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ÖZET 

Doktora Tezi 

CRISPR/Cas9 Yöntemi ile Hıyar Mozaik Virüs (CMV)’üne Dayanıklı Transgenik Olmayan Kavun 

Genotipinin Geliştirilmesi 

Serdar Altıntaş 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Ali Ergül 

CmVPS41 geni bazı viral faktörlerin iletim demetleri boyunca taşınımında rol oynadığı 

biinmektedir. CMV tarımsal üretimde ciddi zararlanmalara yol açmakta ve birçok bitki familyası 

bu virüsün doğal konukçusu durumundadır. CMV floem boyunca bitkinin üst aksamlarına doğru 

taşınmaktadır. Bu çalışmada CmVPS41 geninin fonksiyonu CRISPR/Cas9 yöntemiyle ortadan 

kaldırılmaya çalışılmıştır. Bu amaçla hedef bölgeye yönelik 2 tane sgRNA tasarlanmıştır. Golden 

Gate klonlama kullanılarak tek bir vektörde toplanan ekspresyon kasetleri Agrobacterium 

aracılığıyla aktarılmıştır. Doku kültüründe en uygun şartlar sürgün ortamı için 2.2 mg/L BAP ve 

0.8 mg/L NAA olarak, köklendirme ortamı için ise 0.5 mg/L NAA olarak belirlenmiştir. Çalışma 

sonunda yetiştirilen bitkilerde yapılan analizler sonucu ağırlıklı olarak delesyon şeklinde 

mutasyonlar tespit edilmiştir.  

2022,  137 sayfa 

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

PhD Thesis 

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

CRISPR/Cas9 Method 

Serdar Altıntaş 

Ankara University Institute of Biotechnology  

   Prof. Dr. Ali Ergül 

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. GİRİŞ 

Cucumovirus grubunda yer alan hıyar mozaik virüsü (CMV: Cucumber mosaic virus), 

virüsler arasında en geniş konakçı yelpazesine sahip olup, Solanaceae, Cruciferae ve 

Cucurbitaceae familyaları başta olmak üzere, kavununda (Cucumis melo L.) yer aldığı, 

yaklaşık 1.200'den fazla bitki türünde önemli zararlar yapmaktadır (1). Bitkilerde bilinen 

yaklaşık 200 virüs direnç geninin (R genleri) yarısı ise resesif kalıtım göstermektedir. Bitki 

hastalıklarına dayanıklılıkta, resesif dayanıklılığın dominant dayanıklılığa oranla kalıtımı 

daha stabil ve dayanımının daha yüksek olduğu göz önüne alındığında, resesif genler 

üzerine yapılan araştırmalar bitki hastalıklarını kontrol altına almada büyük önem arz 

etmektedir. Bitkide CMV'ye direncin genetik kontrollü dominat, resesif, monogenik ve 

poligenik kontrollerle sağlanarak çok farklılık gösteren heterogenik bir durum 

göstermektedir.  Bunlar arasında en yaygın olanı ise resesif ve poligenik dayanıklılıktır (2). 

Resesif genlerde yapılan rastgele mutajenez tarafından üretilen hassaslık/duyarlılık kaybı 

(resesif dayanıklılık) genetik olarak bitki doğal varyantlarında bulunan resesif 

dayanıklılıkla eşdeğer görülmekte, doğal gen kaynaklarında bulunan genetik 

varyasyonların kullanımında oluşabilecek sınırlamaları ortadan kaldırmaktadır. Bitki 

translasyon başlangıç faktörleri (eIF4E'ler) virüslere dayanıklılıkta hedef olarak 

kullanılmakla birlikte, konakçılara ait diğer genlerin belirlenmesi resesif dayanıklılıkta 

hedef seçilmesi birçok bitki türünde virüs gruplarına bağlı olmaksızın dayanıklı bitki 

geliştirmeye olanak sağlamaktadır. 

Diğer taraftan hedef genlerin klasik ıslah yöntemleri ile aktarılması uzun zaman alırken, 

genom/gen düzenleme yaklaşımlarından CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats/CRISPR associated 9:Düzenli Aralıklarla Bölünmüş 

Palindromik Tekrar Kümeleri/Cas 9) yöntemi virüse dayanıklı bitki eldesi sürecini 

hızlandırmanın yanında susturulan geni taşıyan bitkilerin bir sonraki dönemlerde transgen 

olmayan ancak dayanıklı bitkiler olmasına olanak sağlamaktadır. 

Tez çalışması kapsamında kavunda CMV’nin floeme girişini dolayısıyla uzun mesafeli 

viral taşınımı ve sistemik enfeksiyonunu engelleyen, doğal resesif dayanıklı bir gen 

olduğunu kanıtlamış Vacuolar Protein Sorting-Associated Protein 41 Homolog  (VPS41) 

geninin, hassaslığa neden olan 5 no.lu ekzonunun CRISPR/Cas9 yöntemi ile susturulması 

ve dayanıklılığın sağlanması hedeflenmiştir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. KAVUN 

Kavun (Cucumis melo L.) Cucurbitaceae familyasının bir üyesi olup, diploid (2n=2x=24) 

bir türdür. Dünya genelinde en yaygın yetiştirilen sebze türlerinden biridir. Ağırlıklı 

olarak; tropik, subtropik ve ılıman bölgelerde yetiştiriciliği yapılmaktadır. Dünya geneli 

kavun üretimi 31,948,349 tondur. Üretim miktarı açısından ilk sırayı 17,147,817 tonla Çin 

alırken ikinci sırada 1,813,422 tonla Türkiye yer almaktadır. Bu ülkeleri sırasıyla İran, 

Mısır, Hindistan ve Kazakistan takip etmektedir. Kökeni hakkındaki ilk çalışmalar, bu 

türün Afrika kökenli olduğunu ortaya koymuşsa da, daha sonra yapılan çalışmalar Asya 

kökenli olabileceğini göstermektedir (3). Bu türün yabani akrabaları Asya, Afrika ve 

Avustralya’ya dağılmış durumdadır (4). İlk olarak, protein ve yağca zengin tohumları için 

kültüre alındığı tahmin edilmektedir. Ancak, daha sonraları etli meyve kabuğu içinde 

yetiştirilmeye başlanmıştır. Yapılan seleksiyon çalışmaları, daha küçük meyve boyutuna 

sahip ve nispeten daha acı tada sahip varyetelerden, günümüzde farklı amaçlarla kullanılan 

çeşitlerin ortaya çıkmasını sağlamıştır. Günümüzde, sebze olarak pişirilerek ya da taze 

olarak tüketilmekte, tatlı yapımında kullanılmakta ya da güzel kokusu için 

yetiştirilmektedir (5). 

Kavun genomu ilk olarak 2012 yılında dizilenmiş ve anotasyonu yapılmıştır (6). Genom 

boyutu yaklaşık olarak 475 Mb’dır (6). Genom dizi verileriyle ilgili bilgileri korumak ve 

paylaşmak adına bir genomik platform oluşturulmuştur (http://melonomics.net/). 

Yayımlanan ilk versiyonda toplam 1,594 scaffold ve 29,865 contig bulunmaktaydı. 

Transpozon elementler genomun yaklaşık % 19,7’sini oluşturmaktadır. Ayrıca, ilk 

versiyonda toplam 27,427 protein kodlayan gen ve 34,848 transkriptin anotasyonu 

yapılmıştır. Kavun genomuna yönelik yapılan güncel çalışmalarda optik haritalama 

yöntemi kullanılmış ve kav un genomunun daha kapsamlı bir haritası ortaya konulmuştur. 

Daha önceki versiyonlara kıyasla daha bütünleştirici bir stratejinin izlendiği bu yöntemde 

29,980 protein kodlayan lokus tanımlanmıştır. Daha önceki versiyonlarda karşılaşılan 

sorunlar göz önünde bulundurulduğunda, bu versiyon gen yapısının bütünlüğü, intron-

ekzon bağlantı bölgeleri ve kodlama yapmayan bölgeler gibi çeşitli yönlerden önemli 

avantajlara sahiptir.  
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2.2. TAKSONOMİ VE SINIFLANDIRMA 

Cucumis cinsi içerisinde yer alan kavun aynı cins içinde yer alan diğer türlere göre oldukça 

farklılık göstermektedir (7, 8). Asya ya da Afrika kökenli olduğu düşünülen kavunun ilk 

önce besleyici çekirdeklerinden dolayı kültüre alındığı düşünülmekte, bu amaçla yapılan 

seleksiyon çalışmaları meyve ve çekirdek boyutunda artışla sonuçlanmıştır (3) Hâlihazırda 

bu tür içerisinde yabani ve kültüre alınmış varyeteler bulunmaktadır. Şekeri yüksek olan 

varyeteler tatlı olarak tüketilirken, tatlı olmayan varyeteler ise pişirilerek, ham olarak ya da 

turşu olarak tüketilmektedir (9). Yabani kavunlar Orta Asya’dan Hindistan’a, Orta ve Batı 

Afrika’da kavunun zengin gen kaynağını oluşturmaktadır. Kavun varyetelerinin 

varyasyonu genel olarak Akdeniz havzası ile Orta Asya, Hindistan ile Doğu Asya ülkeleri 

arasında yoğunlaşmıştır (10).  

Geleneksel sınıflandırmada kavunun iki alt türe (melo ve agrestis) ayrıldığı kabul 

edilmektedir (11). En basit ve yaygın olarak kabul edilen sınıflandırmada tek bir yabani 

varyete (var. agrestis Naud) belirtilirken, altı tane kültüre alınmış varyete (cantalupensis 

Naud., inodorus Naud., flexuosus Naud., dudaim Naud., momordica, ve conomon Mak.)  

yer almaktadır (10, 12). Son zamanlarda yapılan sınıflandırma çalışmalarında 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)) ayrılmıştır (13). Ancak bu gruplardan bazısı hala tam olarak 

tanımlanmamış ve oldukça heterojen durumdadırlar.  

Kavun gen kaynaklarında görülen büyük varyasyon araştırmacılara tarımsal açıdan önemli 

olan meyve kalitesi, olgunlaşma ve hastalık direnci gibi özelliklerin genetik arka planının 

araştırılması için büyük olanak sağlamaktadır. Bu mekanizmaların anlaşılması için yapılan 

çalışmalarda çeşitli F2, yakın izogenik hatlar, double haploid hatlar, rekombinant ıslah 

hatları, farklı harita popülasyonları ve geriye melez hatlar geliştirilmiştir.  

2.3. HIYAR MOZAİK VİRÜSÜ (CMV) 

Kavun başta olmak üzere, kabakgiller familyası birçok virüse konakçı olmakta ve bu 

nedenle ürünlerde önemli kayıplar gerçekleşmektedir (14). Türkiye’de kabakgil yetiştirilen 

bölgelerde görülen başlıca virüsler; Hıyar Mozaik Virüsü (Cucumber mosaic virus, CMV), 

Kabak Sarı Mozaik Virüsü (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), Kabak Mozaik Virüsü 

(Squash mosaic virus, SqMV), Karpuz Mozaik Virüsü II (Watermelon mosaic virus II, 
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WMV II), Papaya Halkalı Leke Virüsü (Papaya ring spot virus, PRSV) virüsleridir. Bu 

virüslerden özellikle CMV; yaygınlığı ve oluşturduğu zarar bakımından diğer virüslere 

göre önemli ekonomik kayıplar meydana getirmektedir (15). Bu virüsten kaynaklanan 

zararlanmalar dünya genelinde meydana gelse de, özellikle ılıman, tropik ve subtropik 

bölgelerde zararlanma daha barizdir. Ülkemizde ise özellikle İç Anadolu Bölgesinde 

Ankara ili kavun alanlarında yapılan bazı çalışmalarda Kırkağaç ve Kazan kavunlarında, 

özellikle CMV virüsünün büyük zarar verdiği belirtilmektedir (16). Bu virüsten 

kaynaklanan ekonomik kayıplar yıldan yıla büyük farklılıklar gösterebilmektedir. Bu 

durumun nedeni ise viral taşınımda rol oynayan afit popülasyonunun mevsimsel koşullara 

göre değişmesidir. Örneğin, ilkbaharın serin geçmesi durumunda viral enfeksiyonlar 

sadece belirli bölgelerle sınırlı kalırken, daha ılık ve az yağışlı durumlarda enfeksiyon çok 

daha geniş alanları etkileyebilmektedir. Bu durumlarda enfeksiyon kaynaklı ürün kaybı 

%100’e ulaşabilir. 

