyonlar1 olusturabilme kabiliyeti bu sistemin digerlerinden ayiran en

onemli ozelliklerdendir.

Molekiiler seviyede dizilere o6zgili niikleazlar, DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan
diizeltilen cift zincir kiriklar1 olugturulmaktadir. Cift zincir kiriklarina yanit olarak devreye
giren temel tamir mekanizmalari hataya meyilli ug¢ birlestirme (NHEJ/Non-homologous
end joining) ve homolog rekombinasyondur (HR/Homologous recombination) (Sekil 2.2).
NHEJ durumunda ¢ift zincir kiriginin oldugu bolgede rastgele insersiyon ve delesyonlar
(indel) olusmaktadir (72). Tam tersine HR durumunda tamir mekanizmasi hataya ¢ok daha
az meyillidir ve spesifik dizi degisimlerine ve dizi yerlestirmelerine imkan tanimaktadir

(73).

Cift zincir kiriklart NHEJ ya da HR ile tamir edilebilir. NHEJ cogunlukla insersiyon ya da
delesyon ile sonuglanirken, HR ile yapilan tamir genellikle yiiksek giivenirlikte ve

dogrulukta ger¢eklesmektedir (74).
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Sekil 2.2. Cift zincir kiriklarinin DNA tamir mekanizmalarini indiiklemesi

Homolog rekombinasyonun meydana gelme sikliginin NHEJ tamir mekanizmasina gore
cok daha diisiik frekansta meydana gelmesi istenilen dizilerin hedef genoma aktarilmasini
¢ok zor bir hale getirmektedir (75). Bu yiizden somatik hiicrelerde tercihen kullanilan tamir

mekanizmas1 NHEJ dir ve genom diizenlemede en yaygin kullanilan yontemdir (76).
2.7.1. CRISPR/CAS SISTEMI

CRISPR—Cas sistemi, prokaryotlarda viral genoma ait bilgileri depolayarak olasi faj
enfeksiyonunu 6nleyen adaptif bir bagisiklik sistemidir. Sistem, dogrudan tekrarlar olarak
adlandirilan tekrarli niikleotid dizileriyle ¢evrili viral DNA’dan bir kesit icermektedir. Bu
dogrudan tekrarlar Cas proteinleri ad1 verilen proteinleri kodlayan diziler ile ¢evrilidir. Bu
sistem, yeniden programlanmis endoniikleazlar1 hedef gene yonlendirmek igin yapay
olarak diizenlenmistir. CRISPR, DNA/RNA'y1 diziye 6zgii bir sekilde degistiren ve
yeniden programlanabilen bir genom diizenleme teknigidir. CRISPR ile iliskili
endoniikleaz Cas proteinleri, genleri hassas bir sekilde modifiye etmek i¢in c¢esitli
sekillerde kullanilmistir. Bu sistem, tarim alaninda, terapdtik ve bulasici ajanlarda, gida

endiistrilerinde ve biyoenerjide basariyla uygulanmaktadir.
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2.7.1.1. Tarihge

CRISPR tekrarlar ilk olarak 1987'de tesadiifen kesfedilmistir. Escherichia coli'de amino
peptidazin doniistiiriilmesinden sorumlu olan alkalin fosfataz izozimini kodlayan gen
dizisinin belirlenirken, genin downstream yoniinde 6zel bir tekrar dizisi saptanmustir (77).
Daha sonra yapilan ¢aligmalarda, benzer tekrar dizileri farkli E. coli suslarinda ve Shigella

dysenteriae ve Salmonella enterica gibi farkli enterobakterilerde de tespit edilmistir.

Arkeal CRISPR dizileri ilk olarak 1993 yilinda bir halofit arkea olan Haloferax
mediterranei {izerine c¢alisilirken bulunmustur. Bu arastirmacilar tarafindan yapilan
calismada E. coli ile dizi benzerligi gostermese de diizenli araliklarla boliinmiis uzun DNA

dizilerine rastlamislard: (77).

Ancak, bu dizilerin fonksiyonlar1 kesfedildikten 20 yil sonrasina kadar da tam olarak
anlagilmamis, bu siire¢ boyunca bu dizileri isimlendirmek i¢in farkli 6neriler sunulmustur.
Mevcut durumda kullanilan terim (CRISPR) ilk olarak Jansen, Embden (78) tarafindan
Onerilmistir ve bu Oneri bilim camias1 tarafindan hizlica kabul gérmiistiir, ¢iinkii bu
dizilerin karakteristik 06zelliklerini en iyi tanimlayan isimlendirme bu isimlendirme
olmustur. Ayni ¢alismada, CRISPR igeren organizmalarda, birgogu olduk¢a korunmus olan
genlerle baglantili lokuslar tanimlanmistir. Bu genler CRISPR baglantili (cas) genler
olarak tanimlanmis ve ilk dort cas geninin CRISPR lokusuna c¢ok yakin bir bolgede
kiimelendigi goriilmiistiir. Ayn1 donemde, Makarova, Aravind (79) tarafindan bakteriler ve
arkealar lizerine yapilan karsilagtirmali genomik ¢alismalarda da bu genler tespit edilmistir.
Bu arastirmacilar, bu genlerin niikleaz ve helikazlar1 kodladiklart i¢in DNA

metabolizmasinda bir roliiniin olabilecegini diistinmiislerdir.
2.7.1.2. Crispr/Cas9 Sisteminin Parcalar:

CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme sistemi, hedef bolgeye baglanacak olan (1) sentetik
20 niikleotitlik gRNA, (11) PAM dizisinden 3 yada 4 niikleotitlik uzaklikta kesim yapacak
olan Cas9 niiklezin1 gerektirmektedir. Cas9 niikleazi ise, RuvC ve HNH benzeri
domeinden olugmaktadir. Bu domeinlerden her biri karsilikli zincirlere baglanarak cift
zincir kirigr meydana getirmektedir. CRISPR sisteminin dogal hali ve sentetik formlari
arasinda DNA2nm islenmesi agisindan farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin dogal halinde
gRNA ve tracRNA ayr ayr1 bulunurken laboratuvar ortaminda gelistirilen versiyonlarda

bunlar sgRNA olarak olarak tek bir kompleks altinda toplanmuslardir. Ozet olarak,
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CRISPR sisteminin etkinlik gosterebilmesi i¢in, hedefdiziye baglanacak olan sgRNA,
hedef bolgenin 3’ ucunda bulunmasi gereken protospace adjacent motif (PAM) ve
karsilikli zincirlerde kiriklar meydana getirecek olan Cas9 endoniikleazina ihtiyag

duyulmaktadir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme mekanizmasinin sematik gosterimi.

Cas9-sgRNA kompleksi PAM dizisine sahip herhangi bir DNA bdlgesine baglanir (yesil
renkli). Spacer bolgenin hedef DNA bélgesine eslenik olmasi durumunda, Cas9 enzimi
PAM dizisinin 3 baz yukarisindan ¢ift zincir kirig1 olusturur (Kirmizi oklar). Bu ¢ift zincir
kiriginin hataya meyilli olmast durumunda, kirigin meydana geldigi noktada indel
mutasyonlart meydana gelir. Bu mutasyonlarin genin ekzon ya da promotdr bolgesinde

meydana gelmesi sonucu gen susturulmus olur. Ancak, ¢ift zincir kiriklarinin tamiri
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sirasinda bir sablonun olmasi ile homoloji yonelimli tamir (HDR) devreye girer ve bu

durum herhangi bir genin genoma entegre edilmesini miimkiin kilar (Kesikli ¢izgiler) (80)

Rehber RNA, Cas9’un, olas1 bir¢ok lokus icerisinden spesifik bir genomik yeri kesmesini
saglar. Cas9 endoniikleazinin hedef genomik lokusa baglanmasina, hem hedef diziyi igeren
rechber RNA (gRNA) hem de hedef sekansin bitisigindeki DNA motifi (PAM) olarak
bilinen 3 bazli bir dizi aracilik eder. Cift zincirli DNA’nin Cas9 tarafindan kesilmesi i¢in,
rehber RNA ile hedeflenen dizinin hemen 3 ucunun PAM sekansini i¢cermesi gerekir. Hem
PAM dizisi hem de rehber RNA (gRNA) olmadiginda, Cas9 hedef diziye baglanamayacak
ve de kesemeyecektir. Farkli organizmalardan elde edilen Cas9 enziminin homologlar1 ya
da ¢esitli lablarda gelistirilen mutant Cas9’lar farklit PAM dizilerine sahiptir. Farkli PAM
dizileri, arastirmacilarin farkli genomik lokuslar1 hedefleyebilmesini saglar. Cas9 ve
varyantlarinin 2 endoniikleaz domaini vardir: N ucu RuvC benzeri niikleaz domaini ve
protein merkezine yakin HNH benzeri niikleaz domaini, PAM interacting domain (PI).
Cas9’un hedefe baglanmasi ile hedeflenen DNA zincirinin karsilikli kesebilmesi i¢in bu 2
nikkleaz domaininin gerekli pozisyona getirilmesi gerekir. Bu yiizden, Cas9
konfirmasyonel degisiklige ugrar. HNH sgRNA’ya eslenik olan zinciri keserken, RuvC
diger zinciri keser. Boylece, Cas9 araciligi ile olusan DNA hasarinin nihai sonucunda,

hedef DNA iizerindeki PAM dizisinin yaklasik 3-4 baz yukarisinda ¢ift zincir kirig1 olusur.
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Cizelge 2.2. Genom diizenlemede kullanilan dogal ya da genetik acidan modifiye edilmis
Cas enzimleri

Isim Kaynak CR(I:?S)R/ PAM* Lokasyon Referans

SpCas9 Streptococcus Tip Il NGG 3’ (81, 82)
pyogenes

SaCas9 Streptococcus aureus | Tip |l NNGRRT 3 (83)

FnCas9 Francisella novicida | Tip Il NGG 3’ (84)

NmCas9 Neisseria Tip 1l NNNNGATT | 3’ (85)
meningitidis

CjCas9 Campylobacter Tip 1l NNNNRYAC | 3’ (86)
jejuni

St1Cas9 Streptococcus Tip Il NNAGAAW 3 (87, 88)
thermophilus

St1Cas9 Streptococcus Tip Il NGGNG 3’ (87, 88)
thermophilus

AsCasl2a | Acidaminococcus sp. | Tip Il TTTV 5’ (89)

LbCasl2a | Lachnospiraceae Tip Il TTTV 5 (89)
bacterium

FnCasl2a | Francisella novicida | Tip Il TTTNyada 5! (89, 90)

YTN

LsCas13# | Leptotrichia shahii Tip VI (91)

Cas14& Archaea (92)

FnCas9 Modifiye FnCas9 Tip Il YG 3 (84)

variant

Modified | Modifiye SpCas9 Tip 1l NGA ya da 3’ (93)

NAG

eSpCas9 | Modifiye SpCas9 Tip Il NGG 3’ (94)

SpCas9- | Modifiye SpCas9 Tip Il NG 3’ (95)

NG

xCas9 Modifiye SpCas9 Tip Il NG 3 (96)

Sniper- Modifiye SpCas9 Tip Il NGG 3 (97)

Cas9

evoCas9 Mutant SpCas9 Tip Il NGG 3’ (98)
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Cizelge 2.2. (Devami)

HypaCas9 | Mutant SpCas9-HF Tip Il NGG 3’ (99)
Cas9- Modifiye SpCas9 Tip 1l NRNH 3’ (100)
NRNH

SpG Modifiye SpCas9 Tip Il NGN 3’ (101)
SpRY Modifiye SpCas9 Tip Il NRNor NYN | 3’ (101)

* N herhangi bir niikleotittir. R, A veya G'dir. H, A, C veya T'dir. Y, C veya T'dir. W, A
veya T'dir. # Cas13, DNA yerine RNA dizilerini hedefler; $ Cas14, PAM dizisine ihtiyag
duymaz ve dsDNA'lar yerine ssDNA'lar1 hedefler

Farkli tiirlerden elde edilen, ancak birbirleriyle biiyiik benzerlik gosteren farkli Cas
enzimleri farklt PAM dizilerini tanirlar ve bu durum Cas ve PI etkilesimi igin 6zgiinliik
gosterir (Cizelge 2.2.). Ornegin en yaygin kullanilan spCas9 sadece NGG dizisini tanirken
(81), S. thermophilus bakterisinden elde edilen Cas9 enzimi NNAGAAW dizisini
tanimaktadir (87). Ayrica, farkli Cas sistemleri hedef bolgenin farkli yonlerinde yer alan
PAM dizilerine de ihtiya¢ duyarlar. Cas enzimlerinin bir¢ogu, 3" yoniinde yer alan PAM
dizisine ihtiya¢ duyarken, Cas12 gibi enzimler hedef DNA’nin 5’ ucunda yer alan PAM
dizisine ihtiyag¢ duyar.

PAM gereksinimi genom diizenleme i¢in ulagilabilir DNA dizilerini sinirlandirmaktadir.
Arastirmacilar, miimkiin oldugu kadar fazla DNA dizisini ulasilabilir yapmak icin PAM
dizilerini artirmaya yonelik ¢alismalar yiiriitmektedir. Bu anlamda yapilan caligmalar iki
kategoride toplamak miimkiindiir: (1) farkli PAM gereksinimlerine sahip yeni kaynaklar
bulmak, bu strateji 6zellikle farkli organizmalardan yeni Cas proteinleri bulma temeline
dayanir ve Cas ailesinin genisletilmesine biiyiik katki sunar. (2) Mevcut PAM dizileri

tizerinde modifikasyonlar yaparak PAM dizilerini daha ulasilabilir hale getirmektir.

CRISPR sisteminin bir diger parcast da niikleer lokalizasyon sinyalidir (NLS). Cas
proteinlerinin niikleusa aktarilmasi biiyiik 6l¢iide proteinlerin N ve/veya C ucunda bulunan
bu sinyale baglhidir. 5/3" uglarinda bulunan NLS, Cas proteininin niikleusta diizenli bir
sekilde fonksiyon gostermesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Simdiye kadar bitkilerde yapilan
calismalarda, simian vacuolating viriis 40 (SV40) ve niikleoplazmin gibi gesitli NLS’ler

kullanilmistir (102).
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2.7.1.3. CRISPR/Cas Sisteminin Siniflandirilmasi

CRISPR/Cas sistemleri ¢ok genis bir ailedir. Yapilan son ¢alismalar bu sistemleri sekans
benzerlikleri ve filogenetik analizlere dayali olarak iki simf, 6 tip ve 33 alt tipe

ayirmaktadir (103) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Smif 1 ve 2 CRISPR/Cas sistemleri; CRISPR/Cas lokuslarina, efektor
proteinlerin domain yapilarina ve farkli PAM/PFS dizisine sahip tahmini hedef niikleik
asitlere gore siniflandirilmasi (104)

Yeni Cas proteinleri tanimlandik¢ca smiflandirma daha da genisleyecektir. Ik grup
CRISPR sistemlerinde hedef DNA’nin kesilmesi i¢in bir¢ok protein bir arada ¢alisir. ikinci
grupta ise biitiin islemler tek bir protein tarafindan gerceklestirilir. Ilk grup sistemleri
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olusturmak ve transformasyonunu saglamak daha zordur. Bu yiizden hali hazirda ikinci

siif CRISPR sistemleri kullanilmaktadir.

2.7.1.4. CRISPR/Cas9 Vektoriiniin Aktarim Yontemleri

CRISPR/Cas sistemlerinin bitkilere aktarimi ve genetik agidan modifiye bitkilerin eldesi
genom diizenlemenin en Oonemli basamaklarindandir. DNA, RNA ve riboniikleoprotein
(RNP) gibi CRISPR aracil1 diizenleme araclari, bitki hiicrelerine protoplast transfeksiyonu,
Agrobakterium aracili tranfer DNA (T-DNA) trasformasyonu ve partikiil bombardimani
seklinde aktarilmaktadir. Polietilen glikol (PEG) aracili aktarim daha ¢ok gecici ifade
calismalarinda  kullanilmakta, partikiii bombardimant ve Agrobakterium aracili
transformasyon ise genetik agidan modifiye edilmis bitkilerin elde edilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (105).

PEG (Polietilen glikol) aracili transformasyon, PEG varliginda gergeklestirilen bir
yontemdir. Bu yontem; musir, soya fasulyesi, A. thaliana, bugday, celtik ve tiitiin
protoplastlarina basartyla uygulanmistir. Bu yontemde, Cas9 ve sgRNA igeren vektorler
PEG varliginda protoplastlar ile birlikte inkiibe edilir. CRISPR kasetlerinin PEG aracili
aktarimi, ilk olarak musir bitkisinde gergeklestirilmis, bu sistemde gRNA icin U3
promotorii ve Cas9 i¢in CaMV35S promotorii kullanilmistir (106). Bu sistemde, plazmit
DNA’st su icinde c¢oziinlir bir steril hale getirmek i¢in filtrelenir ve protoplast
siispansiyonu ile karistirilir. Birka¢ dakika sonra gerekli miktarda PEG karisima yavasga
eklenir. Daha sonra, protoplastlar uygun rejenerasyon ortamlaria alinir (107). PEG aracili
aktarim yonteminin en 6nemli avantaji, bu yontemle elde edilen bitkiler vektor igermedigi
ya da DNA’dan ari olduklar i¢in yani transgen icermedikleri i¢cin daha kabul edilebilir
olmas1 ve etik acidan daha az endiseye neden olmalaridir. Bu yontemin en biiyiik
dezavantaji ise; protoplast izolasyonunun zor olmasi ve siispansiyon hiicrelerin
hazirlanmasindaki zorluklardir. Diger bir sorun da; bazi inat¢i bitkilerin rejenerasyonunda

karsilasilan zorluklardir (108).

Aktarim yontemlerinden bir digeri de partikiil bombardimanidir. Bu yéntem gen tabancasi
ya da biyolistik tabanca olarak da bilinmektedir. Bu sistemde, Cas9/gRNA kompleksini
tasimak i¢in genellikle altin, glimiis ya da tungstenden yapilmis partikiiller kullanilir.
CRISPR/Cas9 kompleksi, yiiksek basing uygulanarak katlanmis partikiillerle aktarilir. Bu

metot, helyum basinci, partikiil boyutu, hedef mesafe ve kullanilacak eksplant gibi ¢esitli
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optimize edilmis kosullar gerektirmektedir. Transforme bitkiler, rejenerasyon ortaminda
uygun basing kullanilarak rejenere edilir. Bu sistem kullanilarak, Cas9/gRNA kompleksi
misir (109) ve patates (110) bitkilerine basarili bir sekilde aktarilmis ve bu bitkiler
basariyla rejenere edilmistir. CRISPR/Cas9 binary vektor gerekliliginin olmasi bu sistemin
en giiclii yoniinli olusturmaktadir. Diger taraftan, genomda herhangi bir bolgeye entegre
olmasi, maliyetinin nispeten yiiksek olmasi ve partikiil bombardiman bdlgelerinin kontrol

edilememesi sistemin en 6nemli dezavantajlaridir (108).

CRISPR/Cas9 aktariminda en yaygin kullanilan yontemlerden biri de Agrobacterium
aracili aktarim yontemidir. Ilk dnce, Cas9 ve gRNA ifade kasetlerini igeren vektdrler
Agrobacterium suslarina transforme edilir. Daha sonra, CRISPR kasetlerinin, bitkilerin
kallus ve yaprak diski gibi eksplantlara Agrobacterium aracili genetik transformasyonu
gerceklestirilir. Agrobacterium aracili aktarimda transformasyon etkinligi ve diizenleme
etkinligi partikiil bombardimanina gore daha yiiksektir. Diisiik rejenerasyon ve
transformasyon etkinligine sahip monokot bitkilerde de Agrobacterium aracili aktarim
yontemi kullanilmaktadir. Monokot ve dikot bitkilerde kullanilmak iizere tasarlanmis ve
yiiksek diizenleme etkinligine sahip CRISPR/Cas9 vektorleri dizayn edilmistir (111). Bu
yontemin en gii¢lii yonii, transformasyon etkinliginin diger bilinen aktarim yontemlerine
gore daha yiiksek olmasi, maliyetinin diisiikk olmasi, gerekli malzemelerin kolay ulasilabilir

olmas1 ve genis uygulama alanina sahip olmasidir. En 6nemli dezavantaji ise binary vektor

kullanimidir (108).
2.7.1.5. gRNA ve ifade Kasetlerinin Tasariminda Kullanilan Biyoinformatik Araclar

gRNA dizisindeki bir niikleotitlik farklilik, hedef dis1 mutasyona neden olacagi i¢in, gRNA
tasarimi biliylik Oonem tasimaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalarda kullanilan
gRNA’lar kullanilarak gRNA dizayni i¢in gerekli olan bazi kriterler gelistirilmistir (112).
Hayvanlardakinden farkli olarak, bitkilere yonelik dizayn edilen gRNA i¢indeki GC oranm
etkinligi ve fonksiyonelligi etkilememekte ve %30-80 arast GC oranina sahip gRNA’lar
basarili bir sekilde etkinlik gostermektedir. gRNA’lar genellikle 20-23 bazlik hedef dizi
icermektedir (113). Ayrica, gRNA’nin kendisi de hedef tanimlamadan kag¢inmak igin
kendisiyle 6 bazdan fazla eslenik olmamalidir (112). gRNA dizayninda dikkat edilmesi
gereken bir diger hususta gRNA’larin ikincil yapilaridir. gRNA’lar dort tane sap ilmege
sahiptir: Sap ilmek RAR (Tekrar ve ters-tekrar bdlgeler), 1,2 ve 3. Ikincil yap: analizleri,
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Sap ilmek 1’in Cas9-gRNA-DNA kompleksinin fonksiyonu igin gerekli olmadigini

gostermistir. Diger taraftan RAR, sap ilmek 1 ve 2 bu kompleksin diizenli bir sekilde

calismasi igin gereklidir (112).

Cizelge 2.3. gRNA dizayninda kullanilan biyoinformatik araglar

Program
(Alfabetik

sira)

Benchling
Breaking Cas
CCTop
CGAT
CHOPCHOP

CLD
CRISPOR

CRISPR
direct
CRISPR-GEd
CRISPR
GRNA Design
Tool

CRISPR
MultiTargeter
CRISPR-P
CRISPR-Local
CRISPR-
PLANT
CRISPR
Primer
Designer
CRISPR
RGEN Tools
CRISTA
CT-Finder
CRISPR-DT
CRISPR-RT
DESKGEN
Dharmacon
CRISPR
Design Tool
E-CRISP
GT-Scan
PhytoCRISP-
Ex

Synthego
CRISPR
Design Tool
WheatCrispr

URL

https://benchling.com/
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/
http://crispr.cos.uni-heidelberg.de
http://cbc.gdcb.iastate.edu/cgat/
http://chopchop.cbu.uib.no

https://github.com/boutroslab/cld
http://crispor.tefor.net

http://crispr.dbcls.jp

http://skl.scau.edu.cn
https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input?multipleContacts=fal
se

http://www.multicrispr.net

http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/
http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR-Local/
https://www.genome.arizona.edu/crispr/

http://plantsignal.cn/CRISPR/crispr_primer_designer.html

http://www.rgenome.net

http://crista.tau.ac.il

http://bioinfolab.miamioh.edu/ct-finder/
http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-DT/
http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-RT/
https://www.deskgen.com/landing/cloud
https://dharmacon.horizondiscovery.com/gene-editing/crispr-cas9/
crispr-design-tool/

http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
https://gt-scan.csiro.au
http://www.phytocrispex.biologie.ens.fr/CRISP-Ex/
https://design.synthego.com/#/

https://crispr.bioinfo.nrc.ca/WheatCrispr/
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Referans

(114)
(115)
(116)
(117,
118)

(119)
(120,
121)

(122)

(123)

(124)
(124-127)
(123,
128)
(129)
(130-135)
(136)
(133,
137, 138)

(139)

(140)
(141)
(142)


https://benchling.com/
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/
http://crispr.cos.uni-heidelberg.de/
http://cbc.gdcb.iastate.edu/cgat/
http://chopchop.cbu.uib.no/
https://github.com/boutroslab/cld
http://crispor.tefor.net/
http://crispr.dbcls.jp/
http://skl.scau.edu.cn/
https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input?multipleContacts=false
https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input?multipleContacts=false
http://www.multicrispr.net/
http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/
http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR-Local/
https://www.genome.arizona.edu/crispr/
http://plantsignal.cn/CRISPR/crispr_primer_designer.html
http://www.rgenome.net/
http://crista.tau.ac.il/
http://bioinfolab.miamioh.edu/ct-finder/
http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-DT/
http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-RT/
https://www.deskgen.com/landing/cloud
https://dharmacon.horizondiscovery.com/gene-editing/crispr-cas9/crispr-design-tool/
https://dharmacon.horizondiscovery.com/gene-editing/crispr-cas9/crispr-design-tool/
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
https://gt-scan.csiro.au/
http://www.phytocrispex.biologie.ens.fr/CRISP-Ex/
https://design.synthego.com/#/
https://crispr.bioinfo.nrc.ca/WheatCrispr/

gRNA’lar manuel ya da biyoinformatik araglar kullanilarak tasarlanabilir. Simdiye kadar,
potansiyel hedef dis1 baglanmalar1 belirlemek, restriksiyon enzimlerinin kesim yerlerini
belirlemek ve gRNA tasarimi igin bir¢ok program gelistirilmistir (Cizelge 2.3.). Ancak,
PAM dizisindeki farkliliktan dolayr bu konularda daha fazla gelismeye ihtiyag
duyulmaktadir (gRNA’larin 5’ ve hedef bolgenin PAM dizisi arasindaki etkilesim,

diizenleme etkinliginde 6nemli farkliliklara neden olmaktadir) (108).
2.7.1.6. Hedeflenen Bolgelerde Mutasyon Tespiti

CRISPR/Cas9 aracili mutant genotiplerin dogrulanmasi ve sonuglarin analiz edilmesi igin,
ilk 6nce genomda meydana gelmesi beklenen mutasyonlarin tespit edilmesi gerekmektedir.
Bu islem farkli yontemler kullamlarak gergeklestirilebilir. Ornegin; hedeflenen bélge
restriksiyon kesim bolgesi iceriyorsa, hedef bdlgedeki mutasyonlar kesim bolgesini
parcalayacaktir ve bu durum restriksiyon enzimleriyle dogrulanabilir (143). Benzer
sekilde, GFP, YFP, RFP ya da beta glukuronidaz gibi hedef bolgede bulunan raportor

genler mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilabilir (144).

Mutant veya yabani tip hatlarin PCR {iriinlerinin erime egrileri arasindaki farkliliklar;
yiikksek ¢Oziiniirliklii erime teknolojisi (HRMT) kullanilarak mutasyon tespitinde
kullanilabilir. Bu yontem mutasyon tespitinde etkili bir yontem olarak kullanilsa da, DNA
dizisinde meydana gelen degisikligi karakterize edemedigi i¢in, bu yontemin kullanimi

siirlidir ve mutasyonlar hakkinda sadece bir 6n bilgi verir (145).