 

Şekil 2.1. A) Hıyar mozaik virüsü (CMV). B) CMV partikülleri (Virion-yeşil renkli 

partiküller, RNA-kırmızı partiküller) 

İlk olarak 1916 yılında tanımlanan hıyar mozaik hastalığı virüs kaynaklı hastalıklar içinde 

ilk önce tanımlananlardan biridir (17). Bu hastalığa neden olan virüs Cucumovirus cinsinin 

bir üyesi olan hıyar mozaik virüsü (CMV)’dür.  Yaklaşık olarak 85 familyaya ait 1200’den 

fazla tür bu virüsün doğal konukçusu durumundadır. Bu durum CMV’yi en geniş konukçu 

yelpazesine sahip virüslerden biri haline getirmektedir (18).  Virüs bir konukçudan 

diğerine afit vektörleri ile taşınmaktadır. Bu virüs verimde önemli zararlara neden olurken 

meyve kalitesinde de bozulmalar görülmektedir. Bitki gelişiminin farklı dönemlerinde 

etkili olabilmektedir. 
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2.4. GENOM ORGANİZASYONU (CMV) 

Bromoviridea familyasının diğer üyeleri gibi CMV genomu da 3 tane pozitif yönelimli 

RNA (RNA1, RNA2 ve RNA3) ve iki tane subgenomik  RNA  (RNA4 ve RNA4A)’dan 

oluşmaktadır. Her bir RNA’nın 3’-tRNA benzeri bir yapısı vardır (19). Farklı RNA’ların 

uzunlukları virüs suşları arasında farklılık göstermektedir. RNA1 3357 ve 3391 nt 

arasındaki bir uzunluğa sahipken, RNA2 3036 ve 3060 nt arasında bir uzunluğa ve RNA3 

2197 ile 2220 nt arasında bir uzunluğa sahiptir (20). RNA1 111 kDa büyüklüğünde olan, 

metiltransferaz ve helikaz motifleri içeren ve viral replikasyonda görev alan protein 1a’yı 

kodlamaktadır. RNA2 97 kDa büyüklüğe sahip olan helikazı (2a) ya da 11 kDa büyüklüğe 

sahip 2b proteinini kodlamaktadır. RNA3 ise hücreden hücreye taşınımda görev alan ve 30 

kDa büyüklüğe sahip 3a proteinini ya da virion oluşmasında görev alan 3b proteinini 

kodlamaktadır. RNA1 ve RNA2’nin virüs replikasyonu için şart olduğu bildirilmiştir. 

Replikasyondaki fonksiyonunun yanı sıra RNA1 hücreden hücreye ya da uzun mesafelere 

taşınımda da görev almaktadır (21). Ayrıca patojenitenin indüklenmesinde muhtemel bir 

rolü bulunmakta ve semptomların şiddeti ile ilgisi bulunmaktadır (22). 2a proteini virüs 

replikasyonununda görev alan virüs RNA polimeraz enzimidir. Bu protein düzenli bir 

replikasyon için 1a proteini ile etkileşim içinde bulunmak zorundadır. 2a proteininin N 

terminalinde bulunan 126 aminoasitlik bölgenin fosforillenmesi durumunda 2a proteinin 1a 

proteini ile etkileşime giremez ve replikasyon inhibe olur (23). Ayrıca 2a proteini hücreden 

hücreye harekette ve semptomların gelişiminde görev almaktadır (24). 2b proteini post 

transkripsiyonel gen susturmanın baskılayıcısı olarak bilinir (25). Ayrıca 2b proteininin 

salisilik asit aracılı antiviral savunma mekanizmasıyla ilgisi de bulunmaktadır (26). RNA3 

tarafından kodlanan 3a proteini plasmodesmata adı verilen mikro kanalcıklar boyunca 

virüs hareketinde görev almaktadır (27). Virüsler bu kanallarda ribonükleoprotein 

kompleksi şeklinde hareket ederler (28). 3a proteini yönünden mutant olan virüsler normal 

tütün bitkilerini enfekte edemezler. Virüs kapsülasyonunda görev alan ve subgenomik 

RNA4 tarafından kodlanan coat proteini (CP) hem hücreden hücreye hem de uzun 

mesafelere olan hareketler için gereklidir. CMV’ ler genomik RNA’lardaki dizi 

benzerliklerine göre alt grup I (WT) ve alt grup II (S) (29) olarak iki gruba ayrılmaktadır. 

Yürütülen araştırmalar sonucunda CMV izolatlarının %70 grup I’e, %20’sinin de grup II’ 

ye ait olduğu belirtilmiştir  (30). 

CMV alt grup I (CMV-FNY) ile alt grup II (CMV-LS) arasındaki farklılıkların 

kimerlerden kaynaklandığı, bunun ise virülans esnasında bitki cmv1’genine karşı virüsün 
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hareket proteini (MP: movement protein) tarafından oluşturulduğu belirlenmiştir. CMV-

FNY(alt grup I)'nin hareketli proteininde, dört protein grubunun veya protein gruplarının 

kombinasyonu ile cmv1 geni aracılığı ile sağlanan direncin kırılabildiği görülmüştür (31). 

CMV-LS (alt grup II)'nin ise dirençli bitkide kendini replike edebildiği ve hücreden 

hücreye hareket edebildiği bildirilmektir. Ancak CMV’nin virüsün sistemik taşınmasını 

floemde tespit edildiğine dair bir bulguya rastlanmamıştır. İmmunogold etiketleme 

deneyleri, virüsün dirençli bitkinin yapraklarındaki iletim demetlerinin dışındaki 

dokularda/hücrelerde (BS: bundle sheath (BS) cells: Demet Kılıf hücrelerinde) kaldığı,   

ancak vasküler parankima (VP) hücrelerine ya da ara hücreler (IC)  ulaşamadığını 

dışarıdaki demet kılıf hücrelerinde kaldığı tespit edilmiştir (32). Bu nedenle, CMV 

sistemik enfeksiyonunun başlamasında veya engellenmesinde BS hücrelerinin moleküler 

kapı rolünü gördüğü gibi, floemde virüsün girişinin/engellemesinin ise viral MP (hareketli 

protein)'ye bağlı olarak belirlendiği tespit edilmiştir.  

Kavun (Cucumis melo L.)’da CMV’ye doğal dayanıklılık kaynağının/kalıtımının 

belirlenmeye çalışıldığı birçok araştırma rapor edilmiştir. Suşlara göre dayanıklılık 

spesifitesi gösteren 3 gen kaynağı (1-Freeman's Cucumber kavunu, 2- C-189 japon 

genotipi 3- C-189 ve Korenin PI 161375 kodlu  "Songwhan Charmi" (SC) çeşididir) ön 

plana çıkmaktadır (33-35). Kavun LGXII- linkage grubunda yapılan doygun haritalama 

QTL çalışmasında SC'de mevcut olan CMV direncinin resesif, oligogenik ve kantitatif 

kalıtım gösterdiği ortaya çıkarılmıştır. Sonradan, LG XII harita popülasyonunda, tek bir 

gen haritalaması çalışmaları sonucu, CMV alt grup II suşlarına resesif dirençten sorumlu 

genin cmv1 olduğu belirlenmiştir (31, 36). Ayrıca, CMV’nin daha agresif alt grup I 

suşlarına karşı direncin ise cmvqw3.1 ve cmvqw10.1 tarafından sağlandığı ve bunların 

cmv1 ile birlikte ortak fonksiyon gösterdiği yine haritalama çalışmaları sonucu tespit 

edilmiştir (37). Diğer bir ifade ile CMV’nin iki alt grubuna da kavunda dayanıklılık 

geninin cmv1 olduğu belirlenmiştir (38). 

Bir çok meyve sebze ve süs bitkilerinde ekonomik kayıplara neden olduğu belirtilmektedir 

(30, 39)  Kavun bitkilerinde, CMV enfeksiyonu sonrasında yapraklarda ilk belirti olarak 

yaprak damarları arasında yeşil-sarı lekelenmeler gözlemlenmektedir. Bu belirti sonrasında 

bu lekelenmeler mozaik halini almakta, daha ileri zamanlarda ise damarlar arasında 

kabarcık oluşumu başlamaktadır. Kavun meyvelerinde ise, koyu yeşil ve sarı lekelenmeler 

meydana gelmekte ve yeşil kısımlarda kabartılar oluşmaktadır. Bu durum meyvelerde şekil 

bozukluklarına yol açabilmektedir.  
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2.5. CMV İLE MÜCADELE 

Bu patojenle tam anlamıyla mücadelede etkili olabilecek bir pestisit olmadığı için, en 

muhtemel kontrol stratejileri arasında virüse karşı genetik dayanıklılık öngörülmektedir 

Ancak genetik dayanıklılığın artırılmasına yönelik çalışmalarda bazı kabakgiller ve 

ıspanak için hala tam anlamıyla başarı sağlanamamıştır. Yapılan detaylı çalışmalar 

sonucunda hıyarda yüksek dayanıklılığın oluşması için 3 adet homozigot dominant genin 

gerekliliği belirtilmiştir. Benzer şekilde diğer kabakgillerde de dayanıklılığın tespitine 

yönelik çalışmalarda önemli bir başarı elde edilememiştir. Her ne kadar bazı türlerde 

dayanıklılık söz konusu olsa da, türler arasındaki genetik uyuşmazlık dayanıklılığın diğer 

türlere aktarılmasında en büyük engeli teşkil etmektedir.  

Kavun gen kaynaklarında bu virüse karşı dayanıklılığa yönelik yapılan çalışmalarda 

Kore’ye ait olan PI161375 nolu genotipin CMV-Song suşu hariç diğer bütün suşlara karşı 

dayanıklı olduğu belirtilmiştir. Hassas bir genotip olan Vedrantais ve dayanıklı genotip 

olan SC (PI161375) kullanılarak oluşturulan yakın izogenik hatlar kullanılarak, çalışmada 

kullanılan bütün izolatlara karşı dayanıklılıktaki değişimi inceleyen bir QTL (LG XII) 

tespit edilmiştir. Çalışmada bazı minör QTL’ler tespit edilmişse de bunların izolata özgü 

oldukları belirtilmiştir.  

Genetik direncin geliştirilmesi, virüs hastalıklarını kontrol etmenin en basit ve en etkili 

yöntemidir. Bu anlamda, özellikle hıyar ve ıspanak için bazı önemli gelişmeler 

kaydedilmiştir, ancak diğer türlerde başarı oranı değişkendir. Hıyarda (Cucumis sativus) 

CMV direncinin tarihi, doğuya özgü "Chinese Long" ve "Tokyo Long Green" çeşitlerinin 

ABD'de piyasaya sürüldüğü 1927 yılına kadar uzanır. Kapsamlı bir çalışmadan sonra, 

hıyarda yüksek düzeyde bir direnç için üç kısmi baskın (dominant) genin 

homozigotluğunun gerekli olduğu sonucuna varılmıştır.  

Diğer kabakgil türlerinde dirençli gen kaynağı bulma konusunda çok fazla ilerleme 

kaydedilmemiştir. Diğer kabakgil türlerinde direnç bulunmuş olsa da, türler arasındaki 

genetik uyuşmazlık, bu direncin yaz kabağı (Cucurbita pepo) gibi türlere aktarılmasının 

önünde bir engel olmaya devam etmektedir.  

Virüslerin doğal konukçusu olarak yabancı otların ortadan kaldırılması, bu virüsün geniş 

konukçu yelpazesi nedeniyle genellikle zor bir iştir. Bununla birlikte, bitkilerin yakınında 

bulunan çok yıllık veya iki yıllık önemli yabancı otların birçoğunun ortadan kaldırılması, 
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virüs baskısını azaltabilir ve bu yöntem CMV'yi kontrol etmek için başarıyla kullanılmıştır. 

Ayrıca, bu virüse hassas olmayan mısır gibi bariyer bitkiler diğer hassas türlerin 

izolasyonunda kullanılabilir. CMV ile mücadelede kullanılan bir diğer yöntem mineral 

yağların ve insektisitlerin kullanımıdır. Bu yöntem, dönüm başına bitki sayısının yüksek 

olduğu domates ve biber gibi türlerde etkili olmakta, kavun ve karpuz gibi bitki sayısının 

az olduğu türlerde ise çok etkili olmamaktadır. Kavun gibi hassas türlerde enfeksiyonu 

önlemek için kullanılan yöntemlerden bir diğeri de, bitki büyümesinin ilk haftalarında 

göçmen yaprak bitlerini dışarıda bırakmak için sıra örtüsü kullanmaktır. CMV ile 

mücadelede çapraz koruma, bitkilerin koruyucu CMV suşları ile inoküle edilmesi ya da 

satRNA kullanımı gibi alternatif yöntemler de bulunmaktadır. Kapsit proteinlerini ya da 

satRNA’yı ifade eden transgenik domates hatlarında CMV’ye karşı önemli ölçüde direnç 

sağlanmıştır. Direnç mekanizmasını indükleyebilecek bakteriler ile muamele de CMV’ye 

karşı kısmi direnç sağlamaktadır (39).  

2.6. RESESİF DAYANIKLILIK 

Bakteri, virüs, fungus ve nematodların neden olduğu hastalıklar, dünya genelinde tarımsal 

üretimi olumsuz yönde etkileyen başlıca faktörler arasında yer almaktadır. Dünya tarımsal 

üretiminde meydana gelen kaybın yaklaşık %15’inin çeşitli hastalıklardan kaynaklandığı 

ve bu hastalıkların üçte birinden fazlasına çeşitli fitopatojen virüslerin neden olduğu 

belirtilmiştir (40). Şimdiye kadar genom dizisine dayalı olarak yapılan çalışmalar 

sonucunda 26 familyaya ait toplam 1500 virüs türü tanımlanmış ve karakterize edilmiştir 

(41). Genomik yapılarına göre virüsler; (1) çift zincirli DNA virüsleri, (2) tek zincirli DNA 

virüsleri, (3) çift zincirli RNA virüsleri, (4) pozitif zincirli RNA virüsleri (ssRNA+), (5) 

negatif zincirli RNA virüsleri (ssRNA-) ve (6) retrovirüsler olmak üzere 6 gruba ayrılır.  

Bitki virüsleri düşük kodlama kapasitesine sahip, hayat döngülerinin büyük kısmı 

konukçuya bağlı olan zorunlu hücre içi parazitler olarak bilinmektedir. Diğer bitki 

patojenlerinden farklı olarak, çoğu durumda virüslerle etkili bir şekilde mücadelede 

kullanılabilecek antibiyotik bulunmamaktadır. Bu yüzden bitkisel üretimde virüslerin 

kontrol altına alınması için dayanıklı çeşitlerin kullanılması, virüs bağışıklılığın sağlanması 

ya da tolerant bitkilerin üretilmesinde moleküler bitki ıslahı öncül rol oynamaktadır.  

Bu hastalıkların kontrol altına alınmasında kullanılan tedbirleri bitki savunma 

mekanizmasına bağlı olanlar ve bağlı olmayanlar olmak üzere iki kategoride toplamak 

mümkündür. Bitki konukçu dayanıklılığı iki şekilde sağlanmaktadır; birinci yöntemde 
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dominant dayanıklılık genleri (R-genleri: Resistance genes) rol oynarken ikinci yöntemde 

ise bitki viral enfeksiyonunda kritik öneme sahip resesif gen alelleri devreye girmektedir. 

Dominant R genlerinin birçoğu nükleotit bağlayıcı ve lösince zengin tekrarlardan (NB-

LRR) oluşan proteinleri kodlamakta ve aynı ailede yer alan diğer proteinlerde bakterilere 

ve funguslara karşı dayanıklılık sağlamaktadır (42, 43). Ayrıca NB-LRR tip R genlerinden 

farklı çeşitli genler de tanımlanmıştır (44). Bitkilerde virüslere karşı dayanıklılığı sağlayan 

ikinci mekanizma ise resesif dayanıklılık olarak bilinmekte ve bu özellikten sıklıkla 

faydalanılmaktadır (45). Aslında çeşitli türlerde virüslere dayanıklılık ile ilgili alellerin 

yarısı resesif karakterdedir (46). Resesif dayanıklılık özelliği; rastgele mutagenez, 

seleksiyon veya çaprazlama yöntemleriyle çeşitli türlere aktarılabilir (47). Virüslere karşı 

hassas olan bitkiler viral enfeksiyon döngüsü için uygun bir ortam sunmak zorundadırlar. 

Benzer şekilde virüslerde enfekte ettiği hücrelerde çoğalmak, plazmodesmata yoluyla 

hücreden hücreye hareket etmek, iletim sistemlerini kullanarak bütün bitkiyi kolonize 

etmek ve diğer bitkilerde enfeksiyon döngüsünü tekrardan başlatmak için çeşitli vektörlerle 

etkileşim içine girmek zorundadırlar. Oldukça küçük genom boyutundan dolayı viral gen 

ürünlerinin son derece sınırlı olması virüslerin zorunlu olarak enfeksiyon döngülerini 

tamamlamak için bitkilerin konukçu faktörlerini kullanmalarını gerektirmektedir. Bitki 

konukçu faktörlerinin ve virüslerin etkileşimi sonucu bitkide hassasiyet meydana gelmekte 

ve ilgili faktörün yokluğu ise dayanıklılığı sağlamaktadır. Bu durum pasif dayanıklılık 

olarak nitelendirilmekte, çünkü dayanıklılığın sağlanmasında herhangi bir bitki aktivitesine 

ihtiyaç duyulmamaktadır. Genetik açıdan konukçuda hassasiyeti sağlayan faktörler 

dominant aleller tarafından kodlandığı için, dayanıklılık çekinik karakterdeki aleller ile 

sağlanmaktadır (48). Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda virüslere karşı dayanıklılık 

sağlayan 200 genin yarısından fazlasının kalıtımının çekinik karakterde olduğu, resesif 

kalıtımın diğer bitki patojenlerine kıyasla virüslere karşı dayanıklılıkta daha yaygın bir 

fenomen olduğu ve bu özelliğin kalıtımının monogenik karakterde olduğu belirtilmiştir 

(48, 49). Tanımlanan resesif dayanıklılık genlerinin büyük kısmının özellikle çeşitli 

potivirüslere karşı dayanıklılıkta etkili olduğu bilinmekte ve bilinen bitki virüslerinin 

%30’undan fazlasını bu ailede (Potivirüs) yer almaktadır (49).  Bitki virüsleri konukçu 

translasyon faktörlerini sadece kendi RNA’larının translasyonunda değil, aynı zamanda 

enfeksiyon süreçlerinin gerçekleşmesi için gereken diğer faktörlerin translasyonunda da 

kullanırlar. Bu yüzden konukçu faktörleri ilk zamanlar öncü viral faktörler olarak 

tanımlanmıştır. Daha sonraları Translasyon/replikasyon/taşınım ve metabolizma ile ilgili 

birçok konukçu faktörü tanımlanmış ve karakterize edilmiş ve bu faktörler bitki viral 
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hastalıklarının kontrol edilmesinde kullanılmıştır. Resesif dayanıklılık bitki savunma 

mekanizması için negatif bir düzenleyici olarak ya da virüsün hayat döngüsü/enfeksiyon 

aşamaları için önemli bir faktörü kodlayan gende meydana gelen mutasyonla karakterize 

edilmektedir (50). Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda ökaryotik translasyon başlangıç 

faktörü ve bu faktörün çeşitli izoformları resesif dayanıklılıkta kullanılmıştır. Hıyar 

bitkisinde eIF4E geninin susturulmasıyla zucchini yellow mozaik virüs (ZYMV), papaya 

ringspot mozaik virüs-W (PRSV-W), ve hıyar vein yellowing virüse (CVYV) karşı tam 

dayanıklılık elde edilmiştir (51). Ayrıca çeltikte bulunan yeni bir eIF4E allelinin 

CRISPR/Cas9 ile hedeflenmesiyle rice tungro spherical virüs (RTSV)’e karşı tam 

dayanıklılık kazanılmıştır (52). Benzer şekilde CRISPR/Cas9 sistemi kullanılarak manyok 

ve Arabidopsiste yapılan çalışmalarda eIF (iso) 4E geninin hedeflenmesiyle cassava brown 

streak virüs (CBSV) ve turnip mosaic virus carrying GFP  (TuMV-GFP)’e karşı 

dayanıklılık elde edilmiştir (53, 54). Manyok bitkisi novel cap-binding protein-1(nCBP-1) 

ve nCBP-2 gibi alternatif eIF4E-benzeri proteinleri kodlamaktadır. Bu genler 

CRISPR/SpCas9 sistemi ile hedeflendiğinde mutant hatlar cassava brown streak virüsüne 

karşı dayanıklılık göstermiştir (53). CRISPR–Cas9n–sitidin baz düzenleyici uygulamaları 

da benzer amaçla kullanılmaktadır. Bu sistem kullanılarak; Arabidopsis eIF4E1 hassaslık 

alleli N176K mutasyonu ile hedeflenerek clover yellow vein virüse (ClYVV) karşı 

dayanıklı bitkiler elde edilmiştir (55). Bütün bu çalışmalara rağmen, resesif dayanıklılıkla 

ilgili çalışmaların birçoğu eIF4E ve izoformları üzerinde yoğunlaşmıştır.  

Bitkilerde dayanıklılıkla ilgili tanımlanmış birçok R geni bulunsa da bunların birçoğu 

düşük verim, zayıf aroma ya da küçük meyve boyutu gibi genellikle arzu edilmeyen 

karakterlerle ilgili olduğu için hedef gen olarak pek kullanışlı değildir. Benzer şekilde viral 

enfeksiyonda rol oynayan konukçu faktörlerinin bir kısmı bitki canlılığını da 

etkilemektedir. Örneğin gen susturulması ile elde edilen Arabidopsis ssi2 hatlarında 

yüksek miktarlarda bir bitki savunma hormonu olan salisilik asit birikimi görülmekte ve 

hıyar mozaik virüsüne karşı dayanıklılık sağlanmakta ancak anormal fenotipler ortaya 

çıkmaktadır (56). Yapılan bazı çalışmalar (57-60) sonucu bitki ıslahında kullanılabilecek 

çeşitli aday genler belirlenmiştir. Belirlenen bu aday genlerden birçoğu Geminiviridae 

familyası (9 cins, 485 tür) ve Potyviridae familyasına (12 cins, 228 tür) ait virüsler ile 

ilgilidir ki bu iki familya tarımsal üretime en çok zararı veren bitki virüslerinin neredeyse 

yarısını oluşturmaktadır. Bu konukçu faktörleri fonksiyonlarına göre 4 grupta 

toplanmaktadır: rgs-Cam gibi bitki savunmasının negatif düzenleyicileri (1). Bu 
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düzenleyiciler RDR6 transkripsiyonunu baskılayarak ve otofaji yoluyla SGS3 proteinini 

(61) ya da homeodomain leucine zipper protein 1 (HAT1) ve ilgili genleri (HAT2 ve 

HAT3) degrede ederek RNA susturma mekanizmasını inhibe ederler (62). Viral 

replikasyon/translasyon/taşınım ve hayat döngüsüyle ilgili diğer aşamalarda yer alan 

hassasiyet faktörleri (2): Tobamovirus multiplication 1 (TOM1) ve homologları viral 

replikasyonda rol oynarken (63), eEF1A ve eEF4s potivirüslerin translasyonda görev 

almakta, PCaP1 (plasma membrane-associated cationbinding protein-1) ve Sec24a(a 

COPII coatomer) proteinleri potivirüslerin taşınımında rol almaktadır (64). Enfeksiyonda 

rol oynayan proteinlerin etkinliğini göstermeleri için bu proteinlerin modifikasyonunda rol 

alan konukçu faktörleri (3): shaggy-ilişkili protein kinaz (SK4-1, NsAK, vb.) geminiviral 

C4 proteinleriyle etkileşime girip onları fosforile ederek hastalık semptomlarının 

oluşmasına neden olurlar (65). Patates A virüsü coat proteini (CP) hücresel CK2 tarafından 

fosforilasyona uğratılır ve fosforile CP proteinleri ubikitin ligaz CP-interacting protein ve 

HSP90 ile etkileşime girer ki bu durum viral replikasyon ve CP rotein birikimi için 

gereklidir (66). Virüs için avantaj sağlayan çeşitli hücresel süreçlerde yer alan konukçu 

faktörleri (4): fenilpropanoid metabolizma faktörü (kumarat:CoA ligaz 1, 4CL1) ya da 

ikincil hücre duvarı sentezinde rol oynayan faktörler (Bearskin2B, BRN2) bu grupta yer 

alır. Bu faktörlerin transkripsiyonel olarak susturulması geminivirüs enfeksiyonunu 

geciktirmektedir (65).  