Mutasyon tespitinde kullanilan en etkili yontem DNA dizilemedir. Yeni nesil dizileme
teknolojileri (NGS) tek niikleotitlik mutasyonlarin tespitinde oldukga tutarli ve basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (146). Sanger dizileme yontemi, basit ya da kimerik mutasyonlari
basariyla tespit edebilse de; NGS’ler gibi derin dizileme yontemleri, nadir, ¢coklu ya da
daha karmasik mutasyonlar1 genom seviyesinde tespit edebilmekte ve rutin bir sekilde

kullanilmaktadir (147).
2.7.1.7. Bitki Biyoteknolojisinde CRISPR/Cas9 Uygulamalari

CRISPR/Cas 9 aracili gen diizenleme yontemi, Cas enzimine ve ¢ift zincir kirik tamir
mekanizmasina bagli olarak birgok farkli alanda kullanilabilmektedir. Gen susturma
CRISPR/Cas9 sistemlerinin en yaygin uygulamasidir. Bu sistem bir¢ok bitki tiiriinde farkli

gen gruplarinin  susturulmasinda basariyla kullanmilmistir.  En  yaygin  kullanilan

24



CRISPR/Cas9 ve diger CRISPR sistemleri ¢ift zincirli DNA’y1 keser ve genellikle ¢ift
zincir kirigi meydana getirirler. Birgok durumda ¢ift zincir kirigi NHE] ile tamir edilir. Bu
tamir sisteminin hataya meyilli olmasi, ilgili gende insersiyon ya da delesyon gibi nokta
mutasyonlart meydana gelir. Bu mutasyonlarin ekzon gibi kodlama yapan bdlgelerde
meydana gelmesi ilgili genin fonksiyonunu kaybetmesine ya da susturulmasina neden olur.
T-DNA mutagenezisi ile kiyaslandiginda, CRISPR aracili gen susturmanin bir¢ok avantaji
bulunmaktadir. En 6nemli avantaji, gen diizenlemenin ¢ok spesifik olmasidir. Bu sistemde
herhangi bir gen herhangi bir yan etki olmaksizin hedeflenebilir. Bu yiizden, CRISPR
sistemi bir geni hizli ve dogru bir sekilde amaca uygun olarak susturabilir. Bu durum
ozellikle gen fonksiyonuna yonelik ¢alismalarda ya da olumsuz bir 6zelligi kontrol eden

genlerin fonksiyonunun ortadan kaldirilmasinda oldukca kullanighdir.

CRISPR sisteminin ¢ok yonlii kullanilabilmesi ve diger yontemlerle kiyaslandiginda iistiin
ozelliklere sahip olmasi, hem sanayiden hem de bilimsel kuruluslardan arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmis ve bu sistem kullanilarak istenilen 6zelliklere sahip {iriinlerin
gelistirilmesine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Kisa siirede CRISPR sistemi
kullanilarak bir¢ok bitki tiiriinde caligsmalar yapilmis ve bu sistem c¢eltik, pamuk ve bugday
gibi baslica tiirler i¢in optimize edilmistir (148). Bu ¢alismalar sayesinde, CRISPR sistemi
cesitli biyotik ve abiyotik faktorlere karsi dayanikli bitki gelistirme, verim ve kalitenin

artirllmasina yonelik calismalarda rutin olarak kullanilmaktadir.

Stres, tarimsal {iriinlerin verimliligini 6nemli Ol¢lide azaltir. Bitkilerdeki stres iki
kategoriye ayrilabilir: abiyotik stres; kuraklik, su baskini, asir1 sicakliklar, tuzluluk, agir
metaller, radyasyon vb. farkli faktorlerden kaynaklanirken, biyotik stres; viriisler,
bakteriler, mantarlar, otoburlar ve gesitli patojenlerin saldirilarini igerir. Celtik, domates,
hiyar ve greyfurt gibi tiirlerde cesitli stres faktorlerine karsi dayanikliligin saglanmasi i¢in
mutant hatlar olusturulmustur (149). Bu hatlar TALEN ve ZFN gibi sistemler kullanilarak
olusturulmustur. Ancak, daha once de belirtildigi gibi bu sistemlerin 6nemli sinirlamalari
bulunmaktadir. CRISPR sisteminin bitkilerde kullanimina yonelik ilk calismalar celtik,
bugday, tiitin ve model bitki A. thaliana’da yiritilmistiir (105). Bugday ve celtik
bitkilerinde, bu tiir i¢in optimize edilmis CRISPR sistemi kullanilarak ilk mutant bitkiler
elde edilmis ve CRISPR sisteminin bitkilerde kullaniminin kolay oldugu bu ¢alismalarla
anlasilmistir (150). Cas12a’nin Cas9 ‘a gore daha kisa gRNA gerektirmesi, hedef bolgede

daha biiyiik mutasyonlar meydana getirmesi ve NHEJ aracili DNA insersiyonuna yardimci
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olmasi gibi ¢esitli avantajlart bulunmaktadir. Yine Casl2a kullanilarak bitkilerde cesitli

genetik modifikasyonlar yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (151).

Kodlamayan RNA'lar da dahil olmak iizere bircok yapisal ve diizenleyici gen, bitkilerin
farkli cevresel streslere karsi tepkisinde rol oynar (152). Tim bu genler, geleneksel
transgenik teknolojiyi ve su anda gelismis genom diizenleme araglarini kullanarak abiyotik
streslere karsi bitki toleransini gelistirmede potansiyel aday genler olabilirler. Bununla
birlikte, biyotik strese dayanikli bitki eldesine yonelik CRISPR c¢alismalariyla
kiyaslandiginda, abiyotik strese yonelik ¢alismalarda daha az asama kaydedilmistir. Bu
durum temelde herhangi bir abiyotik stres durumuyla iliskilendirebilecegimiz binlerce
genin varligindan ve bu siire¢te dominant rol oynayan tek bir genin olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, bitkilerin etilen yanitlarinda
negatif diizenleyici olarak gorev yapan AGRO8 geni CRISPR yontemiyle modifiye
edilerek, misirin kurakliga karsi dayanikliligi artirilmistir (153). Domateste, SIAGAMOUS-
Like 6 (SIAGL6) geninin CRISPR yontemiyle susturulmasi sonucu, yiiksek sicaklik
kosullarinda bile daha iyi biiylime performansi gosteren bitkiler elde edilmistir (153). A.
thaliana’da yapilan bir calismada, dpad-sod7-aitr256 geni CRISPR/Cas tarafindan
diizenlenmis ve elde edilen hatlarin kuraklik dayaniminin arttigi bildirilmistir (154).
Domates ARF4 geninin susuturulmasi ya da ifadesinin azaltilmasi i¢in yapilan ¢aligsmalar
sonucunda elde edilen bitkilerin ozmotik ve tuzluluk stresine karsi dayanikliliginin arttig
bildirilmistir (155). Celtikte; G protein genleri gs3 ve depl'in CRISPR/Cas aracili genetik
modifikasyonu, tuzluluk stresi ve gesitli abiyotik streslere karsi toleransi arttirmistir (156).
Benzer sekilde; Ppa6 geninin susturulmasi alkali stresine karsi ¢eltik toleransini arttirmigtir

(157).

Zararli ve patojenlerin neden oldugu hastalik ve zararlar birgok bitki tiirli i¢cin dnemli bir
sorun teskil etmektedir. Biyotik faktorler sadece bitki biiylime ve gelismesini degil ayni
zamanda iiriin verimi ve kalitesini de olumsuz yonde etkilemekte, bazen bu durum biitiin
iriiniin kaybedilmesiyle sonuglanmaktadir. Bitkilerin ¢esitli hastaliklara karsi vermis
olduklar1 tepkiler olduk¢a karmasik bir mekanizmanin sonucudur. Bu mekanizmalar
genellikle birgok genin etkilesimini gerektirmektedir. Transgen teknolojisi kullanilarak
hastaliklara kars1 dayanikliliktan sorumlu oldugu diisiiniilen bir¢ok genin ifadesi artirilmas,
ancak dayaniklilik mekanizmalar1 genellikle bir¢ok genin etkilesimini gerektirdiginden bu

diizenlemeler yetersiz kalmistir. Ancak, arzu edilmeyen fonksiyonlardan sorumlu genlerin

susturulmasina yonelik diizenlemeler genellikle daha etkili sonuglar vermektedir. CRISPR
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sistemi bir gen diizenleme yoOntemi oldugu icin, virlis, fungus ve bakteri gibi cesitli
patojenlere karst dayaniklt mutant hatlar elde etmede etkili bir sekilde kullanilmaktadir

(Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Cesitli patojenlere karsi yapilan CRSIPR tabanli dayaniklilik ¢aligmalari.

. Tarnsformasyon
Tiir Hedef Gen | Patojen Sonuglar metodu Referans

Karpuz Clpsk1 Fungus | Fusarium Agrobacterium (162)
oxysporum f.sp.
niveum’e dayaniklilik

Arabidopsis | elF(is0)4E | potiviriis | Turnip mosaic Dip daldirma (54)
virus (TuMV) ’e
dayaniklilik

Celtik Os8n3 Bakteri | Xanthomonas Agrobacterium (163)
oryzae pv. oryzae (Xo0)’e
dayaniklilik

Celtik OsERF922 | Fungus | Magnaporthe oryzae’e Agrobacterium (164)
dayaniklilik

Domates SIJAZ2 Bakteri | Pseudomonas Agrobacterium (165)
syringae pv. tomato (Pto)
DC3000’e dayaniklilik

Sitrus CsLOB1 Bakteri | Xanthomonas citri subsp. | Agrobacterium (145)

citri (Xcc)’e dayaniklilik

Portakal CsWRKY22 | Bakteri | Xanthomonas citri subsp. | Agrobacterium (166)
citri (Xcc)

Hiyar eifde Viriis Cucumber vein yellowing | Agrobacterium (51)
virus, Zucchini yellow
mosaic virus and Papaya
ring spot mosaic
virus-W’e dayaniklilik

Pamuk 14-3-3 Fungus | Verticillium dahliae’e Agrobacterium (167)
dayaniklilik
Bugday mlo Fungus | powdery mildew’e Gen tabancasi ve | (160)
dayaniklilik protoplast
kiiltiirt
Domates SiMlo Fungus | powdery mildew’e Agrobacterium (161)
dayaniklilik
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Kiilleme hastalig1 bircok bitki tiiriinde Onemli zararlanmaya neden olan ve fungal
patojenlerin neden oldugu bir hastaliktir (158). Yapilan ¢alismalar MILDEW-
RESISTANCE LOCUS (MLO) genlerinin bu hastalikta negatif diizenleyici olarak gérev
aldigin1 ve bu genlerin baskilanmasinin arpada hastalig1 6nledigini ortaya koymustur (159).
CRISPR sisteminin bitkilere uyarlanmasindan hemen sonra, bu sistem kullanilarak
hekzaploid bugdayda MLO genleri agisindan mutant hatlar elde edilmis ve bu hatlarin
kiillemeye kars1 dayanikli olduklar: belirtilmistir (160). Bu ¢alisma bitkilerde patojenlere
kars1 dayanikliligin saglanmasina yonelik ilk CRISPR aracili calismadir. O zamandan beri,
bircok bitki tiirinde ve birgok arastirmaci tarafindan bu sistem kullanilarak g¢esitli
calismalar yapilmis. Mlo genleri domateste de mutant hale getirilmis ve benzer sonuglar bu
tiir i¢in de elde edilmistir (161).

Fusarium solgunlugu, Fusarium oxysporum f. sp. niveum'un (FON) neden oldugu karpuz
da dahil olmak iizere bircok bitki tiiriinde goriilen en yaygin fungal kaynakli hastaliklardan
biridir. FON, karpuzda %30-80'e kadar ve hatta daha fazla verim kaybina neden olabilir
(168). Bununla birlikte, bilinen gen kaynaklari arasinda geleneksel i1slah metotlariyla
dayanikli cesit eldesinde kullanilabilecek bir ¢esit bulunmamaktadir (162). Zhang, Liu
(162) bitki bagisikligini diizenleyen bir disiilfatli pentapeptit bitki hormonu olan
fitostilfokin (PSK) onciisiinii kodlayan Clpskl genini susturmak i¢in CRISPR/Cas9
sistemini basariyla kullanmiglardir. Calisma sonucunda, bu genin susturulmasinin
Fusarium solgunluguna karsi 6nemli dl¢lide dayaniklilik sagladigi belirtilmistir. (162).
Wang, Wang (164), geltikte, CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak bir ERF transkripsiyon
faktorii olan OsERF922'yi susturmuslardir. Calisma sonucunda, test edilen tiim mutant
celtik bitkilerinin, hem fide hem de kardeslenme asamalarinda yanikliga karsi direncin
Oonemli Olclide arttigi belirtilmistir. Benzer sekilde, pamukta 14-3-3 genlerinin
CRISPR/Cas9 aracili susturulmasi, Verticillium solgunlugu agisindan hem hastalikli bitki
sayisinda hem de hastalik hizinda diisiise yol agmis. Ayrica enfekte yapraklardaki fungal
biyokiitle miktarinda %80 azalma gorilmiistiir (167).

Birgok bakteri farkli bitki tiirlerinde hastalik yapabilmektedir. Ornegin, Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Xoo) celtikte onemli zararlar meydana getiren bakterilerden biridir.
Xoo, enfeksiyon siirecinde spesifik bir transcription activator-like (TAL) sinifina ihtiyag
duyar. Aslinda TAL faktorlerine, bitkileri enfekte etmek gereken belirli hastalik hassasiyet
genlerine baglanmak igin ihtiyag duyulmaktadir. OsSweetll geni TAL faktorlerinin

baglandig1 ve bu sayede konakg1 bitkiyi enfeksiyon icin hassas duruma getiren genlerden
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biridir (169). Kim, Moon (163) yapilan ¢alismada OsSweet11 geni susturularak, bitkiler bu
bakteriye kars1 dayanikli hale getirilmistir. Benzer sekilde, citrusta CsSLOB1 hassasiyet geni
susturularak, bitkilerin  Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)’e karsi dayanikli olmasi

saglanmistir (145).

CRISPR/Cas teknolojisi, viriislere karsi yiiksek direngli bitkilerin gelistirilmesinde de
kullanilmaktadir. Bitki virtisleri, dogal ortamda her yerde bulunur ve siklikla bitkileri
enfekte eder ve bitki biiyiimesi ve geligsmesi {izerinde 6nemli etkilere neden olur. Pyott,
Sheehan (54) CRISPR/Cas9 teknolojisini kullanarak model bitki Arabidopsis'te elF(iso)4E
genini basarili bir sekilde susturmuslardir. Elde edilen sonuglar, elF(is0)4E mutant
hatlarin, biyokiitle ve ¢igeklenme zamani dahil olmak iizere diger 6zellikleri etkilemeden
tarlada yetistirilen sebze mahsullerinde 6nemli bir patojen olan salgam mozaik virlisiiniin

(TuMV) enfeksiyonuna kars1 direngli oldugunu gostermistir (54).

CRISPR sistemi bitkilerin strese dayaniminin artirtlmasinin yani sira, lirlin veriminin ve
kalitesinin artirilmas1 gibi konularda da sik sik kullanilmaktadir. Ozellikle verim ve kalite
parametrelerinin iyilestirilmesine yonelik calismalar hem klasik 1slahgilar hem de
geleneksel transgenik teknolojisi i¢in uzun vadeli bir amac¢ olmustur. Ancak, cogu
durumda bu ozelliklerin genellikle poligenik karakterde olmasi, bu konularda biiyiik
ilerlemeler kaydetmenin oniinde bir engel teskil etmistir. Birgok ¢alisma; verime etki eden
tek bir dominant genin var olmadigini gosterse de, bu konuda negatif diizenleyici olan
bircok gen tanimlanmistir. Eger bu genler direkt olarak engellenir ve hatta ortadan
kaldirilabilirse, bu durum verime katki sunacaktir. CRISPR sistemi verimde negatif
diizenleyici olarak rol oynayan genlerin susturulmasinda kullanilabilecek mitkemmel bir
aragtir. Li, Li (170) tarafindan celtikte yapilan bir ¢alismada, gnla, depl veya gs3
genlerinin susturulmasi; daha biiyiikk tane boyutu, tane agirligi ve tane yogunlugu gibi
verimle ilgili belirli parametrelerde belirgin artislara yol agmistir. Yine geltikte yapilan bir
bagka ¢alismada; gw2, gw5 ve tgw 6, negatif diizenleyicileri CRISPR/Cas9 teknolojisi
kullanilarak susturulmustur. Calisma sonunda, mutant hatlarin daha biiyiik tane agirligi ve

boyutuna sahip oldugu bildirilmistir (171).

CRISPR sisteminin bitki biyoteknolojisinde kullanildig1 bir diger alan da iiriin kalitesine
yonelik ikincil metabolizmalarin aydinlatilmasidir. Protein, karbonhidrat, yag ve biyoaktif
bilesikler, gidalardaki baglica fonksiyonel bilesiklerdir ve bunlarin bilesimi, {iriin

kalitesinde belirleyici konumundadir. Likopen, kardiyovaskiiler hastaliklar ve belirli
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kanserler dahil olmak iizere gesitli insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve en iyi
bilinen fonksiyonel biyoaktif bilegsenlerden biridir. Li, Wang (172), karotenoid metabolik
yolag: ile iliskili birkag gende CRISPR/Cas aracili diizenleme yaparak domates
meyvelerinde likopen biyosentezini ve tiretimini artirmislardir. Protein, bitkisel triinlerde
bulunan baslica primer bilesenlerden biridir. Bununla birlikte, protein bilesimi, protein
karisiminin kalitesini belirler. Diinya niifusunun %1-2'si Bugday ve diger bazi iiriinlerde
yaygin olarak bulunan gliitene kars1 duyarlidir. Sénchez-Leon, Gil-Humanes (102)
CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisini kullanarak bugday a-gliadin genini
hedeflemisler ve diisiik gluten igermeyen bugday elde etmislerdir. Arpada bulunan D-
hordein geninin CRISPR/Cas aracili susturulmasi, arpadaki nisasta graniillerini ¢cevreleyen
protein miktarinin artmasiyla sonuglanmistir (173). Keten bitkisinde yapilan bir ¢alismada,
tohum depo proteini olan CRUCIFERIN C (CRUC) geninin CRISPR aracili diizenlenmesi,
tohumlardaki protein miktarinin artmasiyla sonuglanmigtir. Ayrica bu diizenleme aminoasit
kompozisyonunda da degisiklige yol agmistir. Alanin, sistein ve prolinde artig goriiliirken,
izolosin, tirozin ve valin miktarlarinda bir azalma kaydedilmistir (174). Simdiye kadar
bahsedilen uygulamalarin disinda, CRISPR/Cas teknolojisi, farkl tiirlerin kiiltiire alinmasi
ve belirli bir bitkideki spesifik bir dzelligi calismak igin de kullanilmaktadir. Ornegin,
pamukta bir MYB transkripsiyon faktorii geni CRISPR/Cas9 aracili modifiye edilerek
pamuk lifsiz hale getirilmistir (148).
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3. GEREKCE VE AMAC

Kavun iiretimi yapan lilkeler arasinda Tiirkiye (1.854.356 ton), Cin’ den (15.944.800 ton)
sonra ikinci sirada yer almaktadir (FAO, 2014; TUIK, 2016). Ulkemizde acikta iiretimin
yaninda Ozellikle ortiialt1 liretiminin de artmasi ile kavun yetistiriciligi en fazla Akdeniz
Bolgesinde ve I¢ Anadolu Bélgesinde yapilmaktadir. Bu kavunlarin yaklasik  %85'ini
Kirkagag, Hasanbey, Yuva, Kislik Sar1, %15’ini ise cantalupensis ve reticulatus grubunda

yer alan kavun gesitleri olusturmaktadir (175).

Bitki viriislerinin, bitkilerde ortaya ¢ikan enfeksiyonel hastaliklarinin yarisindan sorumlu
oldugu disiiniilmektedir (176). Viriis yaygmligr ise bitkilerde Onemli verim-Kkalite
kayiplarina neden olmaktadir (41). Virisler, birkag protein kodlayan tek veya ¢oklu DNA
veya RNA molekiiliine sahip olup, bazilari DNA veya RNA'dan viral parcaciklar
olusturmak tizere kapsiillesmektedir. Bitki viriisleri, bitki hiicrelerine girisler esnasinda
(bulagsma) 6zel yapilar olusturmayip genel olarak pasif girig(yaralardan vs) yapmaktadir.
Viriisiin bitkilere bulagmasinin bir diger yolu ise bdcekler, nematodlar (akarlar) ve
mantarlar dahil olmak tiizere vektor organizmalarla olmaktadir (50). Viriislerin
genomlarinda kendilerini gogaltmak iizere sik replikasyon olmakta, bunun sonucu olarak
ise mutasyona agik Ozellikteki genomlar1 nedeniyle sik mutasyona ugramaktadirlar. Sik
mutasyonla farkli irklarin gelismesi ise viriislerin bitki savunma sistemini devre dis1

biraktirarak kolay enfeksiyon saglamaktadir (177).

Cucumovirus grubunda yer alan hiyar mozaik viriisi (CMV: Cucumber mosaic virus),
viriisler arasinda en genis konakg1 yelpazesine sahip Solanaceae, Cruciferae ve
Cucurbitaceae familyalar1 basta olmak ilizere yaklasik 1.200'den fazla bitki tiiriinde dnemli
zararlar yapmaktadir (178). CMV’nin genis konukgusu olmasinin esas nedeni ise iki alt
grubu olmasi nedeni ile virlis genomunun zengin bir genomik degiskenlik icermesinden

kaynaklanmaktadir (179).

Kavun dahil olmak iizere, Tirkiye’de kabakgil yetistirilen bolgelerde goriilen viriislerin
basinda; Hiyar Mozaik Virtisii (Cucumber mosaic virus, CMV) gelmektedir. CMV, viriisii
yayginlig1 ve olusturdugu zarar bakimindan diger viriislere gore dnemli ekonomik kayiplar
meydana getirmektedir (180, 181). ic Anadolu Bolgesinde Ankara ili kavun alanlarinda
yapilan bazi caligmalarda Kirkagag ve Kazan kavunlarinda, 6zellikle CMV viriisiiniin

biiyiik zarar verdigi belirtilmektedir (182).
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Bitkilerde bilinen yaklasik 200 viriis diren¢ geninin yarist resesif kalittm gdstermektedir
(183). Bitki hastaliklarina dayaniklilikta, resesif dayanikliligin dominant dayanikliliga
oranla kalitimi1 daha stabil ve dayanimin daha yiiksek oldugu g6z ontine alindiginda, resesif
genler iizerine yapilan arastirmalar bitki hastaliklarin1 kontrol altina almada biiyiik 6nem
arz etmektedir (184). Bitkide CMV'ye direncin genetik kontrolii dominat, resesif,
monogenik ve poligenik kontrollerle saglanarak ¢ok farklilik gosteren heterogenik bir
durum gostermektedir.  Bunlar arasinda en yaygin olami ise resesif ve poligenik

dayanikliliktir (185).

Resesif genlerde yapilan rastgele mutajenez tarafindan iiretilen hassaslik kaybi (viral
enfeksiyona vb) genetik olarak bitki dogal varyantlarinda bulunan resesif dayaniklilikla
esdeger goriilmekte, dogal gen kaynaklarinda bulunan genetik varyasyonlarin kullaniminda
olusabilecek sinirlamalar1 ortadan kaldirmaktadir. Buna ek olarak, viriislere karsi bitki
translasyon baslangi¢ faktorleri (eIF4E'ler) aracigi ile olusan resesif dayaniklilik, bir¢cok
bitki tiirlinde mevcut olup, degisik bitkilerdeki rastgele mutagenez olusturma ve hassaslik
kaybr mutantlarinin sec¢imi, resesif dayaniklilik uygulamalari ile dayanikli bitkilerin

gelistirilmesi miimkiin olabilmektedir (50).

elF4Es 'lerde meydana gelen mutasyonlar, potyviriislere ve diger birgok viriisler yonelik
hassasligi engellemektedir. Ancak, resesif dayaniklikta kullanilacak virlis gruplarindaki
sinirlarin ortadan kaldirilabilmesi igin ise; viral etmenlere karsi resesif dayaniklilik
gosterebilecek, gen hedeflerini tanimlamak ve karakterize etmek biiyiik 6nem tasimaktadir
(50). Belirlenen bu konakgi hedeflerinin genom diizenleme ¢aligmalari ile susturulmasi
(hassaslik saglayan gen bolgelerinin ¢alisir hale gale getirilmesi) ise kontrolii mutagenez
ile resesif dayanikli bitkilerin gelistirilmesi 1slah1 biitlinleyen yenilik¢i biyoteknolojinin bir

sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Gen susturma asamalarinda kullanilan genom editing teknolojileri, yalnizca model
bitkilerinde degil ayn1 zamanda c¢esitli bitki tiirlerinde de gerceklestirilmekte ve daha
yaygin sekilde uygulanmaktadir. Genom editing sistemlerinden CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated 9:Diizenli
Araliklarla Boliinmiis Palindromik Tekrar Kiimeleri/CRISPR iligkili Cas 9) avantajhi
noktalarindan biri, orijinal genom diizenleme transgenlerinin diizenleme sonrasinda

segregasyon yoluyla kaldirilabilmesidir. Diger bir ifade ile To asamasinda transgenik olan
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bitkilerin kendileme sonrasi transgenlerden arindirilarak resesif dayanikliligi kazanmasidir

(51).

Bu tez projesinin amaci; kavunda CMV’nin floeme girisini dolayisiyla uzun mesafeli viral
tasinimi ve sistemik enfeksiyonunu engelleyen, dogal resesif dayanikli bir gen oldugunu
kanitlamis CmVPS41’geninin, hassasliga neden olan 5 no.lu exonunun CRISPR/Cas9
yontemi ile susturulmasi, hedefi ise; hassas bolgesi susturulan CmVPS41’ genini igeren
CMV’ye dayanikli kavun genotipinin resesif dayaniklilik yaklagimi ile elde elde

edilmesidir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

Bu tez ¢alismasinda SunAgri tohumculuk firmasindan temin edilen ticari Kirkagag 637

kavun ¢esidinin tohumu kullanilmastir.

4.2. TOHUM CANLILIK TESTI

Biyokimyasal bir yontem olan Tetrazolium testinde, tohum canliligi, embriyolarin 2,3,5
trifeniltetrazolium klorid (TTC) c¢ozeltisinde bekletilmeleri durumunda, kirmizi renge
boyanma derecelerine gore saptanir (186). Embriyonun hiicreleri tarafindan absorbe edilen
bu kimyasal madde suda ¢oziinmeyen, formozan olarak bilinen kirmizi renkli bir bilesik
haline dontismektedir. Canli embriyolarda renk kirmiziya donerken cansiz dokularda ise
herhangi bir boyanma olmamaktadir. Renk doniisiimii, kullanilan materyalin ¢esidine gore,
farkli sekillerde meydana gelmektedir. Bu tez calismasinda kimyasal olarak 2,3,5
trifeniltetrazolium kloridin % 1’lik ¢ozeltisi kullanilmistir. Kirkagag 637 tohumu ig¢in
rastgele secilen 30 adet tohum steril edilerek calismada kullanilmistir. Steril tohumlar 24
saat siireyle suda bekletilerek sismeleri beklenmistir. Daha sonra tohum kabuklar1 behere
konmus ve bunlari tamamen kaplayincaya kadar tetrazolium ¢ozeltisi eklenmistir. Isigin
neden olabilecegi bozulmalar1 6nlemek amaciyla aliminyum folyo ile sarilarak, direk

giines 15181 almayan bir yerde, 23+1 °C’de 24 saat siireyle tutulmuslardir.

4.3. gRNA’LARIN DiZAYN EDIiLMESI
4.3.1. PRIMER DIiZAYNI

Calismada hedeflenecek olan CmVPS41 geninin 5 nolu ekzonunun o6ncelikle dizilenmesi
gerceklestirilmistir. Dizileme amaciyla g¢esitli primerler dizayn edilmistir. Genel olarak
DNA dizisine yonelik tasarlanan primerlerin hedef bdlgeyi ¢ogaltmamasi iizerine, ikinci
bir secenek olarak RNA dizileri baz alinarak primerler tasarlanmis ve 5. ekzon bu sekilde

cogaltilarak dizilenmistir.