2.7. GENOM DÜZENLEME YÖNTEMLERİ 

Genom düzenleme, genetik yapıda yer alan spesifik bir bölgenin tanınarak bu yapıda çeşitli 

modifikasyonlara imkân tanıyan bir sistemdir. Genetik materyali genomda rastgele 

yerleştiren geleneksel transgen teknolojisinden farklı olarak,  bu sistemde spesifik bölgeler 

hedeflenir ve değişiklikler hedeflenen bu bölgeler üzerinde gerçekleşir. Bunu 

gerçekleştirmek için, genom düzenlemede spesifik dizileri tanıyan belirli restriksiyon 

nükleazlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu nükleazlar sadece genomdaki belirli bir bölgeye 

bağlanmakla kalmaz, ama aynı zamanda moleküler bir makas görevi de görürler. Şimdiye 

kadar, genom düzenlemede dört farklı nükleaz ailesi kullanılmış ve bu nükleazların her biri 

farklı zamanlarda geliştirilmiştir. Bu nükleazları; mega nükleazlar, çinko parmak 

nükleazlar (ZFN), transcription activator-like effector-based nucleases (TALEN) ve 

düzenli aralıklarla bölünmüş palindromik tekrar dizileri (CRISPR) şeklinde sıralamak 

mümkündür (Çizelge 2.1).  
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Çizelge 2.1. Bitki biyoteknolojisinde kullanılan genom düzenleme araçlarının 

karşılaştırılması 

Özellikler ZFN TALEN CRISPR 

Çalışmanın 

tasarlanması ve 

vektör dizaynı 

Tasarlanması çok 

zor ve maliyetli  

Görece daha basit, 

ancak her bir hedef 

için tekrardan 

tasarlanması gerekir 

Kolay ve hızlı 

tasarlanabilir. 

Hedef dizi 

uzunluğu 

18-24 24-59 20-22 

Hedef bölgede 

yanlış eşleşme 

toleransı 

Orta seviyede Düşük Oldukça yüksek 

Kesim spesifikliği Yüksek  Yüksek Yüksek 

Hedef tanıma 

etkinliği  

Yüksek Yüksek Yüksek 

Çok sayıda geni 

hedefleme yeteneği 

Yok Uygulanabilirliği 

çok zor  

Aynı anda birden 

fazla gen 

hedeflenebilir 

Off-target durumu Nadir off-target 

durumu 

Yüksek off-target 

durumu 

Orta seviyeli off-

target durumu 

Kesim modülü Fok I nükleaz 

domeini  

Fok I nükleaz 

domeini 

Cas9 proteini  

Tanıma modülü Çinko parmak 

domeini  

TALEN domeini  crRNA 

Tamir 

mekanizması 

NHEJ ve HR NHEJ ve HR NHEJ ve HR 

Yavru döllerin 

transgen’den ari 

olma durumu 

Evet Evet Evet 
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İlk olarak, genom düzenleme amacıyla 1980’lerde meganükleazlar kullanılmaya 

başlanmıştır. Daha sonra sırasıyla ZFN ve TALEN sistemleri geliştirilmiştir (67-69). Bu 

sistemlerden özellikle, ZFN ve TALEN sistemleri çok geniş şekilde kullanılmış, tarım ve 

klinik çalışmalarda kullanılmak üzere bazı ticari ürünler bile geliştirilmiştir (70). Ancak, 

bu sistemler hem pahalı, hem kullanımı zor, hem de zaman ve işçilik gerektiren 

sistemlerdir. Daha sonra, CRISPR sistemi araştırmacıların ilgisini çekmeye başlamış ve 

yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır. Kullanım kolaylığı, etkinliği ve düşük 

maliyeti CRISPR sistemini en etkili ve en yaygın kullanılan genom düzenleme 

yöntemlerinden biri haline getirmiştir. Bu özelikleri sayesinde farklı alanlarda ve farklı 

türlerde kullanım olanağı bulmuştur (71).  

Karmaşık genomlarda bile tek bir uygulama ile eşzamanlı olarak farklı gen bölgelerini 

hedefleyen mutasyonları oluşturabilme kabiliyeti bu sistemin diğerlerinden ayıran en 

önemli özelliklerdendir. 

Moleküler seviyede dizilere özgü nükleazlar, DNA tamir mekanizmaları tarafından 

düzeltilen çift zincir kırıkları oluşturulmaktadır. Çift zincir kırıklarına yanıt olarak devreye 

giren temel tamir mekanizmaları hataya meyilli uç birleştirme (NHEJ/Non-homologous 

end joining) ve homolog rekombinasyondur (HR/Homologous recombination) (Şekil 2.2). 

NHEJ durumunda çift zincir kırığının olduğu bölgede rastgele insersiyon ve delesyonlar  

(indel) oluşmaktadır (72). Tam tersine HR durumunda tamir mekanizması hataya çok daha 

az meyillidir ve spesifik dizi değişimlerine ve dizi yerleştirmelerine imkan tanımaktadır 

(73). 

Çift zincir kırıkları NHEJ ya da HR ile tamir edilebilir. NHEJ çoğunlukla insersiyon ya da 

delesyon ile sonuçlanırken, HR ile yapılan tamir genellikle yüksek güvenirlikte ve 

doğrulukta gerçekleşmektedir (74). 
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Şekil 2.2. Çift zincir kırıklarının DNA tamir mekanizmalarını indüklemesi 

  

Homolog rekombinasyonun meydana gelme sıklığının NHEJ tamir mekanizmasına göre 

çok daha düşük frekansta meydana gelmesi istenilen dizilerin hedef genoma aktarılmasını 

çok zor bir hale getirmektedir (75). Bu yüzden somatik hücrelerde tercihen kullanılan tamir 

mekanizması NHEJ’dir ve genom düzenlemede en yaygın kullanılan yöntemdir (76). 

2.7.1. CRISPR/CAS SİSTEMİ 

CRISPR–Cas sistemi, prokaryotlarda viral genoma ait bilgileri depolayarak olası faj 

enfeksiyonunu önleyen adaptif bir bağışıklık sistemidir. Sistem, doğrudan tekrarlar olarak 

adlandırılan tekrarlı nükleotid dizileriyle çevrili viral DNA’dan bir kesit içermektedir. Bu 

doğrudan tekrarlar Cas proteinleri adı verilen proteinleri kodlayan diziler ile çevrilidir. Bu 

sistem, yeniden programlanmış endonükleazları hedef gene yönlendirmek için yapay 

olarak düzenlenmiştir. CRISPR,  DNA/RNA'yı diziye özgü bir şekilde değiştiren ve 

yeniden programlanabilen bir genom düzenleme tekniğidir. CRISPR ile ilişkili 

endonükleaz Cas proteinleri, genleri hassas bir şekilde modifiye etmek için çeşitli 

şekillerde kullanılmıştır. Bu sistem, tarım alanında, terapötik ve bulaşıcı ajanlarda, gıda 

endüstrilerinde ve biyoenerjide başarıyla uygulanmaktadır. 
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2.7.1.1. Tarihçe 

CRISPR tekrarları ilk olarak 1987'de tesadüfen keşfedilmiştir. Escherichia coli'de amino 

peptidazın dönüştürülmesinden sorumlu olan alkalin fosfataz izozimini kodlayan gen 

dizisinin belirlenirken, genin downstream yönünde özel bir tekrar dizisi saptanmıştır (77). 

Daha sonra yapılan çalışmalarda, benzer tekrar dizileri farklı E. coli suşlarında ve Shigella 

dysenteriae ve Salmonella enterica gibi farklı enterobakterilerde de tespit edilmiştir.   

Arkeal CRISPR dizileri ilk olarak 1993 yılında bir halofit arkea olan Haloferax 

mediterranei üzerine çalışılırken bulunmuştur. Bu araştırmacılar tarafından yapılan 

çalışmada E. coli ile dizi benzerliği göstermese de düzenli aralıklarla bölünmüş uzun DNA 

dizilerine rastlamışlardı (77).  

Ancak, bu dizilerin fonksiyonları keşfedildikten 20 yıl sonrasına kadar da tam olarak 

anlaşılmamış, bu süreç boyunca bu dizileri isimlendirmek için farklı öneriler sunulmuştur. 

Mevcut durumda kullanılan terim (CRISPR) ilk olarak Jansen, Embden (78) tarafından 

önerilmiştir ve bu öneri bilim camiası tarafından hızlıca kabul görmüştür, çünkü bu 

dizilerin karakteristik özelliklerini en iyi tanımlayan isimlendirme bu isimlendirme 

olmuştur. Aynı çalışmada, CRISPR içeren organizmalarda, birçoğu oldukça korunmuş olan 

genlerle bağlantılı lokuslar tanımlanmıştır. Bu genler CRISPR bağlantılı (cas) genler 

olarak tanımlanmış ve ilk dört cas geninin CRISPR lokusuna çok yakın bir bölgede 

kümelendiği görülmüştür. Aynı dönemde, Makarova, Aravind (79) tarafından bakteriler ve 

arkealar üzerine yapılan karşılaştırmalı genomik çalışmalarda da bu genler tespit edilmiştir. 

Bu araştırmacılar, bu genlerin nükleaz ve helikazları kodladıkları için DNA 

metabolizmasında bir rolünün olabileceğini düşünmüşlerdir. 

2.7.1.2. Crispr/Cas9 Sisteminin Parçaları 

CRISPR/Cas9 aracılı genom düzenleme sistemi, hedef bölgeye bağlanacak olan (ı) sentetik  

20 nükleotitlik gRNA, (ıı) PAM dizisinden 3 yada 4 nükleotitlik uzaklıkta kesim yapacak 

olan Cas9 nüklezını gerektirmektedir. Cas9 nükleazı ise, RuvC ve HNH benzeri 

domeinden oluşmaktadır. Bu domeinlerden her biri karşılıklı zincirlere bağlanarak çift 

zincir kırığı meydana getirmektedir. CRISPR sisteminin doğal hali ve sentetik formları 

arasında DNA2nın işlenmesi açısından farklılıklar bulunmaktadır. Örneğin doğal halinde 

gRNA ve tracRNA ayrı ayrı bulunurken laboratuvar ortamında geliştirilen versiyonlarda 

bunlar sgRNA olarak olarak tek bir kompleks altında toplanmışlardır. Özet olarak, 



16 

 

CRISPR sisteminin etkinlik gösterebilmesi için, hedefdiziye bağlanacak olan sgRNA, 

hedef bölgenin 3’ ucunda bulunması gereken protospace adjacent motif (PAM) ve 

karşılıklı zincirlerde kırıklar meydana getirecek olan Cas9 endonükleazına ihtiyaç 

duyulmaktadır (Şekil 2.3.). 

 

 

 

 

Şekil 2.3. CRISPR/Cas9 aracılı genom düzenleme mekanizmasının şematik gösterimi. 

 

Cas9-sgRNA kompleksi PAM dizisine sahip herhangi bir DNA bölgesine bağlanır (yeşil 

renkli). Spacer bölgenin hedef DNA bölgesine eşlenik olması durumunda, Cas9 enzimi 

PAM dizisinin 3 baz yukarısından çift zincir kırığı oluşturur (Kırmızı oklar). Bu çift zincir 

kırığının hataya meyilli olması durumunda, kırığın meydana geldiği noktada indel 

mutasyonları meydana gelir. Bu mutasyonların genin ekzon ya da promotör bölgesinde 

meydana gelmesi sonucu gen susturulmuş olur. Ancak, çift zincir kırıklarının tamiri 
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sırasında bir şablonun olması ile homoloji yönelimli tamir (HDR) devreye girer ve bu 

durum herhangi bir genin genoma entegre edilmesini mümkün kılar (Kesikli çizgiler) (80)  

Rehber RNA, Cas9’un, olası birçok lokus içerisinden spesifik bir genomik yeri kesmesini 

sağlar. Cas9 endonükleazının hedef genomik lokusa bağlanmasına, hem hedef diziyi içeren 

rehber RNA (gRNA) hem de hedef sekansın bitişiğindeki DNA motifi (PAM) olarak 

bilinen 3 bazlı bir dizi aracılık eder. Çift zincirli DNA’nın Cas9 tarafından kesilmesi için, 

rehber RNA ile hedeflenen dizinin hemen 3’ucunun PAM sekansını içermesi gerekir. Hem 

PAM dizisi hem de rehber RNA (gRNA) olmadığında, Cas9 hedef diziye bağlanamayacak 

ve de kesemeyecektir. Farklı organizmalardan elde edilen Cas9 enziminin homologları ya 

da çeşitli lablarda geliştirilen mutant Cas9’lar farklı PAM dizilerine sahiptir. Farklı PAM 

dizileri, araştırmacıların farklı genomik lokusları hedefleyebilmesini sağlar. Cas9 ve 

varyantlarının 2 endonükleaz domaini vardır: N ucu RuvC benzeri nükleaz domaini ve 

protein merkezine yakın HNH benzeri nükleaz domaini, PAM interacting domain (PI). 

Cas9’un hedefe bağlanması ile hedeflenen DNA zincirinin karşılıklı kesebilmesi için bu 2 

nükleaz domaininin gerekli pozisyona getirilmesi gerekir. Bu yüzden, Cas9 

konfirmasyonel değişikliğe uğrar. HNH sgRNA’ya eşlenik olan zinciri keserken, RuvC 

diğer zinciri keser. Böylece, Cas9 aracılığı ile oluşan DNA hasarının nihai sonucunda, 

hedef DNA üzerindeki PAM dizisinin yaklaşık 3-4 baz yukarısında çift zincir kırığı oluşur.  
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Çizelge 2.2. Genom düzenlemede kullanılan doğal ya da genetik açıdan modifiye edilmiş 

Cas enzimleri 

İsim 
Kaynak 

CRISPR/

Cas 
PAM* Lokasyon Referans 

SpCas9 Streptococcus 

pyogenes 

Tip II NGG 3′ (81, 82) 

SaCas9 Streptococcus aureus Tip II NNGRRT 3′ (83) 

FnCas9 Francisella novicida Tip II NGG 3′ (84) 

NmCas9 Neisseria 

meningitidis 

Tip II NNNNGATT 3′ (85) 

CjCas9 Campylobacter 

jejuni 

Tip II NNNNRYAC 3′ (86) 

St1Cas9 Streptococcus 

thermophilus 

Tip II NNAGAAW 3′ (87, 88) 

St1Cas9 Streptococcus 

thermophilus 

Tip II NGGNG 3′ (87, 88) 

AsCas12a Acidaminococcus sp. Tip II TTTV 5′ (89) 

LbCas12a Lachnospiraceae 

bacterium 

Tip II TTTV 5′ (89) 

FnCas12a Francisella novicida Tip II TTTN ya da 

YTN 

5′ (89, 90) 

LsCas13# Leptotrichia shahii Tip VI   (91) 

Cas14& Archaea    (92) 

FnCas9 

variant 

Modifiye FnCas9 Tip II YG 3′ (84) 

Modified  Modifiye SpCas9 Tip II NGA ya da 

NAG 

3′ (93) 

 

eSpCas9 

 

Modifiye SpCas9 

 

Tip II 

 

NGG 

 

3′ 

 

(94) 

SpCas9-

NG 

Modifiye SpCas9 Tip II NG 3′ (95) 

xCas9 Modifiye SpCas9 Tip II NG 3′ (96) 

Sniper-

Cas9 

Modifiye SpCas9 Tip II NGG 3′ (97) 

evoCas9 Mutant SpCas9 Tip II NGG 3′ (98) 
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Çizelge 2.2. (Devamı) 

HypaCas9 Mutant SpCas9-HF Tip II NGG 3′ (99) 

Cas9-

NRNH 

Modifiye SpCas9 Tip II NRNH 3′ (100) 

SpG Modifiye SpCas9 Tip II NGN 3′ (101) 

SpRY Modifiye SpCas9 Tip II NRN or NYN 3′ (101) 

* N herhangi bir nükleotittir. 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 ihtiyaç 

duymaz ve dsDNA'lar yerine ssDNA'ları hedefler 

Farklı türlerden elde edilen, ancak birbirleriyle büyük benzerlik gösteren farklı Cas 

enzimleri farklı PAM dizilerini tanırlar ve bu durum Cas ve PI etkileşimi için özgünlük 

gösterir (Çizelge 2.2.). Örneğin en yaygın kullanılan spCas9 sadece NGG dizisini tanırken 

(81), S. thermophilus bakterisinden elde edilen Cas9 enzimi NNAGAAW dizisini 

tanımaktadır (87). Ayrıca, farklı Cas sistemleri hedef bölgenin farklı yönlerinde yer alan 

PAM dizilerine de ihtiyaç duyarlar. Cas enzimlerinin birçoğu, 3′ yönünde yer alan PAM 

dizisine ihtiyaç duyarken, Cas12 gibi enzimler hedef DNA’nın 5′ ucunda yer alan PAM 

dizisine ihtiyaç duyar.  

PAM gereksinimi genom düzenleme için ulaşılabilir DNA dizilerini sınırlandırmaktadır. 

Araştırmacılar, mümkün olduğu kadar fazla DNA dizisini ulaşılabilir yapmak için PAM 

dizilerini artırmaya yönelik çalışmalar yürütmektedir. Bu anlamda yapılan çalışmaları iki 

kategoride toplamak mümkündür: (1) farklı PAM gereksinimlerine sahip yeni kaynaklar 

bulmak, bu strateji özellikle farklı organizmalardan yeni Cas proteinleri bulma temeline 

dayanır ve Cas ailesinin genişletilmesine büyük katkı sunar. (2) Mevcut PAM dizileri 

üzerinde modifikasyonlar yaparak PAM dizilerini daha ulaşılabilir hale getirmektir. 

CRISPR sisteminin bir diğer parçası da nükleer lokalizasyon sinyalidir (NLS). Cas 

proteinlerinin nükleusa aktarılması büyük ölçüde proteinlerin N ve/veya C ucunda bulunan 

bu sinyale bağlıdır. 5ʹ/3ʹ uçlarında bulunan NLS, Cas proteininin nükleusta düzenli bir 

şekilde fonksiyon göstermesi için oldukça önemlidir. Şimdiye kadar bitkilerde yapılan 

çalışmalarda, simian vacuolating virüs 40 (SV40) ve nükleoplazmin gibi çeşitli NLS’ler 

kullanılmıştır (102).  
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2.7.1.3. CRISPR/Cas Sisteminin Sınıflandırılması 

CRISPR/Cas sistemleri çok geniş bir ailedir. Yapılan son çalışmalar bu sistemleri sekans 

benzerlikleri ve filogenetik analizlere dayalı olarak iki sınıf, 6 tip ve 33 alt tipe 

ayırmaktadır (103) (Şekil 2.4.).  

 

Şekil 2.4. Sınıf 1 ve 2 CRISPR/Cas sistemleri; CRISPR/Cas lokuslarına, efektör 

proteinlerin domain yapılarına ve farklı PAM/PFS dizisine sahip tahmini hedef nükleik 

asitlere göre sınıflandırılması (104) 

Yeni Cas proteinleri tanımlandıkça sınıflandırma daha da genişleyecektir. İlk grup 

CRISPR sistemlerinde hedef DNA’nın kesilmesi için birçok protein bir arada çalışır. İkinci 

grupta ise bütün işlemler tek bir protein tarafından gerçekleştirilir. İlk grup sistemleri 
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oluşturmak ve transformasyonunu sağlamak daha zordur. Bu yüzden hali hazırda ikinci 

sınıf CRISPR sistemleri kullanılmaktadır. 

2.7.1.4. CRISPR/Cas9 Vektörünün Aktarım Yöntemleri 

CRISPR/Cas sistemlerinin bitkilere aktarımı ve genetik açıdan modifiye bitkilerin eldesi 

genom düzenlemenin en önemli basamaklarındandır. DNA, RNA ve ribonükleoprotein 

(RNP) gibi CRISPR aracılı düzenleme araçları, bitki hücrelerine protoplast transfeksiyonu, 

Agrobakterium aracılı tranfer DNA (T-DNA) trasformasyonu ve partikül bombardımanı 

şeklinde aktarılmaktadır. Polietilen glikol (PEG) aracılı aktarım daha çok geçici ifade 

çalışmalarında kullanılmakta, partikül bombardımanı ve Agrobakterium aracılı 

transformasyon ise genetik açıdan modifiye edilmiş bitkilerin elde edilmesinde sıklıkla 

kullanılmaktadır (105).  

PEG (Polietilen glikol) aracılı transformasyon, PEG varlığında gerçekleştirilen bir 

yöntemdir. Bu yöntem; mısır, soya fasulyesi, A. thaliana, buğday, çeltik ve tütün 

protoplastlarına başarıyla uygulanmıştır. Bu yöntemde, Cas9 ve sgRNA içeren vektörler 

PEG varlığında protoplastlar ile birlikte inkübe edilir. CRISPR kasetlerinin PEG aracılı 

aktarımı, ilk olarak mısır bitkisinde gerçekleştirilmiş, bu sistemde gRNA için U3 

promotörü ve Cas9 için CaMV35S promotörü kullanılmıştır (106). Bu sistemde, plazmit 

DNA’sı su içinde çözünür bir steril hale getirmek için filtrelenir ve protoplast 

süspansiyonu ile karıştırılır. Birkaç dakika sonra gerekli miktarda PEG karışıma yavaşça 

eklenir. Daha sonra, protoplastlar uygun rejenerasyon ortamlarına alınır (107). PEG aracılı 

aktarım yönteminin en önemli avantajı, bu yöntemle elde edilen bitkiler vektör içermediği 

ya da DNA’dan ari oldukları için yani transgen içermedikleri için daha kabul edilebilir 

olması ve etik açıdan daha az endişeye neden olmalarıdır. Bu yöntemin en büyük 

dezavantajı ise; protoplast izolasyonunun zor olması ve süspansiyon hücrelerin 

hazırlanmasındaki zorluklardır. Diğer bir sorun da; bazı inatçı bitkilerin rejenerasyonunda 

karşılaşılan zorluklardır (108).  

Aktarım yöntemlerinden bir diğeri de partikül bombardımanıdır. Bu yöntem gen tabancası 

ya da biyolistik tabanca olarak da bilinmektedir. Bu sistemde, Cas9/gRNA kompleksini 

taşımak için genellikle altın, gümüş ya da tungstenden yapılmış partiküller kullanılır. 

CRISPR/Cas9 kompleksi, yüksek basınç uygulanarak katlanmış partiküllerle aktarılır. Bu 

metot, helyum basıncı, partikül boyutu, hedef mesafe ve kullanılacak eksplant gibi çeşitli 



22 

 

optimize edilmiş koşullar gerektirmektedir. Transforme bitkiler, rejenerasyon ortamında 

uygun basınç kullanılarak rejenere edilir.  Bu sistem kullanılarak, Cas9/gRNA kompleksi 

mısır (109) ve patates (110) bitkilerine başarılı bir şekilde aktarılmış ve bu bitkiler 

başarıyla rejenere edilmiştir. CRISPR/Cas9 binary vektör gerekliliğinin olması bu sistemin 

en güçlü yönünü oluşturmaktadır. Diğer taraftan, genomda herhangi bir bölgeye entegre 

olması, maliyetinin nispeten yüksek olması ve partikül bombardıman bölgelerinin kontrol 

edilememesi sistemin en önemli dezavantajlarıdır (108).  

CRISPR/Cas9 aktarımında en yaygın kullanılan yöntemlerden biri de Agrobacterium 

aracılı aktarım yöntemidir. İlk önce, Cas9 ve gRNA ifade kasetlerini içeren vektörler 

Agrobacterium suşlarına transforme edilir. Daha sonra, CRISPR kasetlerinin, bitkilerin 

kallus ve yaprak diski gibi eksplantlara Agrobacterium aracılı genetik transformasyonu 

gerçekleştirilir. Agrobacterium aracılı aktarımda transformasyon etkinliği ve düzenleme 

etkinliği partikül bombardımanına göre daha yüksektir. Düşük rejenerasyon ve 

transformasyon etkinliğine sahip monokot bitkilerde de Agrobacterium aracılı aktarım 

yöntemi kullanılmaktadır. Monokot ve dikot bitkilerde kullanılmak üzere tasarlanmış ve 

yüksek düzenleme etkinliğine sahip CRISPR/Cas9 vektörleri dizayn edilmiştir (111). Bu 

yöntemin en güçlü yönü, transformasyon etkinliğinin diğer bilinen aktarım yöntemlerine 

göre daha yüksek olması, maliyetinin düşük olması, gerekli malzemelerin kolay ulaşılabilir 

olması ve geniş uygulama alanına sahip olmasıdır. En önemli dezavantajı ise binary vektör 

kullanımıdır (108).  