4.3.2. DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu (32) tarafindan belirtilen yonteme goére gerceklestirilmistir. izolasyon

sonrast DNA saflik ve miktar dl¢limleri i¢in %1 konsantrasyondaki agaroz jel kullanilmig
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ve Nanodrop ND-1000 cihaz ile konsantrasyon dl¢iimleri yapilmustir. Islem basamaklari

asagidaki gibidir.

4.3.3.

Iklim odasinda ¢imlendirilen bitkiler biitiin olarak s1v1 azotla ezilmistir,
Orneklerden yaklasik 100 mg alinarak ependorf tiiplere aktarilmistir,

1 ml DNA ekstraksiyon ¢6zeltisi 6rneklere eklenmistir,

Karisim 65 °C’de calkalamali su banyosunda 15 dk bekletilmistir,

Su banyosundan alinan tiiplere 0,5 ml (24:1) oraninda hazirlanan kloroform/isoamil
alkol karisimi eklenmis ve buz tizerinde 30 dk bekletilmistir,

Tiipler 5 dk boyunca oda sicakliginda, 14.000 rpm hizda santrifiij edilmistir,
Siipernatant kismi1 yeni bir ependorf tiipe transfer edilmistir,

Stipernatant kismin iizerine 0,8 ml izopropanol eklenmistir,

Ornekler, 15-20 dk boyunca buz iizerinde sogutulduktan sonra 1 dk siire boyunca
14.000 rpm hizda santrifiij edilmistir,

Stipernatant kismi tekrar yeni bir ependorf tlipe transfer edilmistir,

1 ml % 70’lik ethanol ile Pellet (alt kat1) karistirtlip, 2 dk boyunca 14.000 rpm
hizda santrifiij edilmistir,

Elde edilen pellet, 50-100 ul TE ile ¢6ziilmiis ve RNase (10mg/ml) ile muamele
edilip karisimdaki RNA uzaklastirilmistir.

RNA iZOLASYONU

RNA Izolasyonu kit kullanilarak (Promega SV Total RNA Isolation System, Z3100)

yapilmistir. Islem basamaklari asagidaki gibidir.

Bitki doku 6rnegi sivi azot ile porselen havanda ezilmistir,

30mg ezilmis doku ornegine 175u1 RNA Lysis Buffer eklenmis ve bunun iizerine
350 ul RNA Diliisyon Buffer eklenip tiip vortekslenmistir,

Karisim maximum hizda oda kosulunda 10 dk santrifiij yapilmistir,

Pellete dokunmadan iist faz yeni temiz 1.5’luk tiipe aktarilmstir,

Uzerine 200ul %95°lik ethanol eklenmis, 3-4 kez pipetaj yapilmustir.

Karisim Spin Kolona aktarilmig ve 12.000-14.000g’ de spin kolon tiipleri santrifiij
yapilmistir,

Alt kisimdaki sivi dokiilmiis ve bu asamadan sonra DNAse Kkarisiminin
hesaplanmasina gecilmistir. Her bir 6rnek basma 40 pl Yellow core Buffer, 5 ul

0.09M MnCl; ve 5 ul DNAse olacak sekilde mix 1.5’luk tiipte hazirlanmustir,
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Her bir filtrenin {izerine 50 pl olacak sekilde bu karisim eklenmistir. Bu asamada
karisim filtreye dokunmadan eklenmistir. Tipler oda sicakliginda, 25 dk
bekletilmistir,

Bekleme siiresi sonrasinda, tiiplerin {izerine 200 ul SV DNASE Stop solution
fitrelerin lizerine eklenmistir,

12.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilmis ve alta gecen s1vi dokiilmiistiir,

Filtrelerin tizerine 600 pl Wash solution (6nceden ethanol eklenen) eklenmistir,
12.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilip alta gecen s1vi dokiilmiistiir,

Filtrelerin tizerine 250 ul Wash Solution eklenmistir,

Maximum hizda 2 dk santrifiij edilip alta gegen sivi dokiilmistiir. Alt tiipler bu
basamakta atilmistir,

Yeni 1.5’luk tiipler alinip bu tiiplerin {izerine fitreler yerlestirilmistir. Fitrelerin
tizerine 30 ul Rnase Free Water eklenip oda sicakliginda tiipler 5 dk bekletilmistir,
12.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilmistir. Alta gecen sivi artik RNA’dir. Bu sivi
alinmus ve tekrar filtreye konulup bu sefer 2 dk beklenmistir,

12.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilmistir. Alta gegen sivi RNA’dir. Buzdan
ayirmadan agaroz jelde kontrol edilmis ve porsiyonlanarak -80 e kaldirilmistir,
RNA kalite ve miktar Slgtimleri amaci ile %1’lik jel ve Nanodrop ND-1000

spektrofotometre kullanilarak yapilmistir.

4.3.4. ¢DNA SENTEZI

RNA’lardan oligo (Dt) ve gen spesifik (revers primer ile olusturulan) cDNA’lar elde

edilmistir. cDNA reaksiyonlart WizScript™ c¢DNA Synthesis Kit (High Capacity) (katalog

no: W2211 200rxn) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Total RNA 10 ng ile 5000 ng arast kullanilmigtir (veya 10 pl). 2x RT master mix

hazirlanmasi Cizelge 4.1.”de verildigi sekilde gerceklestirilmistir.

2X RT master mix buz iizerinde 1.5’luk tiip i¢inde hazirlanmistir. Mix pipetaj yapilarak
tyice karigtirilmistir.

5000 ng RNA ornegi pipetlendikten sonra mix iizerine eklenmis ve pipetaj ile
karigtirilmastir.

Hava kabarci81 varsa, elemine etmek amach santrifiijde spin atilmistir.

RT reaksiyonuna kadar tiip buz iizerinde saklanmistir.
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Cizelge 4.1. cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar.

Icerik Miktar
10X reaksiyon tamponu 2 ul
20X dNTP karigimu 1l
Oligo dT 1yl
WizScript™ RTase 1ul
RNase Inhibitor 0.5 ul
RNase ari su 4.5 ul
Toplam 10 pl

Reverse Transkripsiyon PZR programa:
25°C 10 dk, 37 °C 120 dk, 85 °C 5 dk, 10 °C’de bekletilmistir. Sentezlenen CDNA -20 °C

de saklanmustir.

4.3.5. PZR KOSULLARI

Cizelge 4.2. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

Icerik Miktar
cDNA 3ul
dNTP i
Primer Forward 1ul
Primer Reverse 1 ul
MgCl, 2.5 ul
Taq polimeraz 0.3 ul
Taq polimeraz tamponu 3ul
BSA 1pl
dH.0 12.2 ul
Toplam 25 ul
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Calismada kullanilan polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) yer alan bilesenler asagida

verilmigtir (Cizelge 4.2.).

PZR programi1 ise her primere gore ayri

gerceklestirilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullari.

diizenlenerek asagidaki sekilde

Asamalar Sicakhik Siire
Ik denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 95°C 45 sn
Baglanma 52 °C 1dk
Uzama 72°C 1dk
Son uzama 72°C 7 dk

4.3.6. PZR URUNLERININ DiZiLENMESI

PZR dirtinlerinin dizilenmesi BM Labosis (Ankara) firmasi tarafindan gergeklestirilmistir.
Gen bankalarinda (NCBI vb.) yer alan mevcut diziden hareketle tezde galisilan kavun
genini (CmVPS41 Exon 5’e yonelik) hedefleyecek sekilde sgRNA (single guide RNA)
dizayn edilmistir. Ancak ilgili bdlgenin tiir i¢i polimorfizminin fazla olmasi nedeniyle
tezde kullanilan kavun cesidine yonelik bu bolgenin spesifik cogaltilmasi ikinci bir
secenek olarak degerlendirilmistir. Bu amagla hedef bolge Sanger sekanslama ile

dizilenerek hedef bolgeye yonelik sgRNA tasarlanmigtir.

4.3.7. JRNA PRIMERLERININ TASARLANMASI

sgRNA tasarimi igin CRISPRdirect uygulamasi kullanilmigtir. CRISPRdirect
(http://crispr.dbcls.jp/)10 kb’a kadar olan niikleotit dizilerini igleyebilen ve hedef diziyi,

yonii, PAM dizisini, hedef dis1 durumlari ve mutasyon dizisini analiz eden ¢evrimigi bir
aractir. CRISPR/Cas hedeflerinin se¢iminde kullanilan oldukga fonksiyonel ve kullanimi
basit olan bir aragtir. Online olarak kullanilan bu arag, hedef dizi ve PAM dizisiyle en iyi
eslesmeyi saglayacak sekilde biitiin genomu tarar (122). Analiz sonucu belirtilen

alternatifler arasindan hedef bolgeye yonelik 2 tane sgRNA secilmistir.
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4.4, PLAZMITLERIN RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZ ENZIM KESIMLERI
VE JEL PURIFIKASYONU

Calismada kullanilan CRISPR/Cas vektorii pDIRECT 23 (Plasmid #91140) Addgene

firmasindan satin alinmistir. Kullanilan vektoriin yapist sekil 4.1°de verilmistir.

(15,440 .. 15,45%) pBR32Zori-F Nsil (281)
(15,189 .. 15,206) L4440 (
(15,089 .. 15,108) pRS-marker Ay
(14,926 .. 14,948) pGEX 3" _ \\\
~— .
(14,877) PluTI — | FspAl (1941)
(14,875) Sfol —— AR | /' sall (2076}
(14,874) Narl - - e,

PspOMI (2118}
© _Apal (2122)
~_ Afel (2178)

(14,873) Kasl —
{14,870) Mrel - SgrAl ~—

(14,486) Stul ~
(14,092) Bmtl
(14,088) Nhel _
(13,972) BsiWl
{13,012) Acll __ M13/pUC Reverse (3335 .. 3357)
(12,418) Pasl \__——— M13Reverse (3354.3370)
pDIRECT_23C — Mfel (3896)
15,744 bp ——— BspEl (3925)
(10,959) Pmel —

(10,764 .. 10,786) M13/pUC Forward
(10 72) M13 Forward

7

(10,413 .. 10,432) ccdB-fwd

(10,312) Srfl

(9733) Pml -~ 7/ T
(9519) Drall =~/ pa

(9369) Ml /

{9332) Ahdl e
BstEIl (6567)
(8592) Hpal
(8437) Absl

(B271) Kfll

Sekil 4.1. Calismada kullanilan pDIRECT 23C vektorii

Calisma boyunca kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve bu enzimlere ait
cozeltiler Thermo Scientific firmasindan saglanmistir. Tiim kesim reaksiyonlar1 ic¢in
Cizelge 4.4’te verilen reaksiyon karisimlari kullanilmigtir. pDIRECT_23C plazmidi; Mlul
ve Pmel restriksiyon endoniikleaz kesim enzimleriyle 37 °C’de 1 saat termal dongii

cthazinda belirli bolgelerden kesilmistir.
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Cizelge 4.4. Restriksiyon Endoniikleaz enzim kesim reaksiyonuna ait bileseler ve
miktarlar

Reaksiyon bilesenleri Miktar
pDIRECT 23C 1ug
Mlul 1l
Pmel 1pl
10xBuffer 3ul
ddH20 30 pl’ye tamamland1
Total 30 pul

Enzim kesimi yapilmig pDIRECT_23C plazmidinin elektroforezi igin %1 konsantrasyonda
agaroz jel hazirlanmistir. Daha sonra her bir 6rnek igin karisima 4pl SafeView DNA 27
Stain (GMbiolab, Tayvan)boyasi ilave edilmis ve karistirilmistir. Daha sonra katilasan
jelden taraklar ¢ikarilmis ve jel, i¢inde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Uygun restriksiyon endoniikleazlarla kesilen plazmid ve 2 Kilobaz giftlik
(Kb) markir (M) (Solis BioDyne, Estonya) kuyucuklara yiiklenmistir. Ardindan 6rnekler 5
V/cm olacak sekilde yaklasik 50 dk boyunca agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve UV
151k (Bio-Rad Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) goriintiilenmistir.

Jel ekstraksiyonu Thermo Scientific GeneJET Jel Ekstraksiyon Kiti (Kat. No. K0692)
kullanilarak yapilmustir. Ilk olarak, jelden steril bir bistiiri yardimiyla UV 1s1k (Bio-Rad
Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) altinda ince bir kesit halinde bir parca
kesilmis ve 1.5 ml’lik ependorf tiipe alinmustir. Jel dilimini igeren Ependorf tiiptine 100 pl
Binding buffer (1:1 hacim olacak sekilde) eklenmistir. Jelin tamamen ¢o6ziinmesini
saglamak i¢in kisa bir vorteks asamasindan sonra 60 °C'de bekletilmis ve araliklarla ters alt
tist edilerek karistirilmigtir. Daha sonra karisima 100 pl %100 izopropanol ilave edilmistir.
Karigim iretici firma tarafindan saglanan DNA Saflagtirma Mikro Kolonuna yiiklenmis ve
oda sicakliginda 14,000 rpm'de 1 dk santrifiij edilmis ve altta toplanan kisim atilmistir.
Ayni kolona 100 pL Binding bufer eklenmis ve oda sicakliginda 14,000 rpm'de 1 dk
santrifiij edilip altta kalan kisim atilmistir. Daha sonra kolona 700 pL yikama soliisyonu
eklenmis, oda sicakliginda 1 dk 14.000 rpm'de santrifiij edilip alttaki kisim atilmustir.
14,000 rpm'de (oda sicaklig) 2 dk ek bir santrifiij daha yapilip altta kalan kisim atilmistir

ve kolon, temiz bir 1.5 mL’lik ependorf tiipiine yerlestirilmistir. Son olarak, kolona daha
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onceden 1sitilmis (70 °C) 40 pL eliisyon tamponu eklenmis, oda sicakliginda 2 dk inkiibe
edilip 2 dk boyunca 14,000 rpm hizda santrifiijlenmistir. Aymi islem iki defa

tekrarlanmistir. Ornekler daha sonraki kullanimlar i¢in -20 °C'de saklanmistir.

45. FRAGMANLARIN COGALTILMASI

Calismada kullanilan olan gRNA’lar1 igeren fragmanlar FicusBio (FicusBio, Ankara)
firmasinda ticari olarak sentezlenmistir. ilgili gen fragmentleri termal déngii cihazinda
cogaltilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve kosullar ¢izelge 4.5.

ve 4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlar

Reaksiyon bilesenleri Miktar
Oligos Mix
Template : 23C_VPSA_G5_alternatif- 1pul

SgRNA1-2-CSY4

23C_VPSA G5 alternatif-sgRNA1-2-
CSY4-F (10P) Lul

23C_VPSA G5 alternatif-sgRNA1-2-

CSY4-R (10P) bl

2x PCR Master Mix 10 ul
PCR enhancer 4 ul
dd H20 3ul
Toplam 20 pul

23C_VPSA_G5_alternative-sgRNA1-2-CSY4-F:CTGTCCCACAAATGAAGATGGAATCTGTAAAAGAAAACGCGTGAAATAATGCG
23C_VPSA_Gb_alternative-sgRNA1-2-CSY4-R:CCCGCCAATATATCCTGTCAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAAT

Cizelge 4.6. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullari
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Sicaklik Siire Dongii sayist
94°C 2 dk 30 sn
94°C 20 sn
56°C 30 sn 20
72°C 1dk
72°C 5 dk
15°C o

PZR iiriinlerinin elektroforezi i¢in %1.5°lik agaroz jel hazirlanmistir. Ornekler kuyucuklara
yiiklendikten sonra 3 V/cm olacak sekilde yaklasik 50 dk agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilmiistiir. PZR iiriinleri GeneJET PZR piirifikasyon kiti (Thermo Scientific, Cat. No.
K0702) kullanilarak saflastirilmistir. Bu amagla, UV 1s1k (Bio-Rad Molecular Imager®
Gel Doc™ XR System) altinda steril bistiiri yardimiyla bir par¢a kesilip alinmis ve 1.5
ml’lik ependorf tiipe aktarilmistir. Yaklasitk 100 pl binding bufer eklendikten sonra,
karistma  sogukta bekletilmis 100 pl izopropanol eklenmistir. Karisim Genelet
piirifikasyon kolonuna yiiklendikten sonra, oda sicakliginda 14,000 rpm’de 1 dk siire
boyunca santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra 700 pl yikama
soliisyonu eklenmis ve 2 dk boyunca 14,000 rpm hizda santrifiij edilmistir. Altta toplanan
kistm uzaklastirildiktan sonra bos kolon 2 dk boyunca 14,000 rpm hizda santrifii
edilmigtir. Altta toplanan kisim uzaklastirildiktan sonra kolon yeni bir ependorf tiipiine
aktarilmistir. Son olarak, daha 6nceden 1sitilmis 15 pl eliisyon tamponu kolona eklenip oda
sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakilmis ve 2 dk boyunca 14,000 rpm hizda santrifiij
edilmistir. Ardindan 6rnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve UV 151k (Bio-Rad
Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) altinda goriintiilenmis ve daha sonraki
Kullanimlar i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir. Agaroz jel goriintiisii Sekil 4.2°de

verilmistir.

42




2000bp
1000bp
7S0Obp
SOO0Obp

2S0Obp
100bp

Sekil 4.2. Saflastirilmis PZR  drilinlerine ait agaroz jel gorlntisi (1:
23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-2-CSY4, M:Markir (2 kb))

46. BAGLANMA (LIGASYON)

Mlul ve Pmel enzimleriyle kesilerek lineer hale getirilmis olan pDIRECT 23C vektorii ve
23C_VPSA_G5_alternative-sgRNA1-2-CSY4 ligasyon yoluyla birlestirilmistir. Bu amagla
Cizelge 4.7°de ki gibi hazirlanan karisim 50°C’de 30 dk boyunca inkiibasyona

birakilmstir.

Cizelge 4.7. Ligasyon reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Miktari
pDIRECT_23C/Mlul, Pmel 4 ul
23C_VPSA_ G5 alternative-sgRNAL-2- 1l
CSY4
Seamless klonlama kiti 15 ul
Toplam 20 pul
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4.7. KOMPETANT E. coli HUCRELERININ HAZIRLANMASI

Plazmitlerin hiicrelere transformasyonundan once, E. coli hiicreleri kompetan hale
getirilmistir. Tek bir E. coli kolonisi herhangi bir antibiyotik i¢germeyen 2 mL (Lurai
Bertani) LB ortamina inokiile edilmistir. Hiicreler gece boyu 37 °C sicaklik ve 200-250
rpm’de ¢alisan inkiibatorde bliylimeye birakilmistir. Sonrasinda 2000 ml’lik erlen igerisine
steril 100 ml LB ortam1 koyularak 1 ml bakteri kiiltiirii inokiile edilmis, 37 °C sicaklik ve
200 rpm hizda OD600 degeri 0.4’e ulasincaya kadar inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
bu kiiltiirler 50 ml’lik falkon tiiplerine alinip, bu tiipler 10 dk boyunca buz lizerinde
bekletilmistir. Buz {izerinden alinan hiicreler 10 dk boyunca 4000 rpm’de santrifii
edilmistir. Stipernatant kismi uzaklastirilip, pellet kismi buzda sogutulmus 5 ml CaCl,
(4mM) ile cozdiriilmiistiir. Hiicreler 5 dk boyunca 2500 rpm’de santrifiij edilmis ve
stipernatant kismi uzaklastiritlmistir. Pellet tekrar buzda sogutulmus 2 ml CaCl> ¢ozeltisi
(4mM) ile ¢ozdiiriilmiistiir. Bu islem bir defa daha tekrar edilmistir. Son olarak pellet 2 ml
CaCl> (4 mM) ile ¢ozdirilmistiir. Bakteriler daha sonraki transformasyon isleminde

kullanilmak tizere -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

4.8. TRANSFORMASYON

Bu ¢alismada Escherichia coli DHS5a susu kullanilmistir. Transformasyon asamasinin
basamaklar1 asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir;
e Her bir transformasyon igin 1 tiip Escherichia coli DHSa hiicresi buz iizerinde
¢Ozdiirtilmiistiir,
e Buz iizerinde ¢ozlinen hiicrelerin her bir tiipiine 1-5 pl DNA (10 pg ile 100 ng)
eklenip elle yavasca karistirilmstr,
e Tiipler buz iizerinde 30 dk bekletilmistir,
e Hiicreler sallanmadan 42°C’de 30 sn (sicak su banyosunda) boyunca 1s1- sokuna
maruz birakilmistir,
e Tiipler sicak 42°C su banyosundan ¢ikarilmis ve 2 dk boyunca buz iizerinde
bekletilmistir,
e Onceden oda kosulunda 1sinmis S.0.C ortamindan (kabin icerisinde steril tiipe
ihtiyag¢ kadar alinan) 250 pl alinip her bir tiipe eklenmistir,
e Sonrasinda tiiplerin kapaklar1 sikica kapatilip 37°C’ de, 225 rpm’ de 1 saat boyunca
tiipler ¢alkalamali etiivde bekletilmistir,
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Onceden +4 °C’den ¢ikartilarak kabin icerisinde oda sicakligina getirilmis selektif

plate’lere her bir transformasyon tiipiinden 25-100 pl yayilmustir (Sekil 4.3.(B)),

Plate’ler gece boyu 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 4.3. Transformasyon sonrasi E. coli bakterilerinin segici platelere ekilmesi A) Bakteri
kiiltiiriiniin ortama aktarilmasi, B) Drigalski spatiilii yardimiyla bakterilerin ortama
yayilmasi, C) Gece boyu inkiibasyon sonucu ortamda ¢ogalan bakteriler.

4.9.

OLUSAN POZITiF KOLONILERDEN PLAZMIT iZOLASYONU

Plazmit izolasyonu i¢in ilk dnce transforme edilen hiicreler asagida belirtilen sekilde

cogaltilmistir;

flgili antibiyotigi iceren (ampisilin) Luria Bertani (LB) ortamimdan 5ml bir tiipe
alinmstir,

Beyaz kolonilerden daha 6nceden sterilize (otoklavlanmis) kiirdanlar yardimu ile bir
adet beyaz koloni alinip ortam i¢ine daldirilmistir,

37 °C etiivde, 180 rpm’ de 12-16 saat karistirilmastir,

Karigtiricidan alinan bakteri kiiltiirii, 2 dk boyunca 8000 rpm hizda oda kosulunda
santrifiij edilmistir,

Santrifiij sonrasi stipernatant (st s1vi) atilmstir.
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Bu asamadan sonra izolasyon asamasina gegilmistir. Islem basamaklar1 asagida belirtildigi
gibidir;

e Pelletlerin iistiine 250ul Resuspension Solution eklenir. Pelletli soluyon karisimi
tiipe aktarilmis ve pellet tamamen ¢ozilinlinceye kadar vortex yapilmstir,

e 250ul Lysis Solution eklenir ve 4-6 kere tiip ters diiz edilerek karistirilmstr,

e 350ul Neutralization Solution eklenmis ve 4-6 kez tip ters diiz edilerek
karistirilmistir,

e 5dk, 14000 rpm’ de santriflij yapilmistir (Kromozomal DNA’nin ¢6kmesi amagli),

e Siipernatant pipet yardimi ile GeneJET spin kolona aktarilmistir,

e Kolon 1 dk, 14000 rpm’ de santrifiij yapilmistir,

e GeneJET spin kolona 500ul Wash Solution’u eklenmistir,

e 14000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilmistir. Kolonun dibindeki sivi1 atilip alt tiip tekrar
kolona takilmistir,

e Tekrar GeneJET spin kolona 500ul Wash Solution’u eklenmistir,

e Tekrar 14000 rpm’ de 1 dk santrifiij yapilip kolonun dibindeki sivi atilmustir. Alt
tiip tekrar kolona takilmustir,

e 1 dk 14000 rpm’ de kolon bos olarak kalan atiklarin uzaklastirilmasi amacgh
santrifiij edilmistir,

e GeneJET spin kolon yeni temiz 1.5’luk tiipe takilmistir. GeneJET spin kolonun tam
ortasina, kolona pipet degmeden, 50ul Elution Buffer eklenip 2 dk oda kosulunda
inkiibe edilmistir,

e 2 dk boyunca 14,000 rpm hizda santrifiij yapilip Kolon atilmistir ve piirifiye
plazmid DNA’s1-20 °C’ de saklanmustir.

4.10. KOLONI PZR

Transformasyon isleminin dogru bir sekilde gergeklestigini tespit etmek icin koloni PZR
yapilmistir. Bu amagla, kanamisin (50 mg/L) igeren selektif besiyerinde biiyiiyen
kolonilerden rastgele 6 tane secilmis ve koloni PZR yapilmistir. PZR kosullart ¢izelge

4.8.’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Koloni PZR kosullari

Basamak Sicakhik Siire
[k denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 56 °C 45 sn
Uzama 72 °C 1dk
Son uzama 72°C 5dk

4.11. KOMPETAN Agrobacterium Tumefaciens HUCRELERININ

HAZIRLANMASI

1. A. tumefaciens'in log faz (iireme) kiiltiiriinden bir aliquat, 2.8 L'lik bir Fernbach

sisesi i¢ine konulan 1.5 L’lik yeast malt (YM) broth'a inokiile edilmistir.

. Inokiile 6rnek, gece boyunca 30 °C'de ve 300 rpm'de inkiibe edilmistir (hiicreler, 5—
10x10” hiicre/ml (OD550 ~ 1.0) degerine ulasincaya kadar biiyiimeye
birakilmistir).

. Sonrasinda hiicreler, 500 ml'lik steril santrifiij falkonlarina bosaltilmis ve 4 °C'de
10 dk 3000xg'de santrifiij yapilarak, hiicreler pelletlestirilmistir.

. Santrifiij sonrasinda, her bir falkondaki siipernatant dikkatlice dokiiliirek atilip
sonrasinda hiicre peletlerini igeren falkonlar buz {izerine yerlestirilmistir.

. Her bir falkona yaklasik 50 ml steril ve buz ile sogutulmus %10 gliserol eklenmis
ve hiicre peletlerinin yeniden silispanse olmasi i¢in vorteks yapilmistir. Sonrasinda
her bir falkonun hacmi steril, sogutulmus %10 gliserol ile 500 ml'ye tamamlanmus,
Sonrasinda, 4 °C'de 10 dk 3000xg'de santrifiijleme ile hiicreler peletlenmis ve
santrifiij sonrasinda falkonlardaki siipernatant dokiilerek uzaklastirilmistir.

Her bir falkondan ayr1 ayr1 elde edilen hiicre peletleri tek bir falkonda birlestirilmis
ve hiicreler 5. madde’deki uygulama gibi tekrar yikanmastir.

. Hiicre peletleri, 25 ml steril, buzla sogutulmus %210 gliserol i¢inde yeniden
stispanse edilmis ve sogutulmus halde olan 30 ml hacimdeki Oakridge tiipiine
aktarilmistir. 4 °C'de 5 dk 3000 xg'de santrifiijleme sonrasinda siipernatant

dokiilerek atilmis ve hiicreler pelletlestirilmistir.
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8.

4.12.

Hiicre pelleti 0,5 ml steril, buz ile sogutulmus %10 gliserol i¢inde yeniden siispanse
edilmistir. Dondurmak igin, steril 1.5 ml mikrofiij tiiplerinde elektrokompetan
hiicreler 200 pl'lik aliquatlar halinde dagitilmis; hiicreler izopropanol-kuru buz
yardimi ile dondurulup daha sonraki caligmalar i¢in -70 °C'de saklanmustir.