2.7.1.5. gRNA ve İfade Kasetlerinin Tasarımında Kullanılan Biyoinformatik Araçlar 

gRNA dizisindeki bir nükleotitlik farklılık, hedef dışı mutasyona neden olacağı için, gRNA 

tasarımı büyük önem taşımaktadır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda kullanılan 

gRNA’lar kullanılarak gRNA dizaynı için gerekli olan bazı kriterler geliştirilmiştir (112). 

Hayvanlardakinden farklı olarak, bitkilere yönelik dizayn edilen gRNA içindeki GC oranı 

etkinliği ve fonksiyonelliği etkilememekte ve %30-80 arası GC oranına sahip gRNA’lar 

başarılı bir şekilde etkinlik göstermektedir. gRNA’lar genellikle 20-23 bazlık hedef dizi 

içermektedir (113). Ayrıca, gRNA’nın kendisi de hedef tanımlamadan kaçınmak için 

kendisiyle 6 bazdan fazla eşlenik olmamalıdır (112). gRNA dizaynında dikkat edilmesi 

gereken bir diğer hususta gRNA’ların ikincil yapılarıdır. gRNA’lar dört tane sap ilmeğe 

sahiptir: Sap ilmek RAR (Tekrar ve ters-tekrar bölgeler), 1,2 ve 3. İkincil yapı analizleri, 
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Sap ilmek 1’in Cas9-gRNA-DNA kompleksinin fonksiyonu için gerekli olmadığını 

göstermiştir. Diğer taraftan RAR, sap ilmek 1 ve 2 bu kompleksin düzenli bir şekilde 

çalışması için gereklidir (112). 

       Çizelge 2.3. gRNA dizaynında kullanılan biyoinformatik araçlar 

Program 

(Alfabetik 

sıra) 

URL Referans 

Benchling https://benchling.com/   

Breaking Cas http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/ (114) 

CCTop http://crispr.cos.uni-heidelberg.de (115) 

CGAT http://cbc.gdcb.iastate.edu/cgat/ (116) 

CHOPCHOP http://chopchop.cbu.uib.no (117, 

118) 

CLD https://github.com/boutroslab/cld (119) 

CRISPOR http://crispor.tefor.net (120, 

121) 

CRISPR 

direct 

http://crispr.dbcls.jp (122) 

CRISPR-GEd http://skl.scau.edu.cn (123) 

CRISPR 

GRNA Design 

Tool 

https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input?multipleContacts=fal

se 

  

CRISPR 

MultiTargeter 

http://www.multicrispr.net (124) 

CRISPR-P 

CRISPR-Local 

http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/ 

http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR-Local/ 

(124-127) 

CRISPR-

PLANT 

https://www.genome.arizona.edu/crispr/ (123, 

128) 

CRISPR 

Primer 

Designer 

http://plantsignal.cn/CRISPR/crispr_primer_designer.html (129) 

CRISPR 

RGEN Tools 

http://www.rgenome.net (130-135) 

CRISTA http://crista.tau.ac.il (136) 

CT-Finder 

CRISPR-DT 

CRISPR-RT 

http://bioinfolab.miamioh.edu/ct-finder/ 

http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-DT/ 

http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-RT/ 

(133, 

137, 138) 

DESKGEN https://www.deskgen.com/landing/cloud (139) 

Dharmacon 

CRISPR 

Design Tool 

https://dharmacon.horizondiscovery.com/gene-editing/crispr-cas9/ 

crispr-design-tool/ 

  

E-CRISP http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ (140) 

GT-Scan https://gt-scan.csiro.au (141) 

PhytoCRISP-

Ex 

http://www.phytocrispex.biologie.ens.fr/CRISP-Ex/ (142) 

Synthego 

CRISPR 

Design Tool 

https://design.synthego.com/#/   

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

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/
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gRNA’lar manuel ya da biyoinformatik araçlar kullanılarak tasarlanabilir. Şimdiye kadar, 

potansiyel hedef dışı bağlanmaları belirlemek, restriksiyon enzimlerinin kesim yerlerini 

belirlemek ve gRNA tasarımı için birçok program geliştirilmiştir (Çizelge 2.3.). Ancak, 

PAM dizisindeki farklılıktan dolayı bu konularda daha fazla gelişmeye ihtiyaç 

duyulmaktadır (gRNA’ların 5′ ve hedef bölgenin PAM dizisi arasındaki etkileşim, 

düzenleme etkinliğinde önemli farklılıklara neden olmaktadır) (108). 

2.7.1.6. Hedeflenen Bölgelerde Mutasyon Tespiti 

CRISPR/Cas9 aracılı mutant genotiplerin doğrulanması ve sonuçların analiz edilmesi için, 

ilk önce genomda meydana gelmesi beklenen mutasyonların tespit edilmesi gerekmektedir. 

Bu işlem farklı yöntemler kullanılarak gerçekleştirilebilir. Örneğin; hedeflenen bölge 

restriksiyon kesim bölgesi içeriyorsa, hedef bölgedeki mutasyonlar kesim bölgesini 

parçalayacaktır ve bu durum restriksiyon enzimleriyle doğrulanabilir (143). Benzer 

şekilde, GFP, YFP, RFP ya da beta glukuronidaz gibi hedef bölgede bulunan raportör 

genler mutasyonların belirlenmesinde kullanılabilir (144).  

Mutant veya yabani tip hatların PCR ürünlerinin erime eğrileri arasındaki farklılıklar; 

yüksek çözünürlüklü erime teknolojisi (HRMT) kullanılarak mutasyon tespitinde 

kullanılabilir. Bu yöntem mutasyon tespitinde etkili bir yöntem olarak kullanılsa da, DNA 

dizisinde meydana gelen değişikliği karakterize edemediği için, bu yöntemin kullanımı 

sınırlıdır ve mutasyonlar hakkında sadece bir ön bilgi verir (145).  

Mutasyon tespitinde kullanılan en etkili yöntem DNA dizilemedir. Yeni nesil dizileme 

teknolojileri (NGS) tek nükleotitlik mutasyonların tespitinde oldukça tutarlı ve başarılı bir 

şekilde kullanılmaktadır (146). Sanger dizileme yöntemi, basit ya da kimerik mutasyonları 

başarıyla tespit edebilse de; NGS’ler gibi derin dizileme yöntemleri, nadir, çoklu ya da 

daha karmaşık mutasyonları genom seviyesinde tespit edebilmekte ve rutin bir şekilde 

kullanılmaktadır (147).  

2.7.1.7. Bitki Biyoteknolojisinde CRISPR/Cas9 Uygulamaları 

CRISPR/Cas 9 aracılı gen düzenleme yöntemi, Cas enzimine ve çift zincir kırık tamir 

mekanizmasına bağlı olarak birçok farklı alanda kullanılabilmektedir. Gen susturma 

CRISPR/Cas9 sistemlerinin en yaygın uygulamasıdır. Bu sistem birçok bitki türünde farklı 

gen gruplarının susturulmasında başarıyla kullanılmıştır. En yaygın kullanılan 
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CRISPR/Cas9 ve diğer CRISPR sistemleri çift zincirli DNA’yı keser ve genellikle çift 

zincir kırığı meydana getirirler. Birçok durumda çift zincir kırığı NHEJ ile tamir edilir. Bu 

tamir sisteminin hataya meyilli olması, ilgili gende insersiyon ya da delesyon gibi nokta 

mutasyonları meydana gelir. Bu mutasyonların ekzon gibi kodlama yapan bölgelerde 

meydana gelmesi ilgili genin fonksiyonunu kaybetmesine ya da susturulmasına neden olur. 

T-DNA mutagenezisi ile kıyaslandığında, CRISPR aracılı gen susturmanın birçok avantajı 

bulunmaktadır.  En önemli avantajı, gen düzenlemenin çok spesifik olmasıdır. Bu sistemde 

herhangi bir gen herhangi bir yan etki olmaksızın hedeflenebilir. Bu yüzden, CRISPR 

sistemi bir geni hızlı ve doğru bir şekilde amaca uygun olarak susturabilir. Bu durum 

özellikle gen fonksiyonuna yönelik çalışmalarda ya da olumsuz bir özelliği kontrol eden 

genlerin fonksiyonunun ortadan kaldırılmasında oldukça kullanışlıdır.  

CRISPR sisteminin çok yönlü kullanılabilmesi ve diğer yöntemlerle kıyaslandığında üstün 

özelliklere sahip olması, hem sanayiden hem de bilimsel kuruluşlardan araştırmacıların 

ilgisini çekmiş ve bu sistem kullanılarak istenilen özelliklere sahip ürünlerin 

geliştirilmesine yönelik çalışmalar hız kazanmıştır. Kısa sürede CRISPR sistemi 

kullanılarak birçok bitki türünde çalışmalar yapılmış ve bu sistem çeltik, pamuk ve buğday 

gibi başlıca türler için optimize edilmiştir (148). Bu çalışmalar sayesinde, CRISPR sistemi 

çeşitli biyotik ve abiyotik faktörlere karşı dayanıklı bitki geliştirme, verim ve kalitenin 

artırılmasına yönelik çalışmalarda rutin olarak kullanılmaktadır.  

Stres, tarımsal ürünlerin verimliliğini önemli ölçüde azaltır. Bitkilerdeki stres iki 

kategoriye ayrılabilir: abiyotik stres; kuraklık, su baskını, aşırı sıcaklıklar, tuzluluk, ağır 

metaller, radyasyon vb. farklı faktörlerden kaynaklanırken, biyotik stres; virüsler, 

bakteriler, mantarlar, otoburlar ve çeşitli patojenlerin saldırılarını içerir. Çeltik, domates, 

hıyar ve greyfurt gibi türlerde çeşitli stres faktörlerine karşı dayanıklılığın sağlanması için 

mutant hatlar oluşturulmuştur (149). Bu hatlar TALEN ve ZFN gibi sistemler kullanılarak 

oluşturulmuştur. Ancak, daha önce de belirtildiği gibi bu sistemlerin önemli sınırlamaları 

bulunmaktadır. CRISPR sisteminin bitkilerde kullanımına yönelik ilk çalışmalar çeltik, 

buğday, tütün ve model bitki A. thaliana’da yürütülmüştür (105). Buğday ve çeltik 

bitkilerinde, bu tür için optimize edilmiş CRISPR sistemi kullanılarak ilk mutant bitkiler 

elde edilmiş ve CRISPR sisteminin bitkilerde kullanımının kolay olduğu bu çalışmalarla 

anlaşılmıştır (150). Cas12a’nın Cas9 ‘a göre daha kısa gRNA gerektirmesi, hedef bölgede 

daha büyük mutasyonlar meydana getirmesi ve NHEJ aracılı DNA insersiyonuna yardımcı 
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olması gibi çeşitli avantajları bulunmaktadır. Yine Cas12a kullanılarak bitkilerde çeşitli 

genetik modifikasyonlar yapılmış ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir (151).  

Kodlamayan RNA'lar da dâhil olmak üzere birçok yapısal ve düzenleyici gen, bitkilerin 

farklı çevresel streslere karşı tepkisinde rol oynar (152). Tüm bu genler, geleneksel 

transgenik teknolojiyi ve şu anda gelişmiş genom düzenleme araçlarını kullanarak abiyotik 

streslere karşı bitki toleransını geliştirmede potansiyel aday genler olabilirler. Bununla 

birlikte, biyotik strese dayanıklı bitki eldesine yönelik CRISPR çalışmalarıyla 

kıyaslandığında, abiyotik strese yönelik çalışmalarda daha az aşama kaydedilmiştir. Bu 

durum temelde herhangi bir abiyotik stres durumuyla ilişkilendirebileceğimiz binlerce 

genin varlığından ve bu süreçte dominant rol oynayan tek bir genin olmamasından 

kaynaklanmaktadır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, bitkilerin etilen yanıtlarında 

negatif düzenleyici olarak görev yapan AGRO8 geni CRISPR yöntemiyle modifiye 

edilerek, mısırın kuraklığa karşı dayanıklılığı artırılmıştır (153). Domateste, SlAGAMOUS-

Like 6 (SlAGL6) geninin CRISPR yöntemiyle susturulması sonucu, yüksek sıcaklık 

koşullarında bile daha iyi büyüme performansı gösteren bitkiler elde edilmiştir (153). A. 

thaliana’da yapılan bir çalışmada, dpa4-sod7-aitr256 geni CRISPR/Cas tarafından 

düzenlenmiş ve elde edilen hatların kuraklık dayanımının arttığı bildirilmiştir (154). 