Hiicreler bu kosullar altinda yaklasik 6 ay stabil kalabilmektedir.

PDIRECT 23C VEKTORUNUN Agrobacterium tumefaciens (EHA 105)

BAKTERILERINE TRANSFORMASYONU

1.

3.

4.

Elektropore edilecek DNA ornekleri (en fazla 5ul TE'de 100 ng'ye kadar olacak
sekilde) steril 1,5 ml mikrofiij tiiplerine aktarilmis ve tiipler buz {izerine
yerlestirilmistir.

Elektrokompetent A. tumefaciens hiicreleri buz iizerinde ¢oziilmiis, elektropore
edilecek her bir DNA 6rnegi igin, DNA orneklerine 20ul elektrokompetent hiicre
eklenip karistirmak igin tiiplere hafifce dokunulmustur.

Elektroporasyona tabi tutulacak her DNA 6rnegi i¢in ayri ayri, oda sicakligindaki
17 x 100 tiiptine/tiplerine 1ml YM broth eklenmis ve 0,1cm elektroporasyon kiiveti
buz lizerine yerlestirilmistir.

Gene Pulser Xcell aleti sag tarafindaki siyah agma- kapama diigmesinden ag¢ilmis,

(Gene Pulser Xcell kosullari: C =25 pF; PC =200 ohm; V = 2.4 kV).

5.

6.
7.

9.

10.

11.

DNA hiicresi 6rnekleri elektroporasyon kiivetlerine aktarilip siispansiyonun dibe
¢Okmesi amagh kiivet hafifce diiz bir yere vurdurulmustur.

Kiivet (agz1 acik ve yukar1 bakacak sekilde) ShockPod'a yerlestirilmistir.
Eektroporasyon islemini baslatmak icin ‘PULSE’ tusuna (ekranda sag tarafta
kirmizi tus) bir kez basilmaistir.

Pulsing Islemi bittikten sonra aletin ekraninda gériinen ‘RESULTS’ ile baslayan
uyart ile birlikte Pulsing islemi bitmistir.

Kiivetteki hiicrelerin, 17 x 100 mm tiipe aktarilmasi i¢in 1ml LB broth
kullanilmastir.

Elektropore edilmis hiicreler 3 saat boyunca 30 °C’de 250 rpm’de inkiibe
edilmistir.

Daha 6nceden hazirlanan LB agar plateler Laminar Flow kabin i¢ine konularak oda
sicakligina gelmeleri i¢in beklenilmis ve sonrasinda, elektroporasyonu yapilmis, 17
x 100 tiip steril tiipteki LB ve plazmid-hiicre karigimi; 250, 200, 100, 50 mikrolitre

olacak sekilde LB agar platelere steril Drigalski spatiilii yardimi ile Laminar
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flow’da dagitilmistir. Petriler 5-10 dk kurumalar1 i¢in Laminar Flow kabinde
bekletilmistir.
12. Plate’ler ters ¢evrilip, 48 saat boyunca 28 °C’de etiivde bekletilmistir.

4.13. TOHUMLARIN YUZEY STERILIZASYONU VE CIMLENDIRILMESI

Tez kapsaminda yiiriitiilen caligmalarda kullanilacak tohumlarin yiizey sterilizasyonu
amaciyla 1lik suda yaklasik 2 saat bekletilen tohumlar, daha sonra on sterilizasyon
amaciyla akan ¢esme suyunda 5 dk boyunca bekletilmistir. Daha sonra; sterilizasyon
kosullarinin belirlenmesi i¢in sirasiyla %70’lik etanol (a/h) ¢ozeltisinde 2 ve 3 dk ve
%20’lik NaOCI ¢ozeltisinde 5, 10 ve 15 dk bekletildikten sonra her biri 5‘er dk olmak
tizere 3 kez steril saf su ile calkalanarak yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha
sonraki siirecte, olas1 kontaminasyon durumlari, tohumlarin ¢imlenme durumu ve bitkilerin
gelisim durumlar1 gozlemlenerek calismanin geri kalaninda kullanilacak en uygun
sterilizasyon kosullar1 belirlenmistir. Yiizey sterilizasyona tabi tutulan tohumlar, steril
kurutma kagitlari tizerinde kurutulduktan sonra her bir steril petriye 9 adet tohum olacak
sekilde ve bitki bitylime diizenleyicisi igermeyen Murashige ve Skoog (MS) besin ortamina
ekilmis ve 24+2 °C sicaklik, %65 nem, 5 LS 151k siddeti, 16/8 saat fotoperiyot siiresi olacak
sekilde kontrollii sartlar altinda bulunan iklim kabininde kiiltiire alinmustir. Calisma
boyunca kullanilan biitiin besin ortamlar1 121 °C sicaklik ve 20 dk boyunca otoklav

yapilarak steril hale getirilmis ve ortam pH’s1 5,6-5,8’e ayarlanmistir.

Calismada eksplant kaynagi olarak bitkilerin kotiledon ve hipokotil kisimlar
kullanilmistir.  Agrobacterium hiicreleri kanamisin (50 mg/L) ve rifamisin (25 mg/L)
antibiyotigini iceren 50 ml sivi LB ortaminda 28 °C’de 200 rpm de 2 giin boyunca
biyttilmustir (Sekil 4.4. (B)). Yaklasik olarak 4 giinliik bitkilerden esit boyutlarda olacak
sekilde kesilen hipokotil ve kotiledonlar yaklasik olarak 1 giin dncesinde hazirlanmis olan
bakteri kiiltiirii i¢erisinde 15 dk boyunca hafifge c¢alkalanarak bekletilmistir. Daha sonra,
steril filtre kagidinda kurutulan eksplantlar hormon igermeyen kokiiltiivasyon ortamina
alinmistir. Yaklasik olarak 3 gilin boyunca karanlik ortamda kokiiltiivasyona birakilmistir.
Buradan alinan eksplantlarin {izerinde biriken bakterileri uzaklastirmak amaciyla 250 mg/L
sefuroksim sodyum ve 100 mg/L kanamisin antibiyotigi igeren yikama soliisyonunda 2

defa yikanarak steril kurutma kagitlar tizerinde kurutulmustur.
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Sekil 4.4. Agrobacterium soliisyonunun hazirlanmasi. A) Kat1 LB ortaminda yetisen
Agrobacterium. B) Sivi ortamda Agrobacterium kiiltiiriniin cogaltilmasi.

Buradan alinan eksplantlar, igerisinde 250 mg/L sefuroksim sodyum ve 100 mg/L
kanamisin bulunan, 2.2 mg/L 6-Benzilaminopurin (BAP) ve 0.8 mg/L Naftalin asetik asit
(NAA) bulunan rejenerasyon ortamina alinmistir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan

ortamlar ve igerikleri Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan ortamlar ve igerikleri

Ortam Cimlendirme | Ko-kiiltiivasyon Siirgiin ortam1 | .
ortamit ortami Oklendirme ortami

Kimyasal
Murashige
& Skoog 4,4 g/L 4,4 g/L 4,4 g/L 4,4 g/L
medium
Siikroz 30g/L 30g/L 30g/L 30g/L
Agar 8g/L 8g/L 8g/L 8g/L
BAP - - 2.2 mg/L
NAA - - 0.8 mg/L 0.5 mg/L
Kanamisin - - 100 mg/L
Sefuroksim
Sodyum ) ) 250 mg/L
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4.14. ADAY TRANSGENIK BiTKiLERDE ANALIZLER

Transformasyon isleminin basariyla gergeklesip gerceklesmedigini anlamak icin ¢esitli
molekiiler analizler yapilmistir. Bu amagla meydana gelmesi beklenen mutasyonlari
saptamak ve mutasyon c¢esidini belirlemek i¢in hedef bolge dizilenmistir. Bu amagla ilk

once 1 aylik kalluslardan RNA izole edilmistir. Islem basamaklar1 asagidaki gibidir.

e Yaklasik 100 mg Kallus sivi azot kullanilarak ezilmis ve 1 ml TRIzol kimasali

eklenerak 2 ml’lik steril tiiplerde homojenize edilmistir.

e Karnisim 5 dk oda 1sisinda bekletilerek nukleoprotein bilesenlerinin ayrismasi

saglanmistir.

e Her bir karisima 0,2 ml kloroform eklenmis ve tiipler 15 sn boyunca elle kuvvetlice
calkalanarak karistirilmigs ve 2-3 dk oda kosullarinda bekletilip 20 dk sogutmali
santrifiijde 15.000 rpm hizda santrifuj edilmistir.

e Siipernatant kism1 yeni bir tiipe transfer edilmis ve isopropil alkolle karistirilarak
RNA’nin ¢okmesi saglanmistir. Bu asamada ilk asamada kullanilan TRIzol

reaktifinin yaris1 kadar isopropil alkol eklenmistir.

e Karisim oda 1sisinda 10 dk inkiibasyona birakilmis ve daha sonra 15.000 rpm hizda

ve sogutmali santrifiijde 10 dk santrifuj edilmistir.

e Pellet %75’1ik etanol ile bir kez yikanmis, bubasamakta yaklagik 1 ml etanol

eklenmistir.

e Islemler sonunda RNA ¢okeltisi 5-10 dk kurumaya birakilmis ve RNA 40 ml TE
ile ¢oziilip ve 10 dk 55-60°C de bekletilmistir. Daha sonraki c¢aligmalarda

kullanilmak iizere —80 °C de saklanmustir.

Daha sonra izole edilen RNA’lar kullanilarak cDNA sentezlenmistir. CDNA sentezi
OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. cDNA sentezi
sirasinda kullanilan bilesenler Cizelge 4.10.’da verilmis olup reaksiyon kosullar1 asagidaki

gibidir.
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Cizelge 4.10. cDNA sentezinde kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesen Hacim
5X RT Buffer 4 ul
dNTP 1l
Primers 1 ul
Total RNA or poly(A) + mRNA (1 ng - 2 pg/rxn)
OneScript® Plus RTase 1wl
Nuclease-free H.O Degisken

Bilesenler uygun miktarlarda karistirilip daha sonra kisa stireli santrifiij edilmistir. Daha
sonra karisim at 50-55 °C’de 15 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
85°C’de 5 dk tutularak reaksiyonun sonlandirilmasi saglanmistir. Son olarak kisa bir siire
buz iistiinde tutulmus ve daha sonraki c¢alismalar i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Toplamda 12 adet transgenik aday1 ornegin cDNA’lar1 kullanilarak hedef bolge PZR ile
cogaltilmistir. PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 4.11°de

verilmigtir.

Cizelge 4.11. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Icerik Miktar
cDNA 3ul
dNTP 1p
Primer Forward 1 ul
Primer Reverse 1 ul
MgCl; 2.5l
Taq polimeraz 0.3 ul
Taq polimeraz tamponu 3ul
BSA 1 pul
dH,0 122 pl
Toplam 25 pul
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Polimeraz zincir reaksiyonunun kosullar1 Cizelge 4.12°deki gibidir.

Cizelge 4.12. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullar1

Asamalar Sicakhik Siire
Ik denatiirasyon 95 °C 5dk
Denatiirasyon 94 °C 45 sn
Baglanma 52 °C 1dk
Uzama 72 °C 1dk
Son uzama 72°C 7 dk
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. TOHUM CANLILIK TESTIi

Calisma materyali olarak kullanilan tohumlar; canlilik ve c¢imlenme yeteneklerinin
belirlenmesi amaciyla tetrazolium testine tabi tutulmuslardir. Rastgele segilen 30 adet
tohum 24 saat silireyle karanlikta ve tetrazolium ¢ozeltisinde bekletilmek suretiyle canlilik

durumlart belirlenmistir (Sekil 5.1.).

Sekil 5.1. Tohum canlilik testi A: Calismada kullanilan Kirkagag-637 kavun ¢esidine ait
tohum B: Canlilik testi sonucu tohumlarin distan gériiniimii C: Tohumlarin i¢ten gériiniimii

Calisma materyali olarak kullanilan Kirkagag-637 kavun ¢esidinin tohumlarinda
tetrazolium testi kullanilarak tohum canlilik testi yapilmistir. Rastgele segilen 30 adet
tohumdan 29 tanesi tetrazolium testine tabi tutulmustur. Canli dokularin suda ¢6ziinmeyen
formazon adli bilesigi absorbe etmesinden dolayi, kirmizi renge boyanan dokular canli
dokular olarak kabul edilir. Calismada kullanilan tohumlardan biri hari¢ digerlerinde bu
durum belirgin olarak gézlemlenmistir. Bu durum tohumlarin yaklasik %97 oraninda canli

oldugunu gostermektedir.

5.2. HEDEF GENIN BELIRLENMESI

CmVPS41 geninin dayanikliliktan sorumlu olan ekzon bolgeleri Cizelge 5.1°de
belirtilmistir.
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Cizelge 5.1. CmVPS41 geninin dayaniklilik bolgeleri

Predicted complete gene

Ekzon Baslangi¢ Bitis

MELO3C004827T1.ekzon4 | 9318450 9318540
MELO3C004827T1.ekzon5 | 9319045 9319147
MELO3C004827T1.ekzon13 | 9334732 9334851

5.3. SEKANS PRIMERLERININ OLUSTURULMASI

Calismada hedeflenecek olan CmVPS41 geninin 5 nolu ekzonunun dizilenmesi amaciyla

cesitli primerler dizayn edilmistir (Cizelge 5.2.).

Cizelge 5.2. CmVPS41 gen bolgesi i¢in dizayn edilen primerlerin listesi

] A . Beklenen
Primer Dizisi (5'->3") Uzunluk (be)
. F TGCTTGGGCAAATGATGCAG
Primer-1- 352
CmVPS41 R TTTTCGTGCCAACCGTGTTC
Primer-2- F GCAGCCAATGGGACACAAAG
CmVPS4l R CCCACTGACCACCAGCATAG ale
Primer-3- F GTTGGTCATTGGCTGGGGTA
CmVPS4l R CCACTGACCACCAGCATAGC 435
. F TCTGTTGGTCATTGGCTGGG
Primer-4- 793
CmVPS41 R AGAGGTTCAACACCCGCAG
ekzon-5- F AGACCAGAAGTTCGCGTTGT
CmVPS4l R CAAAGGGAGCATGTGCAAGG 118
ekzon-3-7- F AGATTTGCAGCAGGTGGTCT
CmVPS4l R CTTTTTCGTGCCAACCGTGT 1113
F AGATTTGCAGCAGGTGGTCT
ekzon-3-10- 352
CmVPS41 R TGGCCAAGTCTTAACAGTCGT
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54. RNA IZOLASYONU, ¢cDNA SENTEZI VE PZR

Calismada hedeflenecek olan 5 nolu ekzonun dizilenmesi i¢in 6rneklerden RNA izole
edilmis (Sekil 5.2.) ve daha sonra cDNA sentezlenip bu cDNA’lar PZR asamasinda kalip
DNA olarak kullanilmistir.

Sekil 5.2. RNA izolasyonuna ait agaroz jel goriintiisii (M: Markir, 1,2 ve 3 no’lu 6rnekler)

Ekzon 5 bdlgesinin hedeflenmesinde kullanilacak gRNA’larin dizayn edilmesi icin
calismada kullanilan materyalden ilk 6nce DNA izole edilmistir. Normal sartlarda NCBI
veri tabaninda bulunan verilerden yola ¢ikilarak gRNA dizayn edilebilir. Ancak, 6zellikle
kavunda tiir i¢i varyasyonun fazla olmasi bu durumu zorlagtirmakta, ayrica off-target
durumundan kag¢inmak i¢in mevcut materyal lizerinden hareket edilmistir. Ayrica, gRNA
seciminde hedef bolge ile en yliksek komplimenterligi gosterecek olani segmek i¢in bu
strateji takip edilmistir. Ancak, DNA izolasyonu sonucu yapilan PZR asamalar1 sonucu
herhangi bir bant elde edilmemistir. Daha sonra ikinci bir alternatif olarak mRNA
transkriptlerinden elde edilen cDNA’lara yonelik primer dizayn edilmis ve bu sekilde ilgili
bolgeye ait bantlar elde edilmistir (Sekil 5.3.).

Sekil 5.3. PZR iiriinlerine ait agaroz jel goriintiisii (M: Markir, 1,2 ve 3 no’lu 6rnekler)
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55. PZR URUNLERININ DiZILENMESI

PZR iiriinlerinin dizilenmesi hizmet alimi seklinde gerceklestirilmistir. Bu dizilere ait
veriler Cizelge 5.3.’te verilmistir.

Cizelge 5.3. PZR fiiriinlerine ait dizi verileri

Ornek ad/Pozisyon | Dizi verileri

ATCAAGATAATNTCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGTTTTGAGC
1/Forward ATTACAAGGCAAAGGACTATTCCCTTGCACATGCTCCCTTTGACATGC
TCCCTTTGA

ACCAAGATGATNTCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGTTTTGAGC

2/Forward ATTACAAGGCAAAGGACTATTCCCTTGCACATGCTCCCTTTGACATGC
TCC
ACCAAGATGATNTCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGTTTTGAGC
3/Forward

ATTACAAGGCAAAGGACTATTCCCTTGCACATGCTCCCTTTGACA

Daha sonra; elde edilen dizilerin dogrulugunu kontrol etmek i¢in NCBI veri tabaninda

blast yapilmis ve dizilerin VPS41 geninin ekzon 5 bolgesine ait oldugu dogrulanmistir
(Sekil 5.4).

PREDICTED: Cucumis melo vacuolar protein sorting-associated protein 41 homolog (LOC103500583)
Sequence ID: XM_008463940.2 Length: 3440 Number of Matches: 1

Range 1: 1208 to 1283 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

126 bits(68) 3e-26 75/78(96%) 2/78(2%) Plus/Plus
Query 13 TCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGT TTTGAGCATTACAAGGCAAAGGACTATTCCC 72
Sbict 1205 TUTALCGATLOLGALCG-TACAT-GTTTTCAGCATTACAACGUAMAGBACTATICLL 1265
Query 73 TTGCACATGCTCCCTTTG 9@

Sbjct 1266 TTGCACATGCTCCCTTTG 1283

Sekil 5.4. Elde edilen dizilerin NCBI veri tabaninda kontrol edilmesi
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5.6. gRNA’LARIN DiZAYN EDILMESI

Calismada kullanilacak olan gRNA’larin tasarlanmasi i¢in CRISPRdirect uygulamasi
kullanilmis olup program tarafindan Onerilen ilk iki siradaki gRNA’lar ¢alismada
kullanilmustir (Cizelge 5.4.).

Cizelge 5.4. gRNA tasarimi i¢cin CRISPRdirect uygulamasi tarafindan onerilen gRNA
dizileri

Pozisyon Hedef dizi Dizi bilgisi

Baslangic | +
20 baz+PAM (toplam 23 baz) %GC Tm

Bitis -
17 -39 + | CCGATGCCCTACCGGGTACATGG | 65.00 % 81.11 °C
70-92 - CCCTTGCACATGCTCCCTTTGAC 50.00 % 72.65 °C
18 - 40 + | CGATGCCCTACCGGGTACATGGG 60.00 % 78.73 °C
23-45 - CCCTACCGGGTACATGGGTTTTG 50.00 % 73.45 °C
24 - 46 - CCTACCGGGTACATGGGTTTTGA 50.00 % 74.45 °C
28 - 50 - CCGGGTACATGGGTTTTGAGCAT 45.00 % 70.85 °C
35-57 + | CATGGGTTTTGAGCATTACAAGG 40.00 % 67.24 °C

41 - 63 + | TTTTGAGCATTACAAGGCAAAGG 35.00 % 65.94 °C

71-93 - | CCTTGCACATGCTCCCTTTGACA 50.00 % 73.56 °C

17 -39 - | CCGATGCCCTACCGGGTACATGG 60.00 % 79.58 °C

gRNA’lar dizayn edilirken ve segilirken dikkat edilen hususlardan biri off-target skorudur.
Bu skor dizayn edilen gRNA’larin hedef disi bolgelere baglanma olasiliklarini
gostermektedir. Daha yiiksek skora sahip olanlarin genomdaki bagka bir bolgeye baglanma
olasiliklar1 daha diisiiktiir. Bu amagla off-target skoru (Diger parametreler de gz oniinde
bulunduruldugunda) daha yiiksek olanlarin seg¢ilmesine dikkat edilmistir. gRNA’lar
secilirken dikkat edilen bir diger husus ise hedef bolgeye yonelik dizayn edilen gRNA
sayisidir. On-target durumunu artirmak ve hedef dis1 baglanmayi azaltmak icin bu tez
caligmasinda iki tane gRNA dizayn edilmistir. Bu durum hem genom diizenleme
etkinligini artirmakta hem de gen susturulacak hatlarin elde edilme ihtimalini

artirmaktadir.
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57. E.coli’den PLAZMIT iZOLASYONU

Klonlama deneylerinde kullanilacak olan pDIRECT_23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-
2-CSY4 plazmiti bu plazmitleri i¢eren E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilmistir. Elde
edilen plamitler uygun restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek dogrusal hale getirilmis ve
agaroz jel elektroforezde goriintiilenmistir (Sekil 5.5.).
pDIRECT_23C_VPSA G5 alternatif-sgRNA1-2-CSY4 plazmiti 15.247 baz ¢ifti (bg)

uzunlugundadir.

2000bp

1000bp
7S0bp
SOObp

2S0bp
100bp

Sekil 5.5. pDIRECT 23C plazmidi ve Mlul ve Pmel enzimleriyle kesilmis plazmitin
agaroz jeldeki goriintiisii (1: pDIRECT_23C, 2,3: Mlul ve Pmel enzimleriyle kesilmis
plazmit, M: Markir (2 kb)).

5.8. LIGASYONUN KOLONI PZR iLE DOGRULANMASI

PCR fiirtinleri %1°lik agaroz jelde 90 voltta 45 dk yiiriitiildiikten sonra pozitif kolonilerden 6

tanesi dizilenmek tizere se¢ilmistir. Agaroz jel goriintiileri Sekil 5.6.’da verilmistir.

1234567

Sekil 5.6. Koloni PZR’ye ait agaroz jel goriintiisii (1: pDIRECT_23C, 2,3,4,5,6,7:
23C_VPSA_Gb5_alternatif-sgRNA1-2-CSY4).
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5.9. SANGER SEKANSLAMA iLE DOGRULAMA

Pozitif kolonilerden izole edilen plazmitler dogrulama amaciyla dizilenmistir. Dizilenen

plazmitlere ait kromotogram goriintiisi sekil 5.7.”de verilmistir.

320 330 340 330 360 370
TCACCCGTCAGTCTATAAATACTTAGCCCCTCCCTCATTGTITAAGGGAGCAAAATCT

WMAM\NMNMNV\MMMMMMN\MWMMMMAMM

Sekil 5.7. pDIRECT _23C plazmitinin kromotogram goriintiisiinden bir kesit

Daha sonra sgRNA1 ve 2’yi iceren gen kasetleri dogrulama amaciyla dizilenmistir.
Dizileme islemi hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir. Bu dizilere ait veriler ¢izelge

5.5.’te verilmistir.
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Cizelge 5.5. sgRNA1 ve 2’yi igeren gen kasetlerine ait dizi verileri

alternative-sgRNA1-2-CSY4

T_23C_VPSA_G5

pDIREC

Pozisyon

Diziler

Forward

TGGTAGGGACTCGGTGACGGACGGCGCGCCGAAGAGCTGGCAGACATACTGTCCCACA
AATGAAGATGGAATCTGTAAAAGAAAACGCGTGAAATAATGCGTCTGACAAAGGTTAG
GTCGGCTGCCTTTAATCAATACCAAAGTGGTCCCTACCACGATGGAAAAACTGTGCAGT
CGGTTTGGCTTTTTCTGACGAACAAATAAGATTCGTGGCCGACAGGTGGGGGTCCACCA
TGTGAAGGCATCTTCAGACTCCAATAATGGAGCAATGACGTAAGGGCTTACGAAATAA
GTAAGGGTAGTTTGGGAAATGTCCACTCACCCGTCAGTCTATAAATACTTAGCCCCTCC
CTCATTGTTAAGGGAGCAAAATCTCAGAGAGATAGTCCTAGAGAGAGAAAGAGAGCAA
GTAGCCTAGAAGTAGTCAAGGCGGCGAAGTATTCAGGCACGTGGCCAGGAAGAAGAA
AAGCCAAGACGACGAAAACAGGTAAGAGCTAAGCTTCCTGCAGGTTCACTGCCGTATA
GGCAGCCGATGCCCTACCGGGTACAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG
GCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAG
GCAGCTTGCACATGCTCCCTTTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC
TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGC
AGGTCGATCGACAAGCTCGAGTTTCTCCATAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGG
GAATTAGGGTTCCTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTAT
GTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCC
AGTACTAAAATCCAGATCCCCCGAATTACCGGTGGGCA

Reverse

AGCTTCTTTTTTTATTTCCGGATTATTCTAATAAACGCTCTTTTCTCTTAGGTTTACCCGC
CAATATATCCTGTCAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATC
CAAGCTCAAGCTGCTCTAGCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGAT
CGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTG
CCACCGGTAATTCGGGGGATCTGGATTTTAGTACTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAGAA
ATTTTATTGATAGAAGTATTTTACAAATACAAATACATACTAAGGGTTTCTTATATGCTC
AACACATGAGCGAAACCCTATAGGAACCCTAATTCCCTTATCTGGGAACTACTCACACA
TTATTATGGAGAAACTCGAGCTTGTCGATCGACCTGCCTATACGGCAGTGAACGCACCG
ACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTA
GCTCTAAAACGCAAAGGGAGCATGTGCAAGCTGCCTATACGGCAGTGAACGCACCGAC
TCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGC
TCTAAAACTGTACCCGGTAGGGCATCGGCTGCCTATACGGCAGTGAACCTGCAGGAAG
CTTAGCTCTTACCTGTTTTCGTCGTCTTGGCTTTTCTTCTTCCTGGCCACGTGCCTGAATA
CTTCGCCGCCTTGACTACTTCTAGCTACTTGCTCTCTTTCTCTCTCTAGGACTATCTCTCT
GAGATTTTGCTCCCTTAACAATGAGGGAGGGGCTAAGTATTTATAGACTGACGGGTGAG
TGGACATTTCCCAACTACCCTTACTTATTTCGTAAGCCCTTACGTCATTG
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5.10. Bitki Materyali, Eksplant Hazirlanmasi ve Doku Kiiltiirii Kosullar:

Steril kosullarda ekilen ve ¢imlendirilen kavun bitkilerinde (Sekil 5.8.) en iyi rejenerasyon
kosullarini belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda BAP (1-1.5-2.2 mg/L) ve NAA (0.5-
0.8-1 mg/L) igeren ortamlar kullanilmistir. Siirglin ortami i¢in en uygun kosullarin 2.2
mg/L BAP ve 0.8 mg/L NAA igeren ortam oldugu, koklendirme ortami igin ise 0.5 mg/L

NAA igeren ortam oldugu belirlenmistir.

Sekil 5.8. Kavun tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlendirilmesi A: Tohumlarin MS-0
ortamina ekilmesi. B: 4 giinliik kavun tohumlar1

Yaklasik olarak 4 giinliik bitkilerin hipokotil ve kotiledon kisimlar1 eksplant kaynagi
olarak kullanilmistir. Steril bir bistiiri ile MS ortam1 iginde kesilen eksplantlar daha
onceden hazirlanmig bakteri soliisyonuna daldirtlip hafifce c¢alkalanarak 20 dk oda
sicakliginda muamele edilmistir. Daha sonra steril filtre kagitlart ile bakteri soliisyonunun
fazlas1 uzaklastirilip ko-kiiltiivasyon ortamina alinip burada 3 giin boyunca karanlikta

bekletilmistir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. Eksplantlarin Agrobacterium ile muamele edilmesi. A: Eksplantlarin kesilmesi.
B: Ko-kiiltiivasyon ortamina alinan kotiledon eksplantlari. C: Ko-kiiltiivasyon ortamina
alian hipokotil eksplantlari.

Ug giin sonra eksplantlar, Agrobacterium eliminasyonunu ve dolayli organogenezi
saglayacak olan secici yarikatt MS besiyerine (2.2 mg/L BAP, 0.8 mg/L NAA ve 100
mg/L kanamisin) alinmistir (Sekil 5.10.). Daha sonra, eksplantlar diizenli olarak iki haftada
bir alt kiiltiire alinmastir.

Sekil 5.10. Eksplantlarin segici besiyerine aktarilmasi ve gelisimi A: Segici besiyerine
aktarilmis 1 haftalik eksplantlar. B: iki haftalik eksplantlarda kallus baslangici. C: 3 hafta
sonunda kalluslarin goriiniimii. D: 4 haftalik kallus.
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Kalluslardan olusan siirgiinler, 2-3 cm boya ulastiktan sonra (Sekil 5.11.) steril bistiiri ile

kallustan ayrilmis ve rejenerasyon ortamindan alinip, koklendirme ortamina alinmistir.

Sekil 5.11. Yaklasik 6 haftalik kalluslarda siirglin olusumu
5.11. RNA IZOLASYONU ve cDNA SENTEZI

Kallus oOrneklerinden 12 tanesi RNA izolasyonu amaciyla kullanilmistir. TRIzol

yontemiyle yapilan izolasyona ait agaroz jel goriintiisii sekil 5.12.”de verilmistir.

Sekil 5.12. RNA izolasyonuna ait agaroz jel goriintiisii

Ayrica; RNA orneklerinde saflik ve miktar tayinleri Nanodrop cihazi (Nanodrop ND-1000
spectrophotometer) kullanilarak gergeklestirilmistir (¢izelge 5.6.). Kalite ve saflik
analizlerinden sonra 10, 11 ve 12 nolu 6rnekler ¢alismadan ¢ikarilmistir. Daha sonra kalan
RNA o6rnekleri kullanilarak PZR isleminde kalip DNA olarak kullanilacak olan cDNA’lar
sentezlenmistir.
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Cizelge 5.6. RNA orneklerine ait kalite ve miktar tayinleri

Ornek No A260 A280 A260/A280 Miktar (ng/ul)
1 33.338 16.81 1.98 1333.52
2 33.556 15.621 2.15 1342.24
3 33.019 14.294 2.31 1320.76
4 33.881 17.241 1.97 1355.27
5 33.393 17.501 191 1335.74
6 33.384 15.339 2.18 1335.38
7 32.980 15.758 2.09 1319.21
8 35.055 17.808 1.97 1402.21
9 33.246 16.751 1.98 1338.58
10 7.375 2.625 2.81 295.015
11 28.248 8.279 3.41 1129.95
12 12.553 3.029 4.14 502.32
5.12. PZR

Transformasyon isleminin basariyla gerceklesip gerceklesmedigini 6grenmek i¢in PZR
islemi gerceklestirilmistir (Sekil 5.13.). Daha sonra meydana gelen mutasyonlarin tespiti
icin PZR firiinleri dizilenmistir. PZR {irtinlerinin dizilenmesi BM Labosis (Ankara) firmasi

tarafindan gergeklestirilmistir.

Sekil 5.13. PZR iiriinlerine ait agaroz jel goriintlisii (M: Marker (100 bg))

PZR fiiriinlerine ait diziler elde edildikten sonra NCBI veri tabaninda dogruluklar1 kontrol

edilmistir. Daha sonra BioEdit Sekans isleme programi (Versiyon 7.2) kullanilarak
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hizalanmistir. Dizilerin kontrol olarak kullanilan yabani hatlarla karsilastirilmasi sonucu
toplamda 9 ornekten 6 tanesinde herhangi bir mutasyonun meydana gelmedigi goriiliirken

7, 8 ve 9 no’lu 6rneklerde farkli pozisyonlarda mutasyonlar meydana gelmistir.

PAM Mutasyon tipi Pozisyon

WT |PCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA

1 [PCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA / /
52  [PCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA / /
3 TCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA :: ::
4 [TCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA / /
5 [TCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA / /
¢ [MCCCTTGCACATGCTCCCTTTGA / /
7 [PCCCTTGCAC-TGCTCCCTTTGA Delesyon 1
8 TCCCTTGC- -ATGCTCCCTTTGAR Delesyon -2
g [TCCCTT ATGCTCCCTTTGR Delesyon -4

Sekil 5.14. sgRNAID’in hedefledigi bolgede meydana gelen mutasyon tipleri ve
pozisyonlari

PAM Mutasyon tipi Pozisyon

WT [CCGATGCCCTACCGGGTACATGGE

1 |CCGATGCCCTACCGGGTACATGGG / /
5 ICCGATGCCCTACCGGGTACATGGE / /
3 |CCGATGCCCTACCGGGTACATGGG i i
4 |CCGATGCCCTACCGGGTACATGGG / /
5 |(CCGATGCCCTACCGGGTACATGGG / /
€ ICCGATGCCCTACCGGGTACATGGG / /
7 |CCGATGCCCTACCG--TACATGGG Delesyon 2
g [CCGATTCCCTRCCGG-TACATGGG Delesyon/Yanhs eslesme -1
g |ICCGATGCCCTAC TACATGGG Delesyon 4

Sekil 5.15. sgRNA2’nin hedefledigi bolgede meydana gelen mutasyon tipleri ve
pozisyonlar

SgRNAT1 hedef bolgeleri dikkate alindiginda 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 no’lu 6rneklerde herhangi bir
mutasyonun meydana gelmedigi goriilmektedir. Ancak 7 no’lu ornekte 1 baz, 8 No’lu
ornekte 2 baz ve 9 No’lu ornekte 4 bazin ¢ikarilmasi seklinde delesyonlar meydana

gelmistir.

SgRNA2’in hedefledigi bolgeler géz Oniinde bulunduruldugunda 7. Ornekte 2 bazin

cikarilmasi (delesyon) seklinde bir mutasyon meydana gelmistir. 8. Ornekte ise aym
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bolgede ancak tek bir bazin ¢ikarilmasi seklinde bir mutasyon ve yanlis eslesme (G>T)
meydana gelmistir. 9 No’lu 6rnekte ise 4 bazin ¢ikarilmasi seklinde bir delesyon meydana

gelmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Bu tez calismasinda kullanilan Kirkagag-637 ticari kavun c¢esidinin tohum canlilik
potansiyelini arastirmak icin tetrazolium testi kullanilmistir. Bu amagla farkli yontemler
kullanilsa da en yaygin olarak kullanilan yontem tetrazolium testidir. Tetrazolium testi,
klasik ¢imlenme testine gore daha kisa siirede sonuglar alinmasini saglamaktadir. Aslinda
tetrazolium testi solunum aktivitesinin 6l¢isiidiir ve tohumlardaki yasam belirtileri ya da
metabolik aktiviteyi ortaya koymaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan canlilik
testleri sonucu, rastgele secilen 30 adet tohumdan sadece 1 tanesinin canlilik belirtisi

gostermemesi kullanilan materyalin oldukga canli oldugunu gostermektedir

Calismada hedef bolge olarak ekzon 5 bolgesi kullanilmistir. Bu durumun temelde iki
nedeni vardr. ilk olarak CMV’ye kars1 hassasiyet bdlgesinin burada yer almasi, ikincisi ise
protein fonksiyonu i¢in gerekli olan ekzon bolgelerinden biri olmasidir. Gen
fonksiyonunun ortadan kaldirilmasina yonelik calismalarda agik okuma cercevesinin
(Open reading frame) hedeflenmesi istenilen bir durumdur. Ayrica, genellikle genlerin
nakavt edilmesine yonelik c¢alismalarda dizayn edilen gRNA’larin proteinlerin N- ve C-
uclarina ¢ok yakin olmamasi istenilen bir diger durumdur. Ancak ¢alismada hedeflen bolge
olan ekzon 5’in gbrece kisa boyutlu olmasi (Yaklasik 118 bg) kimi zaman dezavantajlar
olusturmustur. Ornegin hedef bolgenin dizilenmesi sirasinda ve hedef bolgeye yonelik

primer dizayninda ciddi sorunlar yasanmustir.

Calisma materyalinin sterilizasyonu amaciyla ¢esitli kimyasallar ve siireler (%70°lik etanol
(a/h) gozeltisinde 2 ve 3 dk ve %20’lik NaOCI ¢ozeltisinde 5, 10 ve 15 dk) kullanilmistir.
En yiiksek ¢imlenme orani ve en diisiik kontaminasyon kosullar1 %70’ilk etanolde 3 dk ve
%20’lik NAOCI’de 15 dk siire bekletilmesiyle elde edilmistir. Diger kosullarda daha diistik
kontaminasyon ya da daha yiiksek ¢imlenme elde edilmesine ragmen her iki kosul i¢in en

1yi degerler bu sartlarda saglanmistir.

Rejenerasyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA
hormonlar1 kullanilmistir. Kavunda tiir i¢i varyasyon rejenerasyon kosullarini 6nemli
Olgiide etkilemekte, bu durum her bir ¢esit i¢in yeni bir rejenerasyon protokolii
gerektirmektedir. (187) Farkli kavun varyetelerinde farkli oranlarda somatik

embriyogenezis meydana geldigini belirtmisler, ayrica, bu farkliligin varyete diizeyinden
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ziyade ¢esit diizeyinde oldugunu belirtmislerdir. (188) kavun bitkilerinde rejenerasyon
yeteneginin fizyolojik kosullardan ziyade genetik farkliliklardan kaynaklandigini
belirtmislerdir.

Bu tez caligmasinda rejenerasyon amaciyla hipokotil ve kotiledonlar eksplant kaynagi
olarak kullanilmigtir. Ancak hipokotil eksplantlarinda bulastirma isleminden sonra
ortamdaki  Agrobacterium iiremesi durdurulamamis ve etkin bir rejenerasyon
saglanamamistir. Bu yiizden calisma kotiledon eksplantlari ile siirdiiriilmiistiir. Simdiye
kadar yapilan c¢aligmalarda kavun bitkilerinde rejenerasyonun saglanmasi amaciyla
eksplant kaynagi olarak hipokotil (189), kotiledon (190), yaprak (191) ve kok (192)

kisimlar1 kullanilmuistir.

Bu tez ¢alismasinda bakteriyel seleksiyon amaciyla farkli konsantrasyonlarda kanamisin
kullanilmistir. Ancak, en iyi sonuglar 100 mg/L konsantrasyonlarda elde edilmistir. (193)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Kirkaga¢ kavunu materyalinde bakteriyel seleksiyon
amactyla 50, 75 ve 100 mg/L konsantrasyonlarda kanamisin kullanilmis ve en iyi

seleksiyon 100 mg/L kanamisinin kullanildig1 kosullarda elde edilmistir.

Dizilenen o6rneklerden elde edilen sonuglar incelendiginde toplam 9 ornekte baslica
delesyon seklinde mutasyonlarin meydana geldigi goriilmektedir. Sadece bir 6rnekte farkli
olarak yanlig eslesmenin de meydana geldigi gorilmektedir. Mutasyonlarin meydana
gedigi Orneklerin tamaminin ayn1 Ornekler olmasi transformasyon isleminden
kaynaklanmaktadir. Bu durum 1,2,3,4,5 ve 6. orneklerde transformasyon isleminin
gerceklesmedigini 7, 8 ve 9 no’lu 6rneklerde ise basari ile gergeklestigini gostermektedir.
Her ne kadar bahsedilen orneklerin secici besi yerinde belirli bir noktaya kadar siirgiin
olusumu meydana gelmisse de, ilerleyen donemlerde siirglinler 6lmiistiir. Mutasyonlarin
meydana geldigi toplam 3 Ornekte ise siirglin gelisimi devam etmistir. Bu durum temel

olarak plazmitin kendisinden gelen kanamisin dayanikliligindan kaynaklanmaktadir.

CRISPR/Cas sistemi, viriislere kargt bakteriyel savunma sisteminin bir parcasi olarak
ortaya ¢ikmistir ve bu nedenle viriislere karst dogal bir dirence sahiptir ve bu durum
sistemin viral bitki patojenlerine yonelik yapilacak genetik manipiilasyon ¢aligmalarinda
kullaniminm1 kolaylagtirmaktadir. Ayrica, oldukca basit olmasi, yliksek etkinlige sahip
olmasi ve ¢ok yonliiliigi, CRISPR/Cas sistemini; dkaryotik sistemlerde genom diizenleme,
gen diizenleme, niikleik asit hedefleme ve virlis direncine yonelik ¢alismalar i¢in benzeri

goriilmemis bir ara¢ haline getirmistir (194, 195). Tam olarak incelenmemis olmalarina
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ragmen tamamen, hem ZFN'lerin hem de TALEN'lerin bitki viriislerinin replikasyonunu
kismen engelledigi bilinmektedir, ancak bu niikleazlar1 kullanarak in vivo viral genom
kesimine yonelik rapor edilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir (196). Ayrica hem ZFN'ler
hem de TALEN'ler yalnizca DNA dizilerini hedef alacak sekilde tasarlanabilir ve bitki
RNA viriislerinin genomlarini hedefleyemezler. CRISPR/Cas sisteminde ise, herhangi bir
genomu (DNA veya RNA) hedeflemek icin birden fazla CRISPR/Cas modiilii
kullanilabilir ve herhangi bir bitki viriislinii veya karisik virlis enfeksiyonlarini hedeflemek
bu sistemlerle ¢ok basittir (197). Benzer sekilde, bitki viriis yonetimi, ucuz, basit, spesifik
ve sahada uygulanabilir olmalidir. Ancak, su anda kullanilan tiim teshis araglari pahalidir,
karmagiktir ve ciftgiler tarafindan sahada uygulanabilir konumda degildir. CRISPR/Cas
tabanli teshis aracglari hala gelistirme asamasinda olsa da, yakinda tarimsal olarak

uygulanabilir bir teshis sisteminin tiim gereksinimlerini karsilayacaktir (194).

CRISPR/Cas sistemi, bitkilerde viriislere karsi dayanikliligin saglanmasi amaciyla
basariyla kullanilmaktadir (198). Genel olarak, bitki viriislerini kontrol etmek igin
CRISPR/Cas teknolojisini kullanmanin iki ana stratejisi vardir. Ik yaklasimda, istilact
virtislerin replikasyonunu ve enfeksiyonunu engellemek igin viral genom hedeflenir ve
etkisiz hale getirilir. Ikinci yaklasimda ise, bitki bagisikligin1 arttirmak ve viriis istilasin
engellemek i¢in viral enfeksiyon/yasam dongiisii i¢in gerekli olan konak¢i duyarlilik

faktorleri manipiile edilir.

Streptococcus pyogenes Cas9 varyantinin kullanildigi orijinal CRISPR/Cas sistemi DNA'y1
hedefler. Bu nedenle, CRISPR/Cas9 sistemi ilk olarak replikasyon agamasindaki viral
genomik DNA'y1 hedefleyerek geminiviriisle miicadelede kullanilmistir (199). Birbirinden
bagimsiz calisan 3 grup tiitin ve model bitki Arabidopsis’te CRISPR/Cas9 sistemini
kullanarak geminiviriis dayanikliligi sagladiklarini bildirmislerdir. Bu gruplar intergenik
bolgeleri, viral replikasyon baslatici proteini ya da kilif protein bolgelerini hedeflemisler ve
elde edilen mutant hatlardaki hastalik semptomlarinda énemli dl¢lide azalma goriilmiistiir
(200). Bu sistem, model organizmalarin yani sira arpa gibi bitkilerde de uygulanmis ve
Wheat dwarf viriisiine (WDV) karst dayaniklilik saglanmistir (201). Ayrica, ¢ift sarmalli
DNA viriisleri i¢in de CRISPR/Cas9 sistemi kullanilmis ve Arabidopsis'te Karnabahar

mozaik viriisiinii (CaMV) inhibe etmede etkili oldugu gosterilmistir (202).

RNA viriisleri, DNA viriislerine kiyasla ekinlerde daha ciddi kayiplara ve tarimsal

tiretimde ¢ok biiyiik hasara neden olur. Francisella novicida'dan (FnCas9) Cas9,
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Leptotrichia shahii'den (LshCasl3a) veya Leptotrichia wadei'den (LwaCasl3a) Casl3a
gibi birka¢ Cas protein varyantinin kullanilmasi ile gelistirilen CRISPR/Cas sistemlerinin
in vivo sartlarda RNA molekiiliinii basariyla hedefledigi belirtilmistir (91, 203). Ilk
durumda, FnCas9 ve bu bakteriden elde edilen sgRNA; CMV ve TMV'yi hedef alacak
sekilde tasarlanmis, elde edilen mutant hatlarda zayiflamis hastalik semptomlari
gdzlenlenmistir (204). ilging bir sekilde, FnCas9 varyantinin kesim &zelliginin degil, ama
baglanma oOzelliginin viral inhibiisyon igin gerekli oldugu bildirilmistir. Daha sonra,
LshCasl3a sistemi yeniden programlanmis ve bitkilerde RNA viriislerini kontrol etmek
amactyla kullanilmistir. Bu baglamda; FnCas9/CRISPR sistemi tiitiin ve patateste potiviriis
enfeksiyonunu engellemek igin basariyla kullanilmistir (204). LshCasl13a sistemi tiitiin
mozaik virlisiiniin genomik RNA’sin1 ve piringte Southern rice black-streaked dwarf
virisiniin (SRBSDV) ve Rice stripe mozaik virtisiinin (RSMV) genomik RNA’sini
hedeflemede basariyla kullanilmigtir. Bu g¢alismalar, LshCasl3a sisteminin +ssSRNA, -
sSRNA ve dsRNA gibi farkli RNA virlisii tiplerine karst kullanilabilecegini
gostermektedir. RNA genomlarint hedeflemek, spesifik olmayan RNA bdliinmesine yol
acabilmesine ragmen, konak¢i genomik DNA'da aktarilabilir hedef dis1 etkiye yol
acmadigi i¢in daha avntajlidir. Ayrica, viral genomik RNA'nin kesilmesi, bitkilerin RNAI
sistemi tarafindan da hedeflenecektir. Bu nedenle, RNA viriislerinin genomlarini

mutasyona ugratacak olan CRISPR/Cas antiviral sistemden kagma sansi oldukg¢a azdir.

Enfeksiyonun ilerlemesi igin viriisiin; replikasyon, transkripsiyon, translasyon vb.
islemlere yardimer olmasi i¢in bircok konakei faktorii toplamast gerekir. Bu 6zellik viriis
enfeksiyonunu sinirlamak igin potansiyel bir genom diizenleme hedefi saglar. Ornegin,
viriislerin virionlarinda ribozom yoktur ve konak translasyon mekanizmasi viral protein
sentezi i¢in gereklidir. Bitkilerde Okaryotik baslatma faktorii 4E (elF4E) ve izoformu
(elFis0o4E), baz1 viriislerin viral protein translasyonunu baslatmasi i¢in gereklidir (205).
Lellis, Kasschau (206) yapilan bir ¢calisgmada, Arabidopsis elF(iso)4E mutantinin Salgam

mozaik viriisiine (TuMV) kars1 direncinin arttig1 rapor edilmistir.

Bu tez calismasinda da viral faktoriin iletim demetleri araciliiyla bitkinin list kistmlarina
taginmasini1 engellemek amaciyla cmVPS41 geninin 5 nolu ekzonu hedeflenmistir. Cilinkii
bu gen viral faktdriin taginimindan sorumlu olan bir pipeptidin transkripsiyonundan
sorumludur. Aslinda, bitkilerde bu yondeki caligmalarda elF4E gibi farkli gen ve gen
gruplar1 da hedeflenebilir. Ancak, bir genin birden fazla karakter {izerine etkili olabilecegi
diistintildiigiinde hedeflenen gende meydana gelen mutasyon fenotipte anormalliklere
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neden olabilir ya da elF4E gibi bitkiler de 6liime neden olabilir. Bu yiizden, hedeflenen

gen ya da gen gruplarinin olasi etkileri dikkatlice incelenmelidir.

6.2. SONUC

Bu calismada Kirkagac 637 ticari kavun ¢esidinde CMV’ye kars1 dayanikliligin saglanmasi
amaciyla vps4l geninin 5 nolu ekzonunda mutasyonlar meydana getirerek genin
fonksiyonunun ortadan kaldirilmasi (Knock out) amaglanmistir. Bu amacla hedef bolgeye
yonelik 2 tane sgRNA dizayn edilmistir. CRISPR/Cas9 vektorii Agrobacterium araciligiyla
aktarilmistir. Doku kiiltiirii kosullarinin optimize edilmesinden sonra eksplantlar ortama
aktarilmistir. Bu eksplantlar igerisinde hipokotil eksplantlar1 biiyiime diizenleyicilere cevap
vermezken, kotiledon eksplantlarinda rejenerasyon gerceklesmistir. Daha sonra uygun
strgiin ve koklendirme ortamina aktarilan eksplantlarda mutasyon analizi yapilmistir.
Toplamda 3 tane bitkide transformasyonun basariyla gergeklestigi goriilmistiir. Ancak,
transformasyonun basarili bir sekilde gerceklestigi bitkilerde fenotipik karakterizasyonun
yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, bu mutasyonlarin yavru nesillere basariyla aktarilip
aktarilmayacaginin belirlenmesi i¢in T1 jenerasyonunun yetistirilip bu bitkilerde de
mutasyon analizinin yapilmasi gerekmektedir. Sonu¢ olarak bu tez c¢alismasinda
CRISPR/Cas9 tabanli genom diizenleme araci bir sekilde kullanilarak mutant hatlar elde
edilmis ve bu sistemin kavun (Cucumis melo L.) bitkilerinde kullanilabilecegi

gosterilmistir.
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EKLER

Tez calismasi sirasinda kullanilan sgRNAT1 ve sgRNA2’yi igeren vektorlere ait diziler EK-

1’de ve ¢alismada kullanilan kimyasal madde listesi EK-2’de verilmistir.
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EK 1: sgRNA 1 ve 2’yi iceren pDIRECT 23C vektoriine ait dizi verileri

GTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTAT
TTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGG
CAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAA
AAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACT
CACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCATTCTAGGTACTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATA
TTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACATACTGTTCTT
CCCCGATATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCC
GCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCA
GGTCGCCGTGGGAAAAGACAAGTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTC
GCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTAT
TCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATAT
GTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGT
TCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGC
CATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCAT
GTCCTTTTCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAG
GTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTATCTTTTACGCA
GCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATTTATTATTTCCT
TCCTCTTTTCTACAGTATTTAAAGATACCCCAAGAAGCTAATTATAACAAGACGAACTCCAATT
CACTGTTCCTTGCATTCTAAAACCTTAAATACCAGAAAACAGCTTTTTCAAAGTTGTTTTCAAAG
TTGGCGTATAACATAGTATCGACGGAGCCGATTTTGAAACCGCGGTGATCACAGGCAGCAACG
CTCTGTCATCGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCAAACCCGGCAGC
TTAGTTGCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTC
TCCCGCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTG
CCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTT
AGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATTAATTCGGG
GGATCTGGATTTTAGTACTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAGAAATTTTATTGATAGAAGTATTTT
ACAAATACAAATACATACTAAGGGTTTCTTATATGCTCAACACATGAGCGAAACCCTATAGGAA
CCCTAATTCCCTTATCTGGGAACTACTCACACATTATTATGGAGAAACTCGAGTCAAATCTCGGT
GACGGGCAGGACCGGACGGGGCGGTACCGGCAGGCTGAAGTCCAGCTGCCAGAAACCCACGTC
ATGCCAGTTCCCGTGCTTGAAGCCGGCCGCCCGCAGCATGCCGCGGGGGGCATATCCGAGCGCC
TCGTGCATGCGCACGCTCGGGTCGTTGGGCAGCCCGATGACAGCGACCACGCTCTTGAAGCCCT
GTGCCTCCAGGGACTTCAGCAGATGGGTGTAGAGCGTGGAGCCCAGTCCCGTCCGCTGGTGGCG
GGGGCTGACGTACACGGTCGACTCGGCCGTCCAGTCGTAGGCGTTGCGTGCCTTCCAGGGGCCC
GCGTAGGCGATGCCGGCGACCTCGCCGTCCACCTCGGCGACGAGCCAGGGATAGCGCTCCCGC
AGACGGACGAGGTCGTCCGTCCACTCCTGCGGTTCCTGCGGCTCGGTACGGAAGTTGACCGTGC
TTGTCTCGATGTAGTGGTTGACGATGGTGCAGACCGCCGGCATGTCCGCCTCGGTGGCACGGCG
GATGTCGGCCGGGCGTCGTTCTGGGCTCATGGTAGACTCGAGAGAGATAGATTTGTAGAGAGA
GACTGGTGATTTCAGCGTGTCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTT
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GCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGATATCACATCAATCCACTTG
CTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTT
TGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTT
GTAGGTGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGGAATC
CGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACT
GTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGTGCTCCACCATGTTCACATCAATCCACTT
GCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCT
TTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTTGAACGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTT
GTAGGTGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTTGATGAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGGAATC
CGAGGAGGTTTCCCGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACT
GTATCTTTGATATTCTTGGAGTAGACGAGAGTGTCGTGCTCCACCATGTTGGCAAGCTGCTCTAG
CCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGT
TTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGC
ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCGGCGCG
CCAGATTTGCCTTTTCAATTTCAGAAAGAATGCTAACCCACAGATGGTTAGAGAGGCTTACGCA
GCAGGTATCATCAAGACGATCTACCCGAGCAATAATCTCCAGGAAATCAAATACCTTCCCAAGA
AGGTTAAAGATGCAGTCAAAAGATTCAGGACTAACTGCATCAAGAACACAGAGAAAGATATAT
TTCTCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATGGACGATTCAAGGCTTGCTTCACAAACCAAGGCA
AGTAATAGAGATTGGAGTCTCTAAAAAGGTAGTTCCCACTGAATCAAAGGCCATGGAGTCAAA
GATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGGCGAACAGTTCATACAGAGTCT
CTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTAC
TCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGG
GTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGT
GGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGA
TGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGA
AGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGAT
GACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGA
GAGAACACGGGGGACTCCTGCAGGAAAAATGGATCATTATCTTGATATTAGACTTAGACCTGAT
CCAGAATTTCCACCAGCTCAACTTATGTCTGTTCTTTTTGGAAAACTTCATCAAGCTCTTGTTGC
TCAAGGAGGAGATAGAATTGGAGTTTCTTTTCCTGATCTTGATGAATCAAGATCAAGACTTGGA
GAAAGACTTAGAATTCATGCTTCTGCTGATGATCTTAGAGCTTTGCTTGCTAGACCTTGGCTTGA
AGGACTTAGAGATCATCTTCAATTTGGAGAACCAGCTGTTGTTCCACATCCAACTCCTTATAGA
CAAGTTTCAAGAGTTCAAGCTAAATCTAATCCAGAAAGACTTAGAAGAAGACTTATGAGAAGA
CATGATCTTTCTGAAGAAGAAGCTAGAAAAAGAATTCCTGATACTGTTGCTAGAGCTTTGGATT
TGCCTTTTGTTACACTTAGATCACAATCTACTGGACAACATTTTAGACTTTTTATTAGACATGGA
CCACTTCAAGTTACTGCTGAAGAAGGAGGATTTACTTGTTATGGACTTTCTAAGGGAGGTTTTGT
TCCTTGGTTTGGATCTGGAGCTACTAATTTTTCTCTTCTTAAGCAAGCTGGAGATGTTGAAGAAA
ATCCTGGACCCATGGATAAGAAGTACTCTATCGGACTCGATATCGGAACTAACTCTGTGGGATG
GGCTGTGATCACCGATGAGTACAAGGTGCCATCTAAGAAGTTCAAGGTTCTCGGAAACACCGAT
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AGGCACTCTATCAAGAAAAACCTTATCGGTGCTCTCCTCTTCGATTCTGGTGAAACTGCTGAGG
CTACCAGACTCAAGAGAACCGCTAGAAGAAGGTACACCAGAAGAAAGAACAGGATCTGCTACC
TCCAAGAGATCTTCTCTAACGAGATGGCTAAAGTGGATGATTCATTCTTCCACAGGCTCGAAGA
GTCATTCCTCGTGGAAGAAGATAAGAAGCACGAGAGGCACCCTATCTTCGGAAACATCGTTGAT
GAGGTGGCATACCACGAGAAGTACCCTACTATCTACCACCTCAGAAAGAAGCTCGTTGATTCTA
CTGATAAGGCTGATCTCAGGCTCATCTACCTCGCTCTCGCTCACATGATCAAGTTCAGAGGACA
CTTCCTCATCGAGGGTGATCTCAACCCTGATAACTCTGATGTGGATAAGTTGTTCATCCAGCTCG
TGCAGACCTACAACCAGCTTTTCGAAGAGAACCCTATCAACGCTTCAGGTGTGGATGCTAAGGC
TATCCTCTCTGCTAGGCTCTCTAAGTCAAGAAGGCTTGAGAACCTCATTGCTCAGCTCCCTGGTG
AGAAGAAGAACGGACTTTTCGGAAACTTGATCGCTCTCTCTCTCGGACTCACCCCTAACTTCAA
GTCTAACTTCGATCTCGCTGAGGATGCAAAGCTCCAGCTCTCAAAGGATACCTACGATGATGAT
CTCGATAACCTCCTCGCTCAGATCGGAGATCAGTACGCTGATTTGTTCCTCGCTGCTAAGAACCT
CTCTGATGCTATCCTCCTCAGTGATATCCTCAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCTCCACTC
TCAGCTTCTATGATCAAGAGATACGATGAGCACCACCAGGATCTCACACTTCTCAAGGCTCTTG
TTAGACAGCAGCTCCCAGAGAAGTACAAAGAGATTTTCTTCGATCAGTCTAAGAACGGATACGC
TGGTTACATCGATGGTGGTGCATCTCAAGAAGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCTATCCTCGAG
AAGATGGATGGAACCGAGGAACTCCTCGTGAAGCTCAATAGAGAGGATCTTCTCAGAAAGCAG
AGGACCTTCGATAACGGATCTATCCCTCATCAGATCCACCTCGGAGAGTTGCACGCTATCCTTA
GAAGGCAAGAGGATTTCTACCCATTCCTCAAGGATAACAGGGAAAAGATTGAGAAGATTCTCA
CCTTCAGAATCCCTTACTACGTGGGACCTCTCGCTAGAGGAAACTCAAGATTCGCTTGGATGAC
CAGAAAGTCTGAGGAAACCATCACCCCTTGGAACTTCGAAGAGGTGGTGGATAAGGGTGCTAG
TGCTCAGTCTTTCATCGAGAGGATGACCAACTTCGATAAGAACCTTCCAAACGAGAAGGTGCTC
CCTAAGCACTCTTTGCTCTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGTTGACCAAGGTTAAGTACG
TGACCGAGGGAATGAGGAAGCCTGCTTTTTTGTCAGGTGAGCAAAAGAAGGCTATCGTTGATCT
CTTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGCAGCTCAAAGAGGATTACTTCAAGAAAAT
CGAGTGCTTCGATTCAGTTGAGATTTCTGGTGTTGAGGATAGGTTCAACGCATCTCTCGGAACCT
ACCACGATCTCCTCAAGATCATTAAGGATAAGGATTTCTTGGATAACGAGGAAAACGAGGATA
TCTTGGAGGATATCGTTCTTACCCTCACCCTCTTTGAAGATAGAGAGATGATTGAAGAAAGGCT
CAAGACCTACGCTCATCTCTTCGATGATAAGGTGATGAAGCAGTTGAAGAGAAGAAGATACAC
TGGTTGGGGAAGGCTCTCAAGAAAGCTCATTAACGGAATCAGGGATAAGCAGTCTGGAAAGAC
AATCCTTGATTTCCTCAAGTCTGATGGATTCGCTAACAGAAACTTCATGCAGCTCATCCACGATG
ATTCTCTCACCTTTAAAGAGGATATCCAGAAGGCTCAGGTTTCAGGACAGGGTGATAGTCTCCA
TGAGCATATCGCTAACCTCGCTGGATCTCCTGCAATCAAGAAGGGAATCCTCCAGACTGTGAAG
GTTGTGGATGAGTTGGTGAAGGTGATGGGAAGGCATAAGCCTGAGAACATCGTGATCGAAATG
GCTAGAGAGAACCAGACCACTCAGAAGGGACAGAAGAACTCTAGGGAAAGGATGAAGAGGAT
CGAGGAAGGTATCAAAGAGCTTGGATCTCAGATCCTCAAAGAGCACCCTGTTGAGAACACTCA
GCTCCAGAATGAGAAGCTCTACCTCTACTACCTCCAGAACGGAAGGGATATGTATGTGGATCAA
GAGTTGGATATCAACAGGCTCTCTGATTACGATGTTGATCATATCGTGCCACAGTCATTCTTGAA
GGATGATTCTATCGATAACAAGGTGCTCACCAGGTCTGATAAGAACAGGGGTAAGAGTGATAA
CGTGCCAAGTGAAGAGGTTGTGAAGAAAATGAAGAACTATTGGAGGCAGCTCCTCAACGCTAA
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GCTCATCACTCAGAGAAAGTTCGATAACTTGACTAAGGCTGAGAGGGGAGGACTCTCTGAATTG
GATAAGGCAGGATTCATCAAGAGGCAGCTTGTGGAAACCAGGCAGATCACTAAGCACGTTGCA
CAGATCCTCGATTCTAGGATGAACACCAAGTACGATGAGAACGATAAGTTGATCAGGGAAGTG
AAGGTTATCACCCTCAAGTCAAAGCTCGTGTCTGATTTCAGAAAGGATTTCCAATTCTACAAGG
TGAGGGAAATCAACAACTACCACCACGCTCACGATGCTTACCTTAACGCTGTTGTTGGAACCGC
TCTCATCAAGAAGTATCCTAAGCTCGAGTCAGAGTTCGTGTACGGTGATTACAAGGTGTACGAT
GTGAGGAAGATGATCGCTAAGTCTGAGCAAGAGATCGGAAAGGCTACCGCTAAGTATTTCTTCT
ACTCTAACATCATGAATTTCTTCAAGACCGAGATTACCCTCGCTAACGGTGAGATCAGAAAGAG
GCCACTCATCGAGACAAACGGTGAAACAGGTGAGATCGTGTGGGATAAGGGAAGGGATTTCGC
TACCGTTAGAAAGGTGCTCTCTATGCCACAGGTGAACATCGTTAAGAAAACCGAGGTGCAGAC
CGGTGGATTCTCTAAAGAGTCTATCCTCCCTAAGAGGAACTCTGATAAGCTCATTGCTAGGAAG
AAGGATTGGGACCCTAAGAAATACGGTGGTTTCGATTCTCCTACCGTGGCTTACTCTGTTCTCGT
TGTGGCTAAGGTTGAGAAGGGAAAGAGTAAGAAGCTCAAGTCTGTTAAGGAACTTCTCGGAAT
CACTATCATGGAAAGGTCATCTTTCGAGAAGAACCCAATCGATTTCCTCGAGGCTAAGGGATAC
AAAGAGGTTAAGAAGGATCTCATCATCAAGCTCCCAAAGTACTCACTCTTCGAACTCGAGAACG
GTAGAAAGAGGATGCTCGCTTCTGCTGGTGAGCTTCAAAAGGGAAACGAGCTTGCTCTCCCATC
TAAGTACGTTAACTTTCTTTACCTCGCTTCTCACTACGAGAAGTTGAAGGGATCTCCAGAGATA
ACGAGCAGAAGCAACTTTTCGTTGAGCAGCACAAGCACTACTTGGATGAGATCATCGAGCAGA
TCTCTGAGTTCTCTAAAAGGGTGATCCTCGCTGATGCAAACCTCGATAAGGTGTTGTCTGCTTAC
AACAAGCACAGAGATAAGCCTATCAGGGAACAGGCAGAGAACATCATCCATCTCTTCACCCTT
ACCAACCTCGGTGCTCCTGCTGCTTTCAAGTACTTCGATACAACCATCGATAGGAAGAGATACA
CCTCTACCAAAGAAGTGCTCGATGCTACCCTCATCCATCAGTCTATCACTGGACTCTACGAGAC
TAGGATCGATCTCTCACAGCTCGGTGGTGATTCAAGGGCTGATCCTAAGAAGAAGAGGAAGGT
TTGACTCGAGATATGAAGATGAAGATGAAATATTTGGTGTGTCAAATAAAAAGCTTGTGTGCTT
AAGTTTGTGTTTTTTTCTTGGCTTGTTGTGTTATGAATTTGTGGCTTTTTCTAATATTAAATGAAT
GTAAGATCACATTATAATGAATAAACAAATGTTTCTATAATCCATTGTGAATGTTTTGTTGGATC
TCTTCTGCAGCATATAACTACTGTATGTGCTATGGTATGGACTATGGAATATGATTAAAGATAA
GGAGCTCCGGTGACGGACGGCGCGCCGAAGAGCTGGCAGACATACTGTCCCACAAATGAAGAT
GGAATCTGTAAAAGAAAACGCGTGAAATAATGCGTCTGACAAAGGTTAGGTCGGCTGCCTTTA
ATCAATACCAAAGTGGTCCCTACCACGATGGAAAAACTGTGCAGTCGGTTTGGCTTTTTCTGAC
GAACAAATAAGATTCGTGGCCGACAGGTGGGGGTCCACCATGTGAAGGCATCTTCAGACTCCA
ATAATGGAGCAATGACGTAAGGGCTTACGAAATAAGTAAGGGTAGTTTGGGAAATGTCCACTC
ACCCGTCAGTCTATAAATACTTAGCCCCTCCCTCATTGTTAAGGGAGCAAAATCTCAGAGAGAT
AGTCCTAGAGAGAGAAAGAGAGCAAGTAGCCTAGAAGTAGTCAAGGCGGCGAAGTATTCAGG
CACGTGGCCAGGAAGAAGAAAAGCCAAGACGACGAAAACAGGTAAGAGCTAAGCTTCCTGCA
GGTTCACTGCCGTATAGGCAGCCGATGCCCTACCGGGTACAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG
TTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCG
TATAGGCAGCTTGCACATGCTCCCTTTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC
TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGCAGGTC
GATCGACAAGCTCGAGTTTCTCCATAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGT
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TCCTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAA
AATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTACTAAAATCCAGATCCC
CCGAATTACCGGTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTAC
CCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGC
ACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGG
ATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTA
AACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTA
TCCGTTCGTCCATTTGTATGTGCATGCCAACCACAGGGTTCCCCTCGGGATCAAAGTACTTTGAT
CCAACCCCTCCGCTGCTATAGTGCAGTCGGCTTCTGACGTTCAGTGCAGCCGTCTTCTGAAAAC
GACATGTCGCACAAGTCCTAAGTTACGCGACAGGCTGCCGCCCTGCCCTTTTCCTGGCGTTTTCT
TGTCGCGTGTTTTAGTCGCATAAAGTAGAATACTTGCGACTAGAACCGGAGACATTACGCCATG
AACAAGAGCGCCGCCGCTGGCCTGCTGGGCTATGCCCGCGTCAGCACCGACGACCAGGACTTG
ACCAACCAACGGGCCGAACTGCACGCGGCCGGCTGCACCAAGCTGTTTTCCGAGAAGATCACC
GGCACCAGGCGCGACCGCCCGGAGCTGGCCAGGATGCTTGACCACCTACGCCCTGGCGACGTT
GTGACAGTGACCAGGCTAGACCGCCTGGCCCGCAGCACCCGCGACCTACTGGACATTGCCGAG
CGCATCCAGGAGGCCGGCGCGGGCCTGCGTAGCCTGGCAGAGCCGTGGGCCGACACCACCACG
CCGGCCGGCCGCATGGTGTTGACCGTGTTCGCCGGCATTGCCGAGTTCGAGCGTTCCCTAATCA
TCGACCGCACCCGGAGCGGGCGCGAGGCCGCCAAGGCCCGAGGCGTGAAGTTTGGLCCCCCGLC
CTACCCTCACCCCGGCACAGATCGCGCACGCCCGCGAGCTGATCGACCAGGAAGGCCGCACCG
TGAAAGAGGCGGCTGCACTGCTTGGCGTGCATCGCTCGACCCTGTACCGCGCACTTGAGCGCAG
CGAGGAAGTGACGCCCACCGAGGCCAGGCGGCGCGGTGCCTTCCGTGAGGACGCATTGACCGA
GGCCGACGCCCTGGCGGCCGCCGAGAATGAACGCCAAGAGGAACAAGCATGAAACCGCACCA
GGACGGCCAGGACGAACCGTTTTTCATTACCGAAGAGATCGAGGCGGAGATGATCGCGGCCGG
GTACGTGTTCGAGCCGCCCGCGCACGGCTCAACCGTGCGGCTGCATGAAATCCTGGCCGGTTTG
TCTGATGCCAAGCTGGCGGCCTGGCCGGCCAGCTTGGCCGCTGAAGAAACCGAGCGCCGCCGT
CTAAAAAGGTGATGTGTATTTGAGTAAAACAGCTTGCGTCATGCGGTCGCTGCGTATATGATGC
GATGAGTAAATAAACAAATACGCAAGGGGAACGCATGAAGGTTATCGCTGTACTTAACCAGAA
AGGCGGGTCAGGCAAGACGACCATCGCAACCCATCTAGCCCGCGCCCTGCAACTCGLCLCGGGGL
CGATGTTCTGTTAGTCGATTCCGATCCCCAGGGCAGTGCCCGCGATTGGGCGGCCGTGCGGGAA
GATCAACCGCTAACCGTTGTCGGCATCGACCGCCCGACGATTGACCGCGACGTGAAGGCCATCG
GCCGGCGCGACTTCGTAGTGATCGACGGAGCGCCCCAGGCGGCGGACTTGGCTGTGTCCGCGAT
CAAGGCAGCCGACTTCGTGCTGATTCCGGTGCAGCCAAGCCCTTACGACATATGGGCCACCGCC
GACCTGGTGGAGCTGGTTAAGCAGCGCATTGAGGTCACGGATGGAAGGCTACAAGCGGCCTTT
GTCGTGTCGCGGGCGATCAAAGGCACGCGCATCGGCGGTGAGGTTGCCGAGGCGCTGGCCGGE
TACGAGCTGCCCATTCTTGAGTCCCGTATCACGCAGCGCGTGAGCTACCCAGGCACTGCCGCCG
CCGGCACAACCGTTCTTGAATCAGAACCCGAGGGCGACGCTGCCCGCGAGGTCCAGGCGCTGG
CCGCTGAAATTAAATCAAAACTCATTTGAGTTAATGAGGTAAAGAGAAAATGAGCAAAAGCAC
AAACACGCTAAGTGCCGGCCGTCCGAGCGCACGCAGCAGCAAGGCTGCAACGTTGGCCAGCCT
GGCAGACACGCCAGCCATGAAGCGGGTCAACTTTCAGTTGCCGGCGGAGGATCACACCAAGCT
GAAGATGTACGCGGTACGCCAAGGCAAGACCATTACCGAGCTGCTATCTGAATACATCGCGCA
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GCTACCAGAGTAAATGAGCAAATGAATAAATGAGTAGATGAATTTTAGCGGCTAAAGGAGGCG
GCATGGAAAATCAAGAACAACCAGGCACCGACGCCGTGGAATGCCCCATGTGTGGAGGAACGG
GCGGTTGGCCAGGCGTAAGCGGCTGGGTTGCCTGCCGGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCA
AGCCCGAGGAATCGGCGTGAGCGGTCGCAAACCATCCGGCCCGGTACAAATCGGCGCGGCGCT
GGGTGATGACCTGGTGGAGAAGTTGAAGGCCGCGCAGGCCGCCCAGCGGCAACGCATCGAGGC
AGAAGCACGCCCCGGTGAATCGTGGCAAGCGGCCGCTGATCGAATCCGCAAAGAATCCCGGCA
ACCGCCGGCAGCCGGTGCGCCGTCGATTAGGAAGCCGCCCAAGGGCGACGAGCAACCAGATTT
TTTCGTTCCGATGCTCTATGACGTGGGCACCCGCGATAGTCGCAGCATCATGGACGTGGCCGTT
TTCCGTCTGTCGAAGCGTGACCGACGAGCTGGCGAGGTGATCCGCTACGAGCTTCCAGACGGGC
ACGTAGAGGTTTCCGCAGGGCCGGCCGGCATGGCCAGTGTGTGGGATTACGACCTGGTACTGAT
GGCGGTTTCCCATCTAACCGAATCCATGAACCGATACCGGGAAGGGAAGGGAGACAAGCCCGG
CCGCGTGTTCCGTCCACACGTTGCGGACGTACTCAAGTTCTGCCGGCGAGCCGATGGCGGAAAG
CAGAAAGACGACCTGGTAGAAACCTGCATTCGGTTAAACACCACGCACGTTGCCATGCAGCGT
ACGAAGAAGGCCAAGAACGGCCGCCTGGTGACGGTATCCGAGGGTGAAGCCTTGATTAGCCGC
TACAAGATCGTAAAGAGCGAAACCGGGCGGCCGGAGTACATCGAGATCGAGCTAGCTGATTGG
ATGTACCGCGAGATCACAGAAGGCAAGAACCCGGACGTGCTGACGGTTCACCCCGATTACTTTT
TGATCGATCCCGGCATCGGCCGTTTTCTCTACCGCCTGGCACGCCGCGCCGCAGGCAAGGCAGA
AGCCAGATGGTTGTTCAAGACGATCTACGAACGCAGTGGCAGCGCCGGAGAGTTCAAGAAGTT
CTGTTTCACCGTGCGCAAGCTGATCGGGTCAAATGACCTGCCGGAGTACGATTTGAAGGAGGAG
GCGGGGCAGGCTGGCCCGATCCTAGTCATGCGCTACCGCAACCTGATCGAGGGCGAAGCATCC
GCCGGTTCCTAATGTACGGAGCAGATGCTAGGGCAAATTGCCCTAGCAGGGGAAAAAGGTCGA
AAAGGCCTCTTTCCTGTGGATAGCACGTACATTGGGAACCCAAAGCCGTACATTGGGAACCGGA
ACCCGTACATTGGGAACCCAAAGCCGTACATTGGGAACCGGTCACACATGTAAGTGACTGATAT
AAAAGAGAAAAAAGGCGATTTTTCCGCCTAAAACTCTTTAAAACTTATTAAAACTCTTAAAACC
CGCCTGGCCTGTGCATAACTGTCTGGCCAGCGCACAGCCCAAGAGCTGCAAAAAGCGCCTACCC
TTCGGTCGCTGCGCTCCCTACGCCCCGCCGCTTCGCGTCGGCCTATCGCGGCCGCTGGCCGCTCA
AAAATGGCTGGCCTACGGCCAGGCAATCTACCAGGGCGCGGACAAGCCGCGCCGTCGCCACTC
GACCGCCGGCGCCCACATCAAGGCACCCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTC
TGACACATGCAGCTCCCGGAAACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAA
GCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGT
AGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
ACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCCCTCTT
CCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCAC
TCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCA
AAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC
CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGA
CTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCC
GCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCT
GTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGT

99



TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGAC
TTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT
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EK 2: Caliymada kullanilan kimyasallar ve tedarikcileri

Kimyasal Madde Tedarikci Firma
2,3,5 trifeniltetrazolium klorid (TTC) Merck
Kloroform Merck
Etanol Merck
Izopropanol Soldex
Izoamil alkol Tekkim
Benzil Amino Purine Sigma
Naftalin Asetik Asit HIMEDIA
Sefuroksim Sodyum Deva
Kanamisin NZYTech
Siikroz Merck
Bitki Agar Duchefa
Murashige and Skoog Phytotech
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Abstract

Tooue cudiure lochogquos 1o leenalo, pepper and cpgplart wee mportaet fie the development of
discuc-ronand and high yichling vanicties, which rapaire 2 ssstuble regencrution protocal. Albough
shoot ropomcriton bes bom achieved by weng difforent explants and cylikinin drees in Salinarcor
spaccs, very fow stadex huve sepected in vilro repereration wsay st Bsscs, The coarront study
= the Snt report to compare drect shoot repencrstion capabilitee: sing oot node cxplasts = three
Solovacesr species flomato, pepper, and cuupbenl) usder three cytokmin (BAF, TDZ, and GA3)
hormene, Plastlets wore eeprnerated froe the root sode explands of tonuis, pepper snd cxgplat in
the madia costaining 0, (L5, |, 1.5 and 2mg/L of BAR, TDZ and GAL Resslts revealed that the shoot
mgeneration of ot nede cxplantx variod accondng o the spoces, cytokinins (BAF, TDZ and GAJ) and
dosss of hormons, Among e spoces, the bedt shoul ropencration was obscrvad m imako folliwal
by cagplant and pepper plasts. Whele the shoot kength was statisscally significast in oo, # was
obscrved to be ssaygnificast in pepper and epeplint. The highest sumber of Toot repescration and oot
Enpth was observal in ematoes, The rowlts obtainal from the study will contribaie o the develpmant
of waccenfulbeproducible trous cullies protocols from oot node cxplants,

Kevwords: Sedasava, rool nede cxplants, repereratnn, Wrmalo, cgpplent, popper
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Marertal and Metkod:
Plaxt Mlaterial
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mrﬂi}'tmimd.::mmuhd:rdm
wall pmm:ttdgn]hm advariage Inu:crq;utruh:-
.

A high dagres of salf-pollination and lack of peopar
mmmm.m::ammﬂmﬁr
reedivg Themefore. genedc divendy h medually
hcmmﬂ’].h:::fmm&mnhmmﬂ
Tarietes thar help aliri-aie incompanbiliy probles
betmeen maganereton protocoh amd Solwocade SpRCE
introdaced i the curmnt sudy:

Eq:ﬂdﬂiqiﬂ-trﬁuh&.hhnbunn:l.ﬂhd
that difforomt plant species here 2 diffarern rafe of
mEgenerzton ¢an fom 2 cimiler oplane  Sereral
specias of Sokesrcenc family are the target medl
inferactioos that beconw active in mmenaration. Faghd
amad Bl [23] reporied ithe use of 2 bypocoty] sxplant m
tomais. and according 1o thair resuls. the formation of
ghis per cxplanl ol sppoodissdy 3 weeks, The
ighast shoot Tas ohizmad from the mediums contaiming
u-jmg.rlmr+lll‘4uﬂum¢tar1ﬂmmt
other komd i the umae smdy. 2 highar regeromsiom
mmammﬂhummmﬂqqlmumuﬂ
loypoconyl Beddes. the lack of an addifional moeing

h[lhtmtmi'dﬁpu:ﬁﬂmummhﬂh
a:-imn:[n.n:ﬂ.}'mhn.n::atmhhpmmlﬁr

the el planes. Jelan and Hassasein [35), mepormd
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tha somanc embryogenscis from somedn nodal seqplant
and achioved woccessful reeuln in BAP comaimimg
Eerdin (2 mgll. BAFP - 00 simber of slowliesplanc
Alsn, & bac bosn reporied thar the pwedia comaining
1 penT. TAA fiovr rosoing gee thee best resulis and rooting
ouorurrad vrithoat Faxis sopplemerzion. In oo sudy;
in addities to cleaizeeg simdar raloes U7 mafl. BAP
- §4 of shootfxplard] from oot noda sxplaxts af lomr
BAP lexulc, moot crgrzogenesis ooommed in aman-fres
madiz Accopding w0 the reporied thoot regenoration
m eggplaet ucing root explent [16] obtzined thoot
regeraratiom from the callmes ucing M5 media with
bigh BAF contam An addmioral nmmemton was
mweded fir rooting fiom the shoos they olrzin I the
smiv. In o sudy. shoot regeeTation was carmied
ot ac a result of direct crganomenasis. Besder an
additiomal rooting “m:n-:nn-lhﬂur_"nm
a fom mscarchars bad meporisd olrainig pooting fom
differant ageplare axplames in an A comiainivg modia
[35] Accosding 1o the repert i cggplinl PEREnsralion
foom callus, obtiined shoot [Feram 07) o comeinizg
a high assoum of cyliinin medium [I19) However,
in the cusesl sody, averages ol 4B dhosls were
meposrand = othe ME-BOJ medmm vuh dmear
e I our e can e accribed o the pre-eatment
of explams with high coscemirabons of KIN for
1| dey which acoramed the cytolinin responss in the
pidT

The currem sosly cas be comselered the lies repon
for mcressful direct orgEogeness g & oot mods

axplmi i papper. Iz this w=y o plant mith wahle

menenc famumes w2 obnazed for nse in boocachnologeal
smiies. The mumsher of thoots regeneranon froms Toot

monds @agplaret. in pepper. 7 ohsarmed to ba lomer than
oo and eggplant This cam ba doe to the difforemce
in the: mammion mechmion of the species. I is thoagit
thai this sudy will conmipe o os of hemoone-
cell inerection: in Dwee Culree vmdie, mEsoerbon
abilicy of differeat tomes and of waccmadul
mansganic plazt provocole Iz de oot cudy, callus
forafion. wan otsanwd afier the pro-Ceatment of the
axplanit with Kin bafore ramferrng o high oytolimin
conaisisg meda. However, no shool Sxmalon was
recorded from these explamis. Callis formelion can
oofur I the presenced of pathegen mfordon woma
mmjary. bigh mmin o eqaal auxin-cyiokinin hoemsonas
in ithe e irommers [34]. The callns firertion i the Teot
mods explant {grees in high cyiokomn eeeda) b
ihe endogeoos aaxin in the plant. T ko bean reparied

hrw mamy of the rircteme] fanmes of the
lairal root mesisiom [20]. T is pradicied that nem planis
0 e produced oy ming callus-dered callus obcained
in our shudy will camee & inoease in it development
dham 1o the soong plant raient abeorpiion feebare of the:
3% Tool AT
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Root Developmeni

In the shady camisd o 1o anahoe the endoganous
mmmﬂnuﬂmnfm]m
cytelinin oo e shoots mas detarmined 14 timse moos
than e oot Roots mece reporied to hers bigher 144
coman than shoos [H] Fres cytolining m the plant
are carried fioss ol i shoots [42) On e other b,
auxin in the plast ix produred i leaf Gps [43] and womd
in tissues cloda bo the oot [+H]. In the sbwance of Faxin
regardless of the marher of cytolorirs W the: medme it
roes, doe o the accunmlafion of high i

amxin in bypocotd and root oat megons [45,
+] In cur study, bigh e s 1000 TepemeTation T2s
ohserd ' i tomate which can be linked o
the sndogsooe: amin lersl Similadly, Hlakecley [£2]
reporied that S mdio of fme LAA to iotal IAA in the
root Tegion of young shoos »a higher tham the elder
sheots wiare roonng kg Siled In the coment meul
it is thought that reot regensretion is stimmlsted by
changing the cytokizin balamcs = young sxplanis, Wit
this Tiewpoint, fhis cherge in cyokinin kel rembed
in the achatiom of bownd andegancus IAA in fissuss
and consequarcly stimmlation of mot regensraiion in
agpplant amd tomain. B was Sxther reported that the
cmq:!:hmminmﬂnc:nm'u[mmﬂﬁr

J e
and oot slomgton mey be caosed regardies of the
amhiar oxide in the medurs by the aobwmion of
mematic indica e doe o cuiting off the eeplane [47]. Tha
Jorr root i of the pepper my b doe
w0 the [ack of tofal TAA and fra IAA Alwe, acthaton
of the penas responsible for Foon CAmsport DAy canse
this condimion [45). Ovlikika asd Nowseryk; in el
regememyton smdy comducted in peprer. they mepored
that rhi=ngeredk Sormation mas oheerved In dw ndn-
comaining modia despie the abeance of leafy choots [17]
Biburtia ot 2l In am in v Tegemeration. sbady conducted
mith cotyledon neng nypocond splams. 7t v reported
thal ool rmalon was observed 7-F owesks  afber
traner of the ohiained shooes to the Faxir-comaming!
mon-raoom media (3] In o shady, it & clear that thers
is an increass in the rate of mot regemsration with the
oocurmmces of moot dexlpment o the sasty sage of
regemeration with the: reot nods explant selocted

The roots obtned from the oot node @l n
tomento and egeplares mere formed & a result of o e
copmogenssts. Fepored that o somile sbady [50] de
o OTROOgenesds ocoamed by meactiating the root
tisrng obexined from the root ceploy of te adlwady
axising markamatc ticoe wihne the Sommaton of
calles. Mehan and Hassasein [35] investigned the effict
of tomenog @xplamt podtion (hodzmeal or Tertical)
o e medn quhmmlnd.:ﬂ'm-:rmm

placed @rplamts. In additiom to the other ismes disussed
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in oo edy, the Sct tet the oot nods coplamt ame
placed rertically in the madia i thoeght to cauce de norp
roof formation by eloeving the ndogemenc amdn
hormme in the tisme to moms 1o the: lomer part of e
sl

From a &fforam pempectire. B ha beon raported
thert the tramspart of aindn and cytoldzin ssopped in dis
region affer tha oot tisme: has heen cut amd the healing
pah has bosn acthaned 31 It ks aleo heon noted ther
aftar tha Toot sxplant is isolaed from the plant. thers ame
peactically sigmificoms similaities berwern leal and soot
iz development o= o deres [51]. When concdarsd
from o perspectre. B4 thongle Dan rogather ik
all othar possibilities, penetic Inductiom may also e
irohed = v vire mgenscation ohtzized Fom oo
s,

Conclasien

The cumam smdy v condaced 1o imwstigeie
un*nm'u-rﬂphhmﬁ'ﬂnwmdn-qim:
of three different Swmacee:. Shoot remoemrion ™2
successiully parformed wivg the mom :q:l].l.u:r...-nmmg
thw species. the best thoot regwnaration mis 7ot mcondad
the cyioiomn bormonss, the most efferine hemens In
shoot Tegenamtion was desermined 2 0.5 myL BAP.