Domates ARF4 geninin susuturulması ya da ifadesinin azaltılması için yapılan çalışmalar 

sonucunda elde edilen bitkilerin ozmotik ve tuzluluk stresine karşı dayanıklılığının arttığı 

bildirilmiştir (155). Çeltikte; G protein genleri gs3 ve dep1'in CRISPR/Cas aracılı genetik 

modifikasyonu, tuzluluk stresi ve çeşitli abiyotik streslere karşı toleransı arttırmıştır (156). 

Benzer şekilde; Ppa6 geninin susturulması alkali stresine karşı çeltik toleransını arttırmıştır 

(157). 

Zararlı ve patojenlerin neden olduğu hastalık ve zararlar birçok bitki türü için önemli bir 

sorun teşkil etmektedir. Biyotik faktörler sadece bitki büyüme ve gelişmesini değil aynı 

zamanda ürün verimi ve kalitesini de olumsuz yönde etkilemekte, bazen bu durum bütün 

ürünün kaybedilmesiyle sonuçlanmaktadır. Bitkilerin çeşitli hastalıklara karşı vermiş 

oldukları tepkiler oldukça karmaşık bir mekanizmanın sonucudur. Bu mekanizmalar 

genellikle birçok genin etkileşimini gerektirmektedir. Transgen teknolojisi kullanılarak 

hastalıklara karşı dayanıklılıktan sorumlu olduğu düşünülen birçok genin ifadesi artırılmış, 

ancak dayanıklılık mekanizmaları genellikle birçok genin etkileşimini gerektirdiğinden bu 

düzenlemeler yetersiz kalmıştır. Ancak, arzu edilmeyen fonksiyonlardan sorumlu genlerin 

susturulmasına yönelik düzenlemeler genellikle daha etkili sonuçlar vermektedir. CRISPR 
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sistemi bir gen düzenleme yöntemi olduğu için, virüs, fungus ve bakteri gibi çeşitli 

patojenlere karşı dayanıklı mutant hatlar elde etmede etkili bir şekilde kullanılmaktadır 

(Çizelge 2.4.).  

Çizelge 2.4. Çeşitli patojenlere karşı yapılan CRSIPR tabanlı dayanıklılık çalışmaları. 

Tür Hedef Gen Patojen Sonuçlar 
Tarnsformasyon 

metodu 
Referans 

Karpuz Clpsk1 Fungus Fusarium 

oxysporum f.sp. 

niveum’e dayanıklılık 

Agrobacterium (162) 

Arabidopsis eIF(iso)4E potivirüs Turnip mosaic 

virus (TuMV) ’e 

dayanıklılık 

Dip daldırma (54) 

Çeltik Os8n3 Bakteri Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae (Xoo)’e 

dayanıklılık 

Agrobacterium (163) 

Çeltik OsERF922 Fungus Magnaporthe oryzae’e 

dayanıklılık 

Agrobacterium (164) 

Domates SlJAZ2 Bakteri Pseudomonas 

syringae pv. tomato (Pto) 

DC3000’e dayanıklılık 

Agrobacterium (165) 

Sitrus CsLOB1 Bakteri Xanthomonas citri subsp. 

citri (Xcc)’e dayanıklılık 

Agrobacterium (145) 

Portakal CsWRKY22 Bakteri Xanthomonas citri subsp. 

citri (Xcc) 

Agrobacterium (166) 

Hıyar eif4e Virüs Cucumber vein yellowing 

virus, Zucchini yellow 

mosaic virus and Papaya 

ring spot mosaic 

virus‐W’e dayanıklılık 

Agrobacterium (51) 

Pamuk 14–3-3 Fungus Verticillium dahliae’e 

dayanıklılık 

Agrobacterium (167) 

Buğday mlo Fungus powdery mildew’e 

dayanıklılık 

Gen tabancası ve 

protoplast 

kültürü 

(160) 

Domates SiMlo Fungus powdery mildew’e 

dayanıklılık 

Agrobacterium (161) 
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Külleme hastalığı birçok bitki türünde önemli zararlanmaya neden olan ve fungal 

patojenlerin neden olduğu bir hastalıktır (158). Yapılan çalışmalar MILDEW-

RESISTANCE LOCUS (MLO) genlerinin bu hastalıkta negatif düzenleyici olarak görev 

aldığını ve bu genlerin baskılanmasının arpada hastalığı önlediğini ortaya koymuştur (159). 

CRISPR sisteminin bitkilere uyarlanmasından hemen sonra, bu sistem kullanılarak 

hekzaploid buğdayda MLO genleri açısından mutant hatlar elde edilmiş ve bu hatların 

küllemeye karşı dayanıklı oldukları belirtilmiştir (160). Bu çalışma bitkilerde patojenlere 

karşı dayanıklılığın sağlanmasına yönelik ilk CRISPR aracılı çalışmadır. O zamandan beri, 

birçok bitki türünde ve birçok araştırmacı tarafından bu sistem kullanılarak çeşitli 

çalışmalar yapılmış. Mlo genleri domateste de mutant hale getirilmiş ve benzer sonuçlar bu 

tür için de elde edilmiştir (161). 

Fusarium solgunluğu, Fusarium oxysporum f. sp. niveum'un (FON) neden olduğu karpuz 

da dâhil olmak üzere birçok bitki türünde görülen en yaygın fungal kaynaklı hastalıklardan 

biridir. FON, karpuzda %30-80'e kadar ve hatta daha fazla verim kaybına neden olabilir 

(168). Bununla birlikte, bilinen gen kaynakları arasında geleneksel ıslah metotlarıyla 

dayanıklı çeşit eldesinde kullanılabilecek bir çeşit bulunmamaktadır (162). Zhang, Liu 

(162) bitki bağışıklığını düzenleyen bir disülfatlı pentapeptit bitki hormonu olan 

fitosülfokin (PSK) öncüsünü kodlayan Clpsk1 genini susturmak için CRISPR/Cas9 

sistemini başarıyla kullanmışlardır. Çalışma sonucunda, bu genin susturulmasının 

Fusarium solgunluğuna karşı önemli ölçüde dayanıklılık sağladığı belirtilmiştir.  (162). 

Wang, Wang (164), çeltikte, CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak bir ERF transkripsiyon 

faktörü olan OsERF922'yi susturmuşlardır. Çalışma sonucunda, test edilen tüm mutant 

çeltik bitkilerinin, hem fide hem de kardeşlenme aşamalarında yanıklığa karşı direncin 

önemli ölçüde arttığı belirtilmiştir. Benzer şekilde, pamukta 14-3-3 genlerinin 

CRISPR/Cas9 aracılı susturulması, Verticillium solgunluğu açısından hem hastalıklı bitki 

sayısında hem de hastalık hızında düşüşe yol açmış. Ayrıca enfekte yapraklardaki fungal 

biyokütle miktarında %80 azalma görülmüştür (167). 

Birçok bakteri farklı bitki türlerinde hastalık yapabilmektedir. Örneğin, Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae (Xoo) çeltikte önemli zararlar meydana getiren bakterilerden biridir. 

Xoo, enfeksiyon sürecinde spesifik bir transcription activator-like (TAL) sınıfına ihtiyaç 

duyar. Aslında TAL faktörlerine, bitkileri enfekte etmek gereken belirli hastalık hassasiyet 

genlerine bağlanmak için ihtiyaç duyulmaktadır. OsSweet11 geni TAL faktörlerinin 

bağlandığı ve bu sayede konakçı bitkiyi enfeksiyon için hassas duruma getiren genlerden 
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biridir (169). Kim, Moon (163) yapılan çalışmada OsSweet11 geni susturularak, bitkiler bu 

bakteriye karşı dayanıklı hale getirilmiştir. Benzer şekilde, citrusta CsLOB1 hassasiyet geni 

susturularak, bitkilerin Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)’e karşı dayanıklı olması 

sağlanmıştır (145).  

CRISPR/Cas teknolojisi, virüslere karşı yüksek dirençli bitkilerin geliştirilmesinde de 

kullanılmaktadır. Bitki virüsleri, doğal ortamda her yerde bulunur ve sıklıkla bitkileri 

enfekte eder ve bitki büyümesi ve gelişmesi üzerinde önemli etkilere neden olur. Pyott, 

Sheehan (54) CRISPR/Cas9 teknolojisini kullanarak model bitki Arabidopsis'te eIF(iso)4E 

genini başarılı bir şekilde susturmuşlardır. Elde edilen sonuçlar, eIF(iso)4E mutant 

hatların, biyokütle ve çiçeklenme zamanı dâhil olmak üzere diğer özellikleri etkilemeden 

tarlada yetiştirilen sebze mahsullerinde önemli bir patojen olan şalgam mozaik virüsünün 

(TuMV) enfeksiyonuna karşı dirençli olduğunu göstermiştir  (54). 

CRISPR sistemi bitkilerin strese dayanımının artırılmasının yanı sıra, ürün veriminin ve 

kalitesinin artırılması gibi konularda da sık sık kullanılmaktadır. Özellikle verim ve kalite 

parametrelerinin iyileştirilmesine yönelik çalışmalar hem klasik ıslahçılar hem de 

geleneksel transgenik teknolojisi için uzun vadeli bir amaç olmuştur. Ancak, çoğu 

durumda bu özelliklerin genellikle poligenik karakterde olması, bu konularda büyük 

ilerlemeler kaydetmenin önünde bir engel teşkil etmiştir. Birçok çalışma; verime etki eden 

tek bir dominant genin var olmadığını gösterse de, bu konuda negatif düzenleyici olan 

birçok gen tanımlanmıştır. Eğer bu genler direkt olarak engellenir ve hatta ortadan 

kaldırılabilirse, bu durum verime katkı sunacaktır. CRISPR sistemi verimde negatif 

düzenleyici olarak rol oynayan genlerin susturulmasında kullanılabilecek mükemmel bir 

araçtır. Li, Li (170) tarafından çeltikte yapılan bir çalışmada, gn1a, dep1 veya gs3 

genlerinin susturulması; daha büyük tane boyutu, tane ağırlığı ve tane yoğunluğu gibi 

verimle ilgili belirli parametrelerde belirgin artışlara yol açmıştır. Yine çeltikte yapılan bir 

başka çalışmada; gw2, gw5 ve tgw 6, negatif düzenleyicileri CRISPR/Cas9 teknolojisi 

kullanılarak susturulmuştur. Çalışma sonunda, mutant hatların daha büyük tane ağırlığı ve 

boyutuna sahip olduğu bildirilmiştir (171).  