T]:Ln-i.:nm I.n:@::n»:-fd:ﬁm"trmrnﬂ.ﬂ.m1mﬂ
wd cytolamin comtam.

wis determingd a5 (243,
Tha best root devslopment 2nd slengation alality were
cheernd D tomats, nn!p].l.u:r. mdpmn:mmuh
This sudy msale impertam rewals that can e
trgeted im detwrmining bormoral changer o oo
and shoot regeoention. For thess reasonc, the curmam
surcassful and sfferns mgeasmanon method il wre
importast issues such 2s determining ployoological,
m'p:d.np:llmdmdn:ull:rhﬂ:@mmmnﬂ-lhm
TREROETROOL

Auntker Concribunon Scacement
AE and MOOD desgpsed and owlinsd the rescarch.
BICCE s MIDE comducted e cuperimems. EC, MM,
SA and MO aralyzsd the daa, deafisd and alned e
mamuseript and anah=ad the data.
Ackmowledpements

We would ke o thank Di Ceman YOksel Owsten
fior her techmical suppeort in tisme: cakume shudies.

Conflict of Interest

T diithiors declire no coaflicr of imlorel



The Comparienn of Regeneration. ..

A1l

Diaca Avmilabiliny

The dria from the sudy mere prosentsd I the o
i rables sl diguses

Beferemces

I GURIS L, LAaNHOWA Z, FARAGH I JUREEOWVA
£ Effect of growik wgehioes o shood indeciion amd
plant rpereraisen in lenalo |Lyeoposwon ssedenfum
Whillh Hiologee- Brabisava, 59 3), 405, DHd

EHAREMA B, SRIVASTANA DL In weies  plant

remncraliim from cmyleding anl hypoosivls e of

e Soksen buooperssoam L. o Solan Vagl Yogoks,

3 AL 151, 204

OER €, SULTANA 5, BHUI'YAKM MBS, SAREER

KK, FAFEY A5 In viteo pland regenceation of wild

capplant (Solanmuom ssymbralolum) o produce lange

menber of nedsiocks e fomaln !;:l.l'h.g. J-u.lrrnll off
1 65, Inia
CHAUDHURI K., GHOSH B, JHA 5 The mok a
11l mew e of wdlls lie high-lmequency
reprneralion m Tykephor indiea 23 (103, T3, J0id

HEGDE %, PFARTAF B35, YADAY EC. b wm

mpeneratim of Comicsm  (Cpmcwm asmuun L)

from  cofyledon cxplante  Inbomisesl  Journal  of

Curresl Microbiology and Applied Sciences, & (5 125,

1Tl

O PO, LEE FH, CHIN CK, SUBRAMAMIAM 5.,

CHEW, B.L. Shooi lndection mn Whiic Eﬂ#.-:il:.'h'mu-

mwlampera L Oy, Bulst Petih] usag 8- Bene

anl Kmelin Tropieal lile ssmess eosarch, I (L, 119,

A,

PSRRI A KL, TRATEOW A F, KOLEVA GUDEYAL

L Evahaiion of asdmgess comprienee of  Siforeni

Pepper, ot anl cgepbnl peredvpes. in Hook of

Proccodings™  Inirmioeal  Scenisdc i

Sympoaiam” Agrosym DU, Faoulty of A priceliure, East

Sarajeve, Bomia & Hercoporvina, 525, i@,

CHOWARSKI 8, ADAMSE]D Z, MARCINLAK P,

ROSINEE] @, BOYVDRGOZEL E., BOVIRGOZEL

K, BURD 84 & review of bamsecticidal scirvily of

Sobarmrrie alcabotde, Tomires, 8 {3, &0, M.

RERMA F1, CORKEA LA Exiracios de hojas de formic

Lyeopenicen ssulentum oo Egoinkbabalores de Aum

cephakstzs I1 (3), 142, 2id,

L SAMUELS 1 Biodreeny of fod spooxs of the
Sk (wlyt o prebminey oo imenlory of
subizmily Solommless. Besoueers, 4 (21, 277, BHA

. GEBHARDT C. The hmiorical mie of species from the

Sobirscese plant Genily in penets: eescarch, Theoretaeal

and Cienctscs, 139 {12y, 2281, 204,

BLITH M, SERRLA Y., FAGES L. Ront sysicr dovel opmene

anl ipchalefun: in verssm ol the Sobmecac

Garmaly. By, 91 (KL 285, 205

13 KHAM H., SIDGKEUVE L, AMIS M. Thidmreros mdueed
armmanm 50 (5L T, Dios,

14 B0 REGD ER. D REGD M.bi., FINGER FL.
Pemlwition il beszdng of chilli peppers (Copacsr sppl.
Cpringer. 2014,

15 GROFEYA S, TOIMEOVA W s witm in

1Z.

112

plmi-regencrmnis. Electrons: Joumal of Bielogy. 1141} 17,

I, HEIDARI-FEFREH Aa, SHARIATPANAHI ME,
MCHISAYT A, EALATEIARI 5 Eshascoment of
murospae  embryogeness ishelin and plandel
regsrealin of sweel pepper | Copacn ammauen L waing
pubrescine sl ascorbss scid Probopkeema. 356 (1, 13
iU L'

I GELINSES M., NOWACEYE P s witm plat
regeneration of 4 Capskum spp. genotypes usny diffceesd
cxplant Tiekzd Jouemal of Badogry. 39 1), &0, 1005,

4. EIM H, LI 1 Loafmduced calls formstion i fwo
culirvan: hol pepper ThE M e bell pepper “Dempacy’.
Fland & hebavae 14 (7), 604016, 200%,

Po D 'V, Al HOL, LI S0 GU KB, CAD YA
Bespomse of yickl, quality, waler sl milrogen s
cifcxney of main it diffecnd ke of waic and
niémgen umder doip Trguioe @ Moribwesion Chis,
Joumal of inegraine agreallure. k155 1153 0L

M MOGHALIERE RE., SANEOEA H.,, FUITA K. Plei
regerezalion fnem bypoeoly] il astviobn coplant of
Lieruabs | ceculenom NEILL 2543, 639, e

21 VIKRAM, G, SRIEANTH, K. SWAMY, B Effoct
ul planl prewth sopulabors on @ saliso orERUEsTEsls @
culinaicd lenalo {Salmaer hnspooran L 1H), 263,
Tl

2T MAMIDALA P, NARNNA ME Efeci of goolypr,
cxplant sounce aml medism on in viln: rogencratEn of
lenabe, A, 45, B0

21, RASHID B, BAL 5.5, Effodt of bonmones on direct shoot

Fhﬂﬂ hyperiuiyl cuphets of Bomate I {1, T,

24 PERES LE., MORIANTE PG., YEOCHI O, KRALS
LE, WaN SLUYS MLA. Thont regeneration capacily from
ks sl transgenic hisy eoids of Geralo callivers sl
wilil related specics 85 (1L 37, 1N,

25 SHIVARAL i, EaAD S, Rapal and cificini phisi
regrrezalin of cyppland (Saleawm melogena Ly fnom
il leal 2l

26 FRAMELIM 1, SHEERA ., LAESHMI SITA G
Eeprnezation of ggrplanl  (Soluun asclaspeno L fnom
o nls Flani DMy,

2T, SARKER E.H, YESMIN S, HOOUE ML Multsple shoaol
mﬁlﬂﬂilllrsu#l'lﬁﬁ'mmm L bl 535

b

25 MIR KA, DHATT AL, SaNDHL 15, GOSAL 55
Cienpdypr, caplani and culere medbum effecis on samaiic
cobrpopenomn mogeplnl (Salmar mckogsena L 8
(5L 182, TMIE

2 EAY BP, HASSAN L, SARKEE K. ln vitm collivaian
and ecpemcralion of Sefonuws 1L s slerm,
rood mrsd kel BilL 4% 3L

3 MUURASHIGE T, SKOHT F A revissd medemn for
ripid prowlh gl o aeerps with Esbseee lssse culfures
Fleysohga planteum, 15 (3 475, 196

Al EVAMS D, BRAYD [ Fhenotype ol gesotypic stabiliy
ol Epswe culforad plants, in Tiesse cullure as a plinl
prahaiin syslan fis heriruleal copm. Sprisgge T4
1954,

AL SRIVATAMAKLL M. PARE SH, SANDERS LR,
SALAS LG, SMITH B.H. Neliple shook regeneraian
ol keral (Abuces cearabimes L fnen o shoot spex
culture syslem. 19 {13y, LGS, Do,

31 MOHMEN D, MNevel coperimental  syslems  for
determinamg cclhlar compeioncs anl delorminian, =
By of seeniiious ool formoeien. Springer. 37, 1904,



40k

ez MLC., et al

34 BHATIA B, ASHWATH K, SEMARATNA T,
MIDSOEE [n Towee cubure shedies of  omsks
| Lyeoperiiun cecubmlnl T ilL |, 10Bd

35 JEHAM 5, HASSAMEIN A, Hormonal reqeimcmenis
Izigper dilferenl onganogenic pallrviys on omelo sl
cuplant 4 (1L 2118, 1003,

36 ELUMAR 5. A review m cthne-medicinal propestics and
plml lmge cullure of hgh wale abascoms plant, L
Fryted, Kes 30 (21, 63, D00

IT. BHARMA U SINGH B, RALI P Bogeseraiion siudy m
Slorum LT

35 SIDHL !|.I.. DHATT A, SIDHL & Fank

:':Fn'ﬁ-
ru,ﬂiﬂ(.'iphm.nm'ﬂmrﬂLl:Amml.’llﬁthq,

n IH.ELH:'I'LI B, SLMGIMOTO K, IWASE A Fant callus:
mechanpm of mduciion snd procan., 15 U, X5,
i LN

4L ATTA K., LAUREME L, BOUCHERDN -DLIBLISS0N
E, GUIVARCH A, CARNERD E, CGIRALIDAT-
EALUTOT ¥, CHRHAN O Plurpeioncy of Arabidops
by ity explants grisan m vilne, 57 ), 65, DA

4L TRIPUSOVEC-MOssCILOY 8, MOTYEKA VL

DRAGKCEVE, LE. PETEN M., JEVREMOWVIS 9.
NALBECK L, SUBOTIC A Endogrnous
in spmiancoes by Cepd Rafr

plts grows m v, kursal of Plhai Gnrwth Bogulsas
50y, 548 Nk

4L BLAKESLEY L Auxnm mchsbolem amd sdveniiboms
rood iraliativn, in Hicksry of sdvenlilins mesl formation
Spminger 141, 1994

4% ALDNI R, SCHWALM K., LANGHANS M. ULLRICH
C.L Ciradiua| shafts m sites of frec-auxin prodectan during
leaipranondivm . devclopenl snd their eole in vascular

113

ddllorentiion nd kal msphogmess in Anbulopss.
Plimsta. i {50, &40, 200k

24 SCARPELLA E, MARDDS D, FRIML L, BERLETH
T. Conipel of kaf vascube paifcrsmy by polar ausin
transporl. (enes & developmient D8], DOLE, Bishe,

25 ATHAKIEAN E., SIVANEALYAN] W, IAYANTHI M.,
COVINDASAMY W, GIRLRA 5. Cenetype specific dhiots
repeneraian [nom thilerenl explaats of oealo (o
Sewprrnivwn L wsing TOE. 143y 107, 2001

&, KUROHA T, EATOr H, ASaMI T, YOSHIDA 5,
Kakialn H., SATOH 5. A aes-restn ribossdc i ool
aylem sap ncpinely ropulales adventitans nesl formualien
an cucunber hypoeotyle. 53 (378, 2008, o,

41 MARHAVY B, MONTESINGS 1O, ABUFEIMEH A,
WAk DabME O VERMEER LE, DUCLERDD L,
ml'i..i'l.'-rﬂcdlcli:-iuhr:mh-—h-
puidal Biphass: mede of laleral rool indizdam, M0 i4), 471,
s,

&1, HEISLER MR, HaMANT O, EKEUFINSED P,
UrTTEWAAL KL, OHMO O, MWESsos  H,
MEYERIWITE EM. Algnment betwoes FINI polanity
arel micmiubuke iicnlatan @ lhe e spral merislon
reveaks o light couplng botween marphogencuis snd susin

s B, J0i

2 BHUTIA KL, MEETED W, EHANMNA V. ln vitmo direc
mepemcraian of Dalle Kheroni [Capscuns snmus) fom
sibcylic acd trealol eaplints, karral of Phamacogry
arad Phylochemsdry. 721 1008, IWIE

Sk ZELCER A, SOFERMAN O, |ZHAR 5 Sheol
myenerian m ol oulleess of Soliseese. 1 (5), 152,
I\

. MELNYE CM, Farmt grafling: imighls islo fisue
mpeneratan. Kepmeralion. 4 (1L 3, 1000



e of Agrcumacl Soencms (o bilmder| Devgad
‘.v.--",uxn‘,*;

WONE ) 306 -

Journad of Agricdtusal Scences
(Tarin Bilimken Dergisi)

..6

~’_‘?l . AL

J Agr Sd-Tarim BN
@{S5N. 21489297

jasankara sduly

<+

B0 18 1A fwauma U
s

JAS

Identification of S-Allele Based Self-incompatibility of Turkish Pear Gene Resources

Merve Dilek KARATAS* . Natid HAZRATP O, Eagi OGUZ* 0, Caman YOKSEL OZMEN®
Serdar ALTINTAS 0, M. Emin AKCAY*, Ak ErGOLY O
 fow Yocsech T Dy, Facaly of dgrialoury. Diparmment of Agrcalowrel Susechaakyy 45090 Nagha Foe TURKET
b dstore Dy Banchbogy Iusew. 08155 Kegiérwn, dukareTURKEY
* S Dvirensity, Faculy of Apricslure, Diparsment of Agricaiurd Boon tuakags 35100 Siry. TURKET
‘M‘ of Turkey Abwiary of dgricadonm and Fareary, Al Nordoure! Conrad Rosearct sy, Ydora TUREXTY

ARTICLE INFO

Racarch Articke

C keg Asthoe Al EROUL,

Recened: 10} OO Revied: 99 Aprd M21 | Accepiad: |1 Aped D21 Onfine 15 Masch 2002
ABSTRACY

Self-mcompatbity 1 coenidered to be 3 growib-Semting factr 1 frus

In paso wifh honopbrodes flowes, S-locn (Salick) bae
:qdbﬁd&wdhﬂcdd
lﬂh-ipviﬂbyﬁ'-ﬂw Par (Pyrn comwsnte

of poduct, In 180
L.} beloags tu the Pamasdvar fros the Rssscmy fanly and = fousd 1o it

penatypes, the &, allcle was the most enc with 83% frmquency,

huve great penctic potertal m term ol acolegacal fonra i Tarkey. To
cxtblobod scrom the coustry and Asunt Sotcabarad Cotrod
Research duntsce-Yolovu colloction 1 commiderod = bark.
mdtﬁhh‘ﬁ&tﬁm

whilc the % allcle wan the st common alicle with 2 rate of 4%. o
allche coesberation with 3 ratz of 18%, aad tnlatena] slicle combantaas
(5-5-5; asd $-5,-5,) were obacrwed o 3 ot of 1% Fndieg of the
ot rowcarch will crable e dassficios of he oueral and the
swdywed reatenial o likcly 4o be used 12 beoodng seadion 30 well 2 por

s teleraace, wif-mcompatibilay, prafting i iy, o) o of
v A poly ey T
However, w aur knowladge, this collecton b not b charactenized

Keyworde Poar geotypen, sif <xcompatibiliey, S-afel, PCR ampildication

v

© Ankcaa Lnvencty, Facalty of Agncalare

L. Introdaction

Pet (Pyrss communts L), Is common Suir grown in almost all moderate clavates especially = BEwope and Asia. |s Terkey,
Anatolia ares Is considered a5 the hosneland and/or divessity centre for masy fruit trees. About 640 diffesest pear genotypes
have bees found is the country. To protect Sese pese sowrces, local nosisated gesotypes in different eco-geographucal regioes
have bees collecied and protected within this sres (Akgay et ol. 2004).

Selflacompatibilay (SI) in flower-bearing plosts s koown as o fulure = self-femilization, which may be contrallod
geetically. Self-scompatibility is known s an enfavowsbde feature in successful ferilizanon wed frae set. This phesomencn
his beea found is mose than 100 plant famibes and has bees repoeted in nearly 400 of plast specass (Igic et al. 2008)
lsvolving some mape crop plants bike pome, potato, canola, coca, olive, stone fruits, coffee, et andior wild relatives of the
mentioned crops. In the sajonty of plasts, genetic costrol of self-incompanibility ks dose by o single swdnalelic loces samed
S-locus however, costrol of the sysiems by two or more Joct s some crops like grasses his also bees idestiffed (De
Netuncourt 2001 ). Detersssants of both female and male specificity which thew prodacts are expeciod 10 interact sad operme
the functios of self or non-self-distisction ase encoded by the S-Jocus (Iwano & Takayura 2012; Mefioz-Sanz ¢t ol 20200

Depesding 0o the functicn tete of ®e genc in the stamen, most S types cas be categonzad o gamesophytic or
sporoplytic. Is spocopyte self-incompatibility (SS1), detemusation of @ SI phenotype is defined by the pload genotype of
parcnaal oo polien-donor plast (sporopdyic) and s gamesopdyue S (GSI), the SI phenstype is determssed by the pollea
grmetophytic haploid penatype (gameteplivie) (Hiscock & Tubah 2003) At the molecular level, feee mechansms of de S|
have been identified. la Srasdoavene, sporphytic sell-incompatibality (SSI) has bees idennfied while two separate types of
gaetophytic self-incompatiality (GSI) Inchading S-RNase-based S widely clucidased = Solunacvae and Rosacese, and the
Papaver bised system relating 10 the programmed cell death (PCD) (MuBioz-Sase et al 2020).
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In G50 which is consdensd w be the mosl prevalent type of 5L e cross becomes completely eompatible when the male
paent [haphosd polles gesome) md female paren (diplosd peail genene) comain entirely dispante S-gemotypes Wwithowm any
comvmon S-allele (for maanee 50280 S50 In case one S-allele b shared by the parents (B instance 5.5 1 3150, prozesdisg of the
polles twhe conaning the sodar allle bs inhibied by piail and , the eros s considensd 1 be semi-compatible.

, in e e samne Salleles are comied by the parents al the sell-mcoenpanbiliny ke | for issmsee 551 5,50 growth
of e polles canned be happesed on stigea. In other wosds, i case pistil-podlen couples di not ischade de same alleles, include g
beast one similar allele, or include severl alledes, full compatibility, semi-comgpatibility or mcomgatibility i encoumensd,
pespectively, ks ermees with the semi-companble behaviour, balf of the exsaing podbers are inkibined md coubd affiecr the vield
and freir wei sigrfleamly, for exomple in Japancse plurms, Furopean pears ssd spple (Schneider en al. 2008; Flsovich e al. 208,
Ciokiway o al. 3008; Separ et al. H08) Resalrs of dee incompatibility are observed is minimum seed set and comsseyeestly, higher
patess of sl frun formetion, wd vield los

i ogplics similer in diffesent mxa to specify the i PEjectsos i, the sechanism elabomtion
dﬂ'&l‘iqﬂ&:ﬂﬂu Ilﬂﬁﬁlkﬂmmgﬂﬂ mmmﬁiﬁdh%mﬂnﬂ
of polles-expresing SFHR Etuﬂihﬂ F-Ror Breskers) and o pistil-expresed S-A¥ase pene. Pistl-expressed ghycoproeins
which show ribosuckease setivity ane encoded by SRNase and they function e exwerely selecave cyoening which resub =
ighibition of pollens permsation and growih whes pollos ssgle S-haploavee comesponds to one of the dipload pisnl S haploaypes
(Sampol & Robbire 2008; Gao et el 200 %; Clacseen et ol 2009 Mufoz-Sanz et ol 2020} Asother is an F-bon protein gene which
i distinetly expresed is palien, & named S8 or SLF acoveding 1o the fusvaby (De Franceschi e ol 3002; Bagheri & Frabadi
20019 Muoe -Sanz et el 304K

Aublity v pradict the penose aucosre of the pear Slocus has been performed using BAC clonisg and ssquencing i the
Jpancse pear |Pyes perifolia) (S @ ol 2007) This was the fist sely w reveal de oxigence of severnl SFRE geses
sursousding the S.RNace. Comparing the penodi sojasce savoundsg de 7 el S0 clucidated meansgiul chasge
im e onenation ssd position of de SFRE genes in pear S-haplotypes compared w the S-ANose pene (Dkods e al. 20015
Claessem en al. H¥ Q)

In Aerinevae ol Solonseene, Shaplonpes have 1o w20 SEF gene seqeences which collsetively connbuie w51 function of
the polles (Kubs @ al. 2000; Kebst @ al. 300 1; Williasrs e al. 304 Mufoz-Sanz ¢ al. 30000 Segeesce alignment of the §-
Mtosr mms acsld pevealed fve regions with the conserved charscteistes (e 1, C2, O3, C4, and C%) along with a highly
wigmiable regon. |n additon, & hakly polvenspic @won koansd berween B U2 and C3, b found @ the byper visabde reeon | De
Framoeschi et el 3K 2; Baghen & Ershadi 2019,

JPAGE [Two-dimensiosal Polyaervlamide Gel Flecroploresis) nchmgee bas boen med o detemine mestiossd §-
gemotypes calier. Despite being o S wchnigee, @ is not preferrad by plost beeaders bocause it is not a relioble and ey method
[ lshimize = ol 1996 In the following years, PUR techniges was applied w sdesuify prowscied suclestide sequences of S A0
Fueckeselli e al. (HH2 ) isolasd 3 Sallels DNA fragments in Japasese pear md proved then their ssqeences wre smlar wo that of
detabank sequesces. Amosg them, & Sallele fagmests (5, S 5, 55 5 and 55) have bees cloned and sequesced. Using these
alleles, the S-allzle genotypisg wis perfonmed in 10 pear gesatypes (Baglen, Cascade, Dovennedu Comice, Abbe Féiel, Beurst
Blardy, Pasee Crassane, Conference, Bowrd Boee, Max Red Banlem, Flens Morettini), and de mobeculor dam obimined were
cosdineesd by Aeld erossing relis. |s the study, PCR based S-allele gesoryping m medecular level hi been shows i be more {ist
and valid method for Europens pears.

A similer resull was repomed by Soseol & Robdins (200), thal partially S-genotyped Feropean pear cultivars and seml
compatible letcrmees of these cultivies resubed in the idesnfication of 14 Salleles (5 w55, ot the phenotypie level and allcle-
specific PUR lad o e distinetion scros 5 RNaws dal yickied woplificoes producs with seeler size using appropoic
prmers. The authors coseluded that these o procedurss presemed o em for Ssrimineton of ol fumses Salleles in
Europess pear o the molocular level

Adthoegh sl palimation could beve socumed in pear, the commencial-scale prodection depends on e cutaence of af lest
ren simehaneously flowensg comparible cultivars 1o ensble approprisse ssd effective eross-fenilization so, exploiveg of sl and
ishE-comgatible cdtivies gre imporiant for econose fun s (Zieonich o al 2000 Coldway o al. 2012 b eddinon, & le
decades, repented use of scaml numbers of cultivars in frun heesdisg programs led o Ecreace in os-incompanibiliny propey s
well 5 o narmow gesetic hase in new pear vamenes [Sanzol & Hemero 20002 Baghen & Ermhadi 2019) |= this poim of view,
idemtification of de S-genotypes of de given species is mponant for revealing the species md mier-species ferilzation bology
b proper uilizatios in heoeding programs | Qe of al 2004).

Abhough de incompatibility has been investguied in masy pear germplasms, no findings relaeg o de self

comvgalibiling incomparibility have been escomstenad in genotypes of Turkey. In this paper, we evalumed the Sallele profiles
of the pear gesorypes of Turkey national collection in terms of fertilizatons biology.
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2. Material and Methods
2.1 Plaw marenal

180 pear (Pyres comwanis L) genotypes were obtaned from $he Atek Homicdteral Central Research Insuosse, Yalova,
Turkey, as plant manerial (Sepplementary Table 1),

Table |- Primer sogoences for allcke-specific PCR

Pryver Forward (5.3 Reverze (5.3 PCR nrodact 1ize
Aras* syt o aca prc iy locace i pociylily 36Tbp
Arast gt ppcclicasacyacy gl R s sty MThp
Pra§* lcacocaga sl poactastye ceaglgpoctiiytiticosas 382bp
PyranSe** stcira oy Hleaoce ccasci paactiteaniyal 218

*: Ddvawecrs ot ol (199V) "% Naahizm o al (2009)
2.2 Polywerase chaly reacrions (FCR)

Genonue DNA wis isolaited Som the pear leaves sccordeg to Lefor o ol (199%). Desermasation of the DNA quastay was
performed wiag Nanodrop ND-100 specrophoscssetes and extractod DNA was checked on 1% agarose gel

Allcle-specific pramers were applied for ideatidying the sinale wlieles (80, Sa, 8, 50). Necleonde sequesces of Pyvusde,
Pyrusde, Pirushy, and Fynase pamess were obtused accordeg o Ishimezu et al. (1999) and Nashima et al. (2015)
respectively (Table 1) Opessizstion of PCR (BoRad T100™) was conductad tor wsed primers as follows: 3X PCR reactivn
buffer, 25 mM MgCly, 100 pM ENTP, § pancd peimer, SU Tag polymerse sad 50-250 e of genomse DNA was performed at 2
roal volume of 15 ul. Negative costrol was condected for comrollag cach PCR contamssation. PCR program was performed
as lollows; 5 nunutes pre-desatumtion at 9 “C. 10 cyeles (94 "C 1 oiag 65 °C 1 s 4550 72 °C 2 s, rodecing the sescaleng
temperature by 1 *C each cycde), 20 cyckes (M4 °C | misc 30 °C 1 min 45; 72 *C 2 nus) aad final exieasion was performed a
72 °C for 10 minwees.

2.3, Bvalvanos of S-aleles according to hand profiles

Amphified PCR peoducss were sepasstod by 2% agarcse gel dectrophoress along with DNA marker (Solts Byedyne) = 100 V for
| howr and thercaltter, DNA basds were visualeed using o visualeatson sysiem (Gene Genus Bio lmaging System) (Figure 1)

. — - D - —

Figure - Examples of S-allche-specific POR amplification imsges (50, S §- and So respectivedy ). M: 100bp DNA Isdder
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Abter sgarose @el visuahmabon, genotypes with 367 by (hase pairs) an Pyvuad; pomer, 347 bp in Fyrsddy primer, 330 b @
Prurhr primer. and 71 bpom Posols firimer wess s ldesnd sdlinonmparids oe the welevam Calldls Sllele diombaas
features densmised by Broothaes el {199 ) asd R &1 al. | 199) bave been considersd is svalustion of the resulis.

Among four Soalleles, genoiypes with o least one-two of which were sccepted = semi-compatible, gesatypes withou
amplified fagmens were inreduced s compatible, and S genatypes with three S-alleles sre cossidered o be incompanihile.

3. Results wnad Discussion

By idennfying self-imcompanibiliny in genotypes @ medecalar levels using S-alleles, findmgs of the pewr gene resources bave
been revealed in Turkey | Supplesemmary Table 1),

3.4, Raelarenship of compaaibiliny awd gemenic smilaris

T by of ¥ abova pear genodypes named “Ciddsabe (Malarya)™ and “Giisele™ | Alcay eral 2014), dowed o posses
ni similar Salleles and were detemised w be semi-compatible.

Acooading to Akgay of el (2004 ), <150 557 {1-3)7 and “280 $47 {3-3)7 penotypes wilh @ s lanny rae of 91.7% were
obsereed io contain same § allele (%) Ak, in “Bey Armude™ and =167 penotypes, with 91_T% similarity, the fist penaotype
commined 5y allele while de other o was idenndled w be whole companble [Sepplemenmary Table 1),

1.2, Relartenship of compeibiling e rripladch

In a mal, genetic analyses using 15 SSR kel in 11 pear genotypes revesled presence of theee alleles in 4-10 loci, and these
gemotypes have been ideniified as powsnal wiphod genoiypes (Akgay e al. 2004) In the currem sudy, high variasnos of S58
alleles desected carbier, win nod ofserved o incompabdaliny alleles and the 56 allel was the mes observed allele = Sese
wiploid meompatble gesotypes and while there was o incompaciility allele observed m other § pesonypes (A& 2411, E.
Baxbag, A 2407, 268 GFAE, 140 8ET {2-2}) the rest showed an least one compatible allele (Table 2)

Table 2- Sellincumpatibility states of triploid genoty pes in S5R anslyss

Triplwids prar gravipo in 558 Tncompanbiiye alinle FCR basra- Dnownpaiibiy s
anEiman

I ERT {3-T) 5% Semi-cumpabblc
L ERT(2-1} 5% Semi-cumpabic
AT L Semi-cumpabic
A 2404 L Semi-cumpabic
A 2400 Jalfir Semi-cumpabic
A - Compatlc

E. Budbagy - Compatdle

A 40T - Compatlc

2R5 GFAE - Compatdle

L&} ERT {2-1) - Compathlc

Table 3- S-Alleles, soll-incompatibiliny cises sl sumbers

5 atiete Namber of genotes PCR baird-Incomspatibily stabes
55 L Scmi-compatiblc
5 1 Bl commpuiiile
25 1 Semti-compatible
Tk 3 Scmi-cumpuible
55 1 B cvmmpuiiile
55 14 Srmi-cumputdlc
55 EL] Scmi-cumpuible
- 46 Comnputsls
555, 1 hncompin
555 1 R———
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To merove e knowledie of sell-incompatibilicy and its relatioes 16 many new pear genolypes, we dhasdited S-gesonpe of
180 pear genotypes and srmanged thesn hasad os their S-RNase allelss in 10 m.:-a-mpui‘hdw groigs | Table 1), Owr resulis
pevealad incompanibility relations amesg o geem numbser of pear gesorypes in Turkey with unksown previoes podlinaos
requiremists These findimgs of given penotypes will be beseficial for indicaing the polental of fertilizancs and fnen st
eslabl e thee feodaed gardens, and s:lecisg s pollmeer.

In this research, four diffepent S-alleles (5, S 5 50 whise primers have been idemifiad @ sile work (Kim @l 2000
Mashism et al. J019) were optimired md hand size of 190 pear genolypes wis determined. 130 oul of 150 genotvees whick
comtaingd o lemt one Sallde were idemified oo semi-compin®le. From e esl, 4 of which compisiss three Sallele were
desermingd o meompatible. In 6 gesonpes, it wis nol obeerved wvy S-allels and bemg differest from e othess, they were
iderified a5 compatible genotypes (Tahle 3).

5 allele wis observed with 63% mie followed by 3, with 28% rate. & was the less observed S-allele wath 4% mie. The
highesa bilaiesal S-allele combisation was observed @ 5-5, (15%), and the highest wilneal combinations were 8-5-5 and
585 (1 %), Cremsidripanne combisation wis nod ebeerved B any gemaype

In serme of 5, 5%, 5, and 55 aliels, 46 genotypes (29%) coatuined noee of them, 91 penotypes | 300 coalnined o of
therm, 39 gesorypes (21%) comtained mwe of dem, md 4 genotypes (2%) costained deee of them Ko genotype costaining all
of the mestiosed alleles was observed (Table 3}

S Lo oo worke, 14 Napasese pear gesdypes were investguted using 11 S-allels inclofisg 5, % 37 mad 55 olleles, ond
thise alleles are applicabde cffecuvely for mpid idestification of S.gesotvpes in simile pear boeading spefes, and masker-
uasisied selecion (MAS) perfomisg {Mashima e1 ol 3015). Low sogeence similanry of allele mwons (svermge 43%) md bigh
polymorphi=n in cus repoes have boes shown i the coses of high perfomasce fzaveres of these Salleles (Mashima o al
201 5). Mashizea en al. (2004) idesnilled exisiemee of pecaliar asplificaton especially berwees 33-81 °C) through variom PCR
oplsizarig waks of de 55, 5, 5, md & privers, and cbecrved endesrable fugments on sgarose gel i@ all primer pais under
10N b by ooy pessarch, these pramers were similarly eptimized wing Towh Dows PCR | Tie betweos 3365 “07) program and
soime son-specifie band was observed among PCR prosfices.

Mowndays, S-alicle gemotypisg mials o mwdecslar level have been weoclomed. Up wnl now, S-allde closing sl
seqeencisg bas been performed @ about 26 Eunspean pear genotypes. In sdditeos, genotyvpeg of 58N ganes in mon this
150 peear escdypess has been carmed our (Senzel & Hemero 0% Fuockerelll e ol 2002, Sieovich e ol 200d; Sanzol & al
20000; Takasak et al. 3006; Sanrol & Hobbing 2008; CGoldway & al. 300%; Senzel 5004 o, b Mashina et ol. 3013).

In e study, singe the high numbers of pesotypes peasess 35 allede, sothis allde was choses as the prevalent one. The bigh
ratis of penotypes bearig dhe 35 allele 1012 outof 180 genoiypes) in compamison 10 genolypes beaning 5 sl ot rwo allels,
ool ke expluined by o plosdble hypodesis that the Si-lecus s linked o moder gese or geses cscodisg an impasan rait for
pear celtivation of quality so, i could be mestised that the £ allele involved a selective preference durisg beeading. A
previous study on Peopess pears revealed thal cenis S-alldess have considerably sore Trequency, and selecion for
commenial traits was proposed 1o deseribe this resull. ks this regard, Seseol & Robbins (2008) soted thar de majority of
selevied offerng of “Willams Bos Chreties™ cahiver with PeSl0) and PeS1? S-alleles comprised the PeSiod allele ruther
than the Pk !02 allele. The auhors suggesied than dee PUEIO allele is of imeses dwoughour sebection [n sddnion, gesstic
aralyses of species belonging o disisst 1w we quite cossisent with this feasibiliny (Burke @ ol 2002; Gandhi e al 2005).
Meverthiless, it could be menioned i the kigh wse of certum genotypes is parent in brendisg programs coubd also be o of
the: regsons for the shendasce of cenuin alldles.

In o study, Williams cultivar was empdoved as & reference genotype msd displayed an iscomgatible feature similar w
previous sudies (Seneel & Herrero X021 S-allde-specillc MR analvses (%, S0 S and 5o, respectivelyl ane gives in Figure 1
aid the Williams caliver represcateg relmence genoivpe with keows SRV (Sl gove the expenad POR producs
coresponding v esch allele and after clecimophoresis, the higher frequency of & allele was sensibly distinet among sudisd
gesatypis (Figure 1) Ochedki & Brows (2002) noted tha, since specific reforesee cultivirs are ofies weed o parent =
breeding progroses of new culivies so, thew reloed S-alleles are found fregiosly m sew developed comseencial culivars

In the curvesa siudy, three alleles were fossd = the four genonypes, namely *E2480 Kinl Bldeon® and 'E 2481 Kaymak®
from Central Anmeliss region and *21" ssd “52° from Marsara regioes usisyg these primers (Supplemeniary Table 11
According o 4 seli~ceanpatible genstypes, cossidenng the propomion of regional samples, the Bghea propomion {40%) with
13 out of 52 genoiypes was assigned m de Marmars segios and the lowest perceatage with 3 out of 24 genotypes {12% of the
pegion samples) allocwied wo the Central Anatolian mgion so, more aniestion sheeld ke pasd 1o contrivance, reganding the
commenc ial prodection and orchasd design is this regios. The resahs coafirmed that the seli-incompardsility feature wnds w
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imcrease in species, which is contrary i the formes repons indicating that mest cultivars wese comparisde [Mehlesbacher elal
1941 M et al. J01H)L

Adthough svech progress has been gamed in undersanding bow the 51 symem works, mesy points of smbiguity remain aill
uncleas. B has been recenly iibsomted that the Py S1nesposse beging with the spake of the S RNaie protein from e sryle
siasus by e podlon ks in g nesealklic spocille manncr. The cary of both nescecll ssd scll S-Mhaivs e the
pollen ke, supgon than the proces of seli-recogniton whes ploce imide the pollen tube and sebsegeently resulls s mbibino
of the non-self 5.R%aces acovary (Goldral] e sl 3 De Fasceschd e al. 20013; Meng e al. 2004a; Meng e al 2004k,
Williams ot ol 3005, In Maes and Py species, te simaltaneois aiesdoses of meltiple SERY geses on the S-locus s the
pollen Sdetectors (Sassa o ol 7007) mlcarss that cack of the SFBR proteins may devect one or more son-seli 5.8 Vs,

Largeting them for prooeisomne degradanos (D Franceschi et el 30123

The recognition sysiesn has been propesed to soeur v o modeks for (51 in Py spedes. ba the fimst model, the SFEB
which sdentifies specifically the self 5-R%eie, relinquishing the self S-A¥ase imect w reect exiemsion of the
imcompatible {seif) podien vabe while mask all son-self 5-A%eses (Willams et al. 20050 In the second mode] which functies
i 1he non-self-recomices way, de mahiplex SER8s thar each distinguish and rarget o sebest o unigee son-eelf 58N o,
resalted in RN decomgosition so, the sell 5-RNaes whick are sot prodibaed led m the inhibines of sl incomparible
pollen grow (Kebo etal. 2010}

B shauld be moted that = navere, e rejection of polien s sot maly costrolled gencncally bur also b affecsed by varios
cotermal agents, like @ esviconmenial fecors and pollinases grade resuliing in selied seeds in sell-incompanible visbeties
(WVisser & Mapcuceh 1984} Ineesingly, @ cases whene pallimbon ooces by non-self pollen, e evelvemest possibilioy of
ovle o (it ds higher thas is case of self-podlination, which isdicates the atendance of additionad post-zygotie inhibimes tha
ishibin the seifed seed formanes (Mams & Lee 19930 I is concluded da this abomes could be caused by recessive

lkles combination of scommalation of low alleles e ocewr & & resub of self-femlization {Pannell & Labouche
200 3) o bt 10 the fower inmake g of plost sap for encrgy anninmest

Simuloely, crosses betwees o sesi-comgatible lines eould alss lead o sdversities. In sesi-compantble coosees, half of the
pollers beaning cemain Sogenonpe afe inkibaed, mesubisg i o limied mewber of possible S-gesorype compesiions in the
progeny. Ths “amifleial selecton™ significantly affects the divessity of S-alleles, leading w0 o reduction @ biological wmd
gemetic diversiy as well s the loss of Eeerestag traits @ pear culoyvers (Claesses e all 39

Acconding o de contens, examination of the pear 51 sechaseen reveals that in mosl cosesereial celtivars, the fruil st is
highly depend ca conss-pollmation and seccessful fenilizntion. For these resoss, incompatibility bs a system that namre has
developed o prevest the acomelation of sdverse homiygos alide Samages and 1o provide o way 1w create vareties with
diverse characieristies while mamswaining visbilny over the yeass,

4. Conclusioms

S-penotyping his mades o possible 1o clesalfy culbvars in relevant incospatibility goups cossslening theg compardalitg
relitions. Seli-ncomgatibiliny is disploved when the pollen genoiype corresponds 1o one of the pretl S-alleles. Therefore, seli-
igcompatible lines beasing the similar S-alleles by el Geation in the ideste incompardality caegory, are cossidesed 1o be
iser-incompatible, while lines fom other calegories cosmining ot least ome differest S-allele are sooepiad w be imer-
comgalible (Mufioe-Seee e al. 2017).

B slsould be meoed dhat andasdization of the S-allebes idenification criteria is esserial in varioes |oboratorics, inclefisg
ke fall segeencing of § allcles and wilizanos of te idestic primer pairs. This will lead oo easy S-allele desaificanos withoa
cimfusion md will provide valusble sformation for pear breeders (Hernam e al, 2005}, Obagined resubis in ot study make it
possible 1o orgasize the incompanility relstionshigs betwees pear genotypes with former usimows pollsation knowledse and
provede the possibilicy 1o select suimble parems in designing new orosses in pear production and breeding programs. Hesides,
thiss wenrk cobd be belpla for atber Rasoceae Suit peodects with de same challenges encounierad by peas.
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Supplementary Table I- S-allde compusitions of pear cullivars

S Culfrar mame S-limofrpe  POR B Comepaidilily soin Brpdan

] 190 BET (1T Lo Somi-tompathlc Unknown

1 1940 BE7 (31 5:5; Semi-cumpatklc Argean

3 240 3ET (-1 - Compatl: Acpean

4 r - Compatl: Mlorrrara

5 3K Lo Somi-tompathlc Marrar

& Ak - Compatl: Unknown

7 133 55 Somi-tompathlc Marrar

k] Ml GFAE 55 Semi-cumputhlc Blsck Scu

& 07 BRG) - Compatdle Black Sca

1] X1 GFAE 1) 55 Semi-cumputhlc Black Sca

] 115 GFAE 1) 55 Semi-cumputhlc Black Sca

12 A-Mi6 55 Somi-tompathlc Unknown

13 Anlavay 55 Semi-umpatklc Black Sca

la Baj 1) - Compatdle Blsck Sen

15 Bl Asmul {Malaya) Lo Somi-tompathlc Unknown

I By Armude Lo Somi-tompathlc Unknown

17 Candayal 55 Semi-rompathlc Unknown

IR Conmet { Gh Lo Somi-tompathlc Black Szu

[ E X711 Cma 55 Semi-cumputhlc Centiral Ansiclzn
20 E 2501 Ejripp 55 Semi-cumputhlc Centiral Ansiclzn
21 EZ%0T R Eifi Semi-in '] Centiral Ansiclzn
12 E Kz i 55 Sml-ruqilqﬂl: Unknown

23 Fakaz () 5.5 Semi-cumputhlc Black Sca

14 Ciltrikghars: iG] 5.5 Semi-cumpathle Blsck Sen

L] Chlirpamar |4 55 Somi-tompathlc Black Szu

2k h:lﬂi[ﬂ:p] 5i&r Somi-tompathlc Unknown

7 lmcir (Mdalatvali - Compaiskl Unknown

2R Eanlarupu 5.5 Semi-cumputhlc Black Sca
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Supplosicatary Tabde | (00w laie |- S-allele compositions of poar cullivars

N, Culérar mame S-Gmorpr  FCR bowsd Compaiibiilily sioies  Srpian
4 Earagoynik - Computsbl Mlarrrara
an Earpu Bty Semi-cumpatklc Blsck Sca
il Eiraz 58 Semi-cumpatklc Blsck Sex
iz K ipalispen Mdalatyali 55 Semi-cumpatklc Lnknown
33 Eiirc (5 55 Semi-cumpatklc Black Scn
14 Lalrpe 55 Semi-tumptthlc Mlarrrara
EE] Makitya Limon LA Semi-cumpatklc Linknon
3k Mol {53 58 Semi-cumpatklc Blsck Sex
7 Tiaryu () Bty Semi-cumpatklc Blsck Sca
R 174W (E DidAngulums 555, Semi-cumpatklc Unknown
kL) E Sanbs Mans - Compuitsbl Lnknown
40 W illcens LA Semi-cumpatklc Linknon
41 Aiki-a 55 Semi-cumpishlc Mirrrar
42 E. Bughaj - Cumpaidl: Mlzrrram
43 Ciesk - Computsble Mlorrram
4= Chitk sl LA Semi-cumpatklc Marrmara
45 Chiske sl { Madalya) 55 Semi-cumpatklc Marrmara
dh Nelabaryen | Peladod yu 55 Semi-cumpishlc Linknown
7 e A (0 55 Semi-cumpatklc Black Scn
45 |1 &R BE {(ii 55y Somi-compatklc Black Sca
49 130 RET (1-3) 55 Semi-cumpatklc Lnknown
50 130 BT (1T 55y Semi-cumpatklc Lnknown
51 140 RET (1-15 55 Semi-cumpithlc Lnknown
52 140 RET (I-1) 55 Semi-cumpatklc Arycan
53 150 ZET (1-3) 55y Somi-compatklc Arycan
LT 150 3ET{1-53 Bty Semi-cumpatklc Linknon
55 150 BT (I-3) S Semi-cumpatklc Arycan
5h 172 3T (X-1) Bty Semi-cumpithlc Aryoan
7 150 3ET (6] Bty Semi-cumpatklc Linknon
k13 &0 2ET (4-Via 55, Semi-cumpatklc Acyzan
L1 B 3ET (T LA Semi-cumpatklc Arycan
11} 1500 RET (1.1 S Semi-cumpatklc Lnknown
&l 1500 RET (1.5 55y Semi-cumpithlc Aryoan
&2 150 3ET (1T} Bty Semi-cumpatklc Arycan
%] 1940 BET (4-11 Sl Somi-compithc Argoan
a4 1’50 3E7 (6-1) LAl Semi-cumpatklc Arycan
&5 i RET (-1 Sl Semi-co c
sh IO RET(I-3) 5l i:l:.l-ruqi'lqﬂ-l: hqm.ﬁ.:!:l:l
&7 Mo 3ET (14 LAl Semi-cumpatklc Arycan
1] 00 3ET (1 1-h) L1 Semi-compaith e Argoan
&9 200 RET (I Sifi Semi-cumpatklc Arycan
a HI:IHJEI-]?I 555 Semi-compatklc Argoan
71 200 3ET (44 LA Semi-tumptthlc Linknon
72 200 3ET (4-5) LA Semi-cumpatklc Arycan
T3 I RET(I-1) i Semi-cumpatklc Acyzan
714 IHRET (1 S Semi-cumpatklc Arycan
15 I3 RET (-1 S Semi-cumpatklc Arycan
Th 140 AET (3-1) L Semi-tumptthlc Aryoan
7 Ax3 S Semi-cumpatklc Lnknown
TR &1 i Semi-cumpishlc Linknon
9 A& 1401 Bl Semi-cumpatklc Lnknown
an & 140 - Computsble Linknown
il A& 14 S Semi-cumpatklc Lnknown
az & 411 - Cumpaidl: Lnknown
a3 & M2 i Semi-cumpishlc Argoan
a4 E 2470 Kokmity Armul LA Semi-cumpatklc Linknon
as E 2484 Aapa Sl Somi-compithc Argoan
3k E 2467 Bakhran Bl Semi-cumpatklc Ceniral finaiclsn
7 E2430 Eunl Baldiran SiRie lrzompatibe Ceniral finaiclsn
AR E 2481 Kaymak i 55 Irexompatibe Ceniral finaiclsn
L1 E 2493 Kighd S Semi-cumpatklc Ceniral finaiclsn
i E 2516 S Somi-compatklc Central finmiolon
a1 E 2539 Baryroai S Semi-cumpatklc Ceniral finaiclsn
22 E 2580 Dhalkoran 5 Semi-tomptthlc Linknown
a3 E 2541 Ajm S Semi-cumpithlc Ceniral finaiclsn
a4 E 2547 Anmul L Somi-cumpatdlc Cepiral Anaiclon
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Supplemcatary Table | i€ onlinue)- 5-sliele compositions of pesr culthars

N, Coliiver nemr S-Grnuhypr POR bors- Com panbidine wafin Replm

s E 2558 Hocacul - Compatible Unkniram

b E 2557 Mustafabey 5 Gemi-compalible Cenitral Aradolian
w E /inksra 5N Semi-compatible Cenitral Aradolian
b [E {wcsiin L Gemi-compalible Cenitral Aralolian
L] o L Gemi-compalible Aanmoe

100 13 5 Gemi-compalible Unkniram

1ol 14 55y Gomi-compalible Unkniran

o I8 55 Gemi-compalible Aanmoe

103 19 5 Gemi-compalible Unkniram

o4 n L Eemi-compatible Sunmea

0% | 555 Incompalible hdarmoe

106 an L Gemi-compalible Aanmoe

T k-] 55 Gemi-compalible Aanmoe

10K 41 55 Gemi-compalible Unkniram

0% 43 L Gemi-compalible Aanmoe

1o 13 - Compatible hdarmoe

(1} [k ] 55, Semi-compatible B

112 3 BC 55 Gemi-compalible Unkniram

113 P58 5 Gemi-compalible Unkniram

114 F5.21 - Compatible Unkniram

115 Tharegron [Makitya) L Gemi-compalible Unkniram

116 Ainder - Compatible Unkniram

117 ISFERT {11} - Compatible Acgean

11E E 2545 - Compatible Unkniran

1% |4} ERT{2-5) - Compatible Unkniram

130 |4} ERT{2-Z) L Gemi-compalible Acgean

121 [E 2533 Sar Armul - ibc Cenitral Aradolian
122 E 5% Kis Armumlu - Compatible Cenitral Aradolian
123 E 24 K. Arnut 55 Gemi-compalible Cenitral Aradolian
124 52 LA Incompaiibl: hdarmoe

12% ERT{2-11b - Compatible Acgean

126 2 ERT{4-5) Fafa B iblc Unkniram

127 F5ll - Compatible Unkniram

12E B - Compalible Afanmor

122 4= - Compatible Aanmoe

130 1M - Compatible Aanmoe

131 E257H Fafa Somi iblc Cenitral Aradolian
132 N ERT{3-1) - Compatible Unkniram

133 A GFAE - Compatible Karsdemix

134 285 GFAE - Compatible Karsdemix

13% A 244 Fafa Lemi-compalible Unkniram

136 I} ERT {3-h) 5 Gemi-conmpalible Unkniram

137 il Fafa Gemi-compalible hdarmoe

13E I ERT{2-5) Fafa Gemi-cumpalible Acgean

1% lh - Compatible hdarmoe

150 P52 Fafa Gemi-compalible Unkniram

141 14 - Compatible Unknirem

141 Alln L EL T Gemi-compalible Unkniram

141 522 Fafa Gemi-compalible Unkniram

134 A4D LELT Semi-compatible Unkniram

145 [E 282 Bildéinem - Compatible Cenitral Aradolian
136 E 250 Kunl Balhiman Fafa Gemi-compalible hdcdilorarem
147 E2H2 Aja Fafa Gemi-compalible Cenitral Aradolian
13K L5 ERT {3-1) - Compatible Acgean

129 | - Compatible hdarmoe

150 I ERT {11} - Compatible Acgean

151 IDFERT2-1) LR Lemi-compalible Jcgean

152 E /inksra Fafa Gemi-compalible Cenitral Aradolian
153 1N ERT2-3) K5 Gemi-compalible Acgean

154 {rrowun K5 Gemi-compalible Unkniram

15% ISFERT {11} Faf Gemi-compalible Acgean

156 A ERT{3-I) K5 Gemi-compalible Acgean

157 N ERT{2-1a - Compatible Acgean

15K L&} ERT{2-1) Fafa Somi-conmpalible Acgean

1589 |4} ERT{2-Z) - Compatible Acgean

150 2h5 GEAE - Compabtible Forsdmix
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Supplementary Tabde | (Costinuc)- S-allde companitions of pear cultivars

Mo Cardérar somr F-limotpr PR Bard- Covepaiibiilify sfoies Kegion

1&l E 533 Sam Armai Fals Serm-compalible Central Anatolian
[ E 509 K. Aol L] Serm-compalible Lindkirarsm

153 190 B8T (34} St Scrm-compalible Linkiraism

a4 D BET (21 ph . Cosnpaliblk: Acycan

a5 E X535 Eksa Aurmiil Rl Serm-compalible Central Aratolon
&6 4= als Serm-compalible Marmas

a7 134 Rl bl Marmars

I E X537 Hulap Rl bl Crentral & natolian
a8 T30 BAT (3-1p b Serm-compalible LUinkrsism

7o EP . Compatibl: Linkrayim

171 A 240048 - Compaliblc Lindkirarsm

172 11 s bl Marmars

173 B Tals . Conrpalible Linderayim

174 190 B8 (2-3) Bl Serm-compalible Aczgran

175 150 B87 [4-3ph b Serm-compalible Aczgran

17ha 130 FET [4-1)p St Scrm-compalible Acgean

177 45 - Compaliblc Marmas

178 32 Compaliblc Marmas

7 I3E Compatible Marmars

130 A L15 Compaliblc [
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