CRISPR sisteminin bitki biyoteknolojisinde kullanıldığı bir diğer alan da ürün kalitesine 

yönelik ikincil metabolizmaların aydınlatılmasıdır. Protein, karbonhidrat, yağ ve biyoaktif 

bileşikler, gıdalardaki başlıca fonksiyonel bileşiklerdir ve bunların bileşimi, ürün 

kalitesinde belirleyici konumundadır. Likopen, kardiyovasküler hastalıklar ve belirli 
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kanserler dâhil olmak üzere çeşitli insan hastalıklarının tedavisinde kullanılan ve en iyi 

bilinen fonksiyonel biyoaktif bileşenlerden biridir. Li, Wang (172), karotenoid metabolik 

yolağı ile ilişkili birkaç gende CRISPR/Cas aracılı düzenleme yaparak domates 

meyvelerinde likopen biyosentezini ve üretimini artırmışlardır. Protein, bitkisel ürünlerde 

bulunan başlıca primer bileşenlerden biridir. Bununla birlikte, protein bileşimi, protein 

karışımının kalitesini belirler. Dünya nüfusunun %1-2'si Buğday ve diğer bazı ürünlerde 

yaygın olarak bulunan glütene karşı duyarlıdır. Sánchez‐León, Gil‐Humanes (102) 

CRISPR/Cas9 genom düzenleme teknolojisini kullanarak buğday α-gliadin genini 

hedeflemişler ve düşük gluten içermeyen buğday elde etmişlerdir. Arpada bulunan D-

hordein geninin CRISPR/Cas aracılı susturulması, arpadaki nişasta granüllerini çevreleyen 

protein miktarının artmasıyla sonuçlanmıştır (173).  Keten bitkisinde yapılan bir çalışmada, 

tohum depo proteini olan CRUCIFERIN C (CRUC) geninin CRISPR aracılı düzenlenmesi, 

tohumlardaki protein miktarının artmasıyla sonuçlanmıştır. Ayrıca bu düzenleme aminoasit 

kompozisyonunda da değişikliğe yol açmıştır. Alanin, sistein ve prolinde artış görülürken, 

izolösin, tirozin ve valin miktarlarında bir azalma kaydedilmiştir (174).  Şimdiye kadar 

bahsedilen uygulamaların dışında, CRISPR/Cas teknolojisi, farklı türlerin kültüre alınması 

ve belirli bir bitkideki spesifik bir özelliği çalışmak için de kullanılmaktadır. Örneğin, 

pamukta bir MYB transkripsiyon faktörü geni CRISPR/Cas9 aracılı modifiye edilerek 

pamuk lifsiz hale getirilmiştir (148). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Kavun üretimi yapan ülkeler arasında Türkiye (1.854.356 ton), Çin’ den (15.944.800 ton) 

sonra ikinci sırada yer almaktadır (FAO, 2014; TUIK, 2016). Ülkemizde açıkta üretimin 

yanında özellikle örtüaltı üretiminin de artması ile  kavun yetiştiriciliği en fazla Akdeniz 

Bölgesinde ve İç Anadolu Bölgesinde yapılmaktadır. Bu kavunların yaklaşık  %85'ini 

Kırkağaç, Hasanbey, Yuva, Kışlık Sarı, %15’ini ise cantalupensis ve reticulatus grubunda 

yer alan kavun çeşitleri oluşturmaktadır (175).  

Bitki virüslerinin, bitkilerde ortaya çıkan enfeksiyonel hastalıklarının yarısından sorumlu 

olduğu düşünülmektedir (176). Virüs yaygınlığı ise bitkilerde önemli verim-kalite 

kayıplarına neden olmaktadır (41). Virüsler, birkaç protein kodlayan tek veya çoklu DNA 

veya RNA molekülüne sahip olup, bazıları DNA veya RNA'dan viral parçacıklar 

oluşturmak üzere kapsülleşmektedir. Bitki virüsleri, bitki hücrelerine girişler esnasında 

(bulaşma) özel yapılar oluşturmayıp genel olarak pasif giriş(yaralardan vs) yapmaktadır. 

Virüsün bitkilere bulaşmasının bir diğer yolu ise böcekler, nematodlar (akarlar) ve 

mantarlar dahil olmak üzere vektör organizmalarla olmaktadır (50). Virüslerin 

genomlarında kendilerini çoğaltmak üzere sık replikasyon olmakta, bunun sonucu olarak 

ise mutasyona açık özellikteki genomları nedeniyle sık mutasyona uğramaktadırlar. Sık 

mutasyonla farklı ırkların gelişmesi ise virüslerin bitki savunma sistemini devre dışı 

bıraktırarak kolay enfeksiyon sağlamaktadır (177).  

Cucumovirus grubunda yer alan hıyar mozaik virüsü (CMV: Cucumber mosaic virus), 

virüsler arasında en geniş konakçı yelpazesine sahip Solanaceae, Cruciferae ve 

Cucurbitaceae familyaları başta olmak üzere yaklaşık 1.200'den fazla bitki türünde önemli 

zararlar yapmaktadır (178). CMV’nin geniş konukçusu olmasının esas nedeni ise iki alt 

grubu olması nedeni ile virüs genomunun zengin bir genomik değişkenlik içermesinden 

kaynaklanmaktadır (179).  

Kavun dahil olmak üzere, Türkiye’de kabakgil yetiştirilen bölgelerde görülen virüslerin 

başında; Hıyar Mozaik Virüsü (Cucumber mosaic virus, CMV) gelmektedir. CMV, virüsü 

yaygınlığı ve oluşturduğu zarar bakımından diğer virüslere göre önemli ekonomik kayıplar 

meydana getirmektedir (180, 181). İç Anadolu Bölgesinde Ankara ili kavun alanlarında 

yapılan bazı çalışmalarda Kırkağaç ve Kazan kavunlarında, özellikle CMV virüsünün 

büyük zarar verdiği belirtilmektedir (182). 
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Bitkilerde bilinen yaklaşık 200 virüs direnç geninin yarısı resesif kalıtım göstermektedir 

(183). Bitki hastalıklarına dayanıklılıkta, resesif dayanıklılığın dominant dayanıklılığa 

oranla kalıtımı daha stabil ve dayanımın daha yüksek olduğu göz önüne alındığında, resesif 

genler üzerine yapılan araştırmalar bitki hastalıklarını kontrol altına almada büyük önem 

arz etmektedir (184).  Bitkide CMV'ye direncin genetik kontrolü dominat, resesif, 

monogenik ve poligenik kontrollerle sağlanarak çok farklılık gösteren heterogenik bir 

durum göstermektedir.  Bunlar arasında en yaygın olanı ise resesif ve poligenik 

dayanıklılıktır (185).  

Resesif genlerde yapılan rastgele mutajenez tarafından üretilen hassaslık kaybı (viral 

enfeksiyona vb) genetik olarak bitki doğal varyantlarında bulunan resesif dayanıklılıkla 

eşdeğer görülmekte, doğal gen kaynaklarında bulunan genetik varyasyonların kullanımında 

oluşabilecek sınırlamaları ortadan kaldırmaktadır. Buna ek olarak, virüslere karşı bitki 

translasyon başlangıç faktörleri (eIF4E'ler) aracığı ile oluşan resesif dayanıklılık, birçok 

bitki türünde mevcut olup, değişik bitkilerdeki rastgele mutagenez oluşturma ve hassaslık 

kaybı mutantlarının seçimi, resesif dayanıklılık uygulamaları ile dayanıklı bitkilerin 

geliştirilmesi mümkün olabilmektedir (50).  

eIF4Es 'lerde meydana gelen mutasyonlar, potyvirüslere ve diğer birçok virüsler yönelik 

hassaslığı engellemektedir. Ancak, resesif dayanıklıkta kullanılacak virüs gruplarındaki 

sınırların ortadan kaldırılabilmesi için ise; viral etmenlere karşı resesif dayanıklılık 

gösterebilecek, gen hedeflerini tanımlamak ve karakterize etmek büyük önem taşımaktadır 

(50). Belirlenen bu konakçı hedeflerinin genom düzenleme çalışmaları ile susturulması 

(hassaslık sağlayan gen bölgelerinin çalışır hale gale getirilmesi) ise kontrolü mutagenez 

ile resesif dayanıklı bitkilerin geliştirilmesi ıslahı bütünleyen yenilikçi biyoteknolojinin bir 

sonucu olarak karşımıza çıkmaktadır.  

Gen susturma aşamalarında kullanılan genom editing teknolojileri, yalnızca model 

bitkilerinde değil aynı zamanda çeşitli bitki türlerinde de gerçekleştirilmekte ve daha 

yaygın şekilde uygulanmaktadır. Genom editing sistemlerinden CRISPR/Cas9 (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated 9:Düzenli 

Aralıklarla Bölünmüş Palindromik Tekrar Kümeleri/CRISPR ilişkili Cas 9) avantajlı 

noktalarından biri, orijinal genom düzenleme transgenlerinin düzenleme sonrasında 

segregasyon yoluyla kaldırılabilmesidir. Diğer bir ifade ile To aşamasında transgenik olan 
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bitkilerin kendileme sonrası transgenlerden arındırılarak resesif dayanıklılığı kazanmasıdır 

(51). 

Bu tez projesinin amacı; kavunda CMV’nin floeme girişini dolayısıyla uzun mesafeli viral 

taşınımı ve sistemik enfeksiyonunu engelleyen, doğal resesif dayanıklı bir gen olduğunu 

kanıtlamış CmVPS41’geninin, hassaslığa neden olan 5 no.lu exonunun CRISPR/Cas9 

yöntemi ile susturulması, hedefi ise; hassas bölgesi susturulan CmVPS41’ genini içeren 

CMV’ye dayanıklı kavun genotipinin resesif dayanıklılık yaklaşımı ile elde elde 

edilmesidir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL              

Bu tez çalışmasında SunAgri tohumculuk firmasından temin edilen ticari Kırkağaç 637 

kavun çeşidinin tohumu kullanılmıştır. 

4.2. TOHUM CANLILIK TESTİ 

Biyokimyasal bir yöntem olan Tetrazolium testinde, tohum canlılığı, embriyoların 2,3,5 

trifeniltetrazolium klorid (TTC) çözeltisinde bekletilmeleri durumunda, kırmızı renge 

boyanma derecelerine göre saptanır (186). Embriyonun hücreleri tarafından absorbe edilen 

bu kimyasal madde suda çözünmeyen, formozan olarak bilinen kırmızı renkli bir bileşik 

haline dönüşmektedir. Canlı embriyolarda renk kırmızıya dönerken cansız dokularda ise 

herhangi bir boyanma olmamaktadır. Renk dönüşümü, kullanılan materyalin çeşidine göre, 

farklı şekillerde meydana gelmektedir. Bu tez çalışmasında kimyasal olarak 2,3,5 

trifeniltetrazolium kloridin % 1’lik çözeltisi kullanılmıştır. Kırkağaç 637 tohumu için 

rastgele seçilen 30 adet tohum steril edilerek çalışmada kullanılmıştır. Steril tohumlar 24 

saat süreyle suda bekletilerek şişmeleri beklenmiştir. Daha sonra tohum kabukları behere 

konmuş ve bunları tamamen kaplayıncaya kadar tetrazolium çözeltisi eklenmiştir. Işığın 

neden olabileceği bozulmaları önlemek amacıyla alüminyum folyo ile sarılarak, direk 

güneş ışığı almayan bir yerde, 23±1 ºC’de 24 saat süreyle tutulmuşlardır.  

4.3. gRNA’LARIN DİZAYN EDİLMESİ 

4.3.1. PRİMER DİZAYNI 

Çalışmada hedeflenecek olan CmVPS41 geninin 5 nolu ekzonunun öncelikle dizilenmesi 

gerçekleştirilmiştir. Dizileme amacıyla çeşitli primerler dizayn edilmiştir. Genel olarak 

DNA dizisine yönelik tasarlanan primerlerin hedef bölgeyi çoğaltmaması üzerine, ikinci 

bir seçenek olarak RNA dizileri baz alınarak primerler tasarlanmış ve 5. ekzon bu şekilde 

çoğaltılarak dizilenmiştir.  

4.3.2. DNA İZOLASYONU 

DNA izolasyonu (32) tarafından belirtilen yönteme göre gerçekleştirilmiştir. İzolasyon 

sonrası DNA saflık ve miktar ölçümleri için %1 konsantrasyondaki agaroz jel kullanılmış 
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ve Nanodrop ND–1000 cihazı ile konsantrasyon ölçümleri yapılmıştır. İşlem basamakları 

aşağıdaki gibidir. 

• İklim odasında çimlendirilen bitkiler bütün olarak sıvı azotla ezilmiştir, 

• Örneklerden yaklaşık 100 mg alınarak ependorf tüplere aktarılmıştır, 

• 1 ml DNA ekstraksiyon çözeltisi örneklere eklenmiştir, 

• Karışım 65 °C’de çalkalamalı su banyosunda 15 dk bekletilmiştir, 

• Su banyosundan alınan tüplere 0,5 ml (24:1) oranında hazırlanan kloroform/isoamil 

alkol karışımı eklenmiş ve buz üzerinde 30 dk bekletilmiştir, 

• Tüpler 5 dk boyunca oda sıcaklığında, 14.000 rpm hızda santrifüj edilmiştir, 

• Süpernatant kısmı yeni bir ependorf tüpe transfer edilmiştir, 

• Süpernatant kısmın üzerine 0,8 ml izopropanol eklenmiştir, 

• Örnekler, 15-20 dk boyunca buz üzerinde soğutulduktan sonra 1 dk süre boyunca 

14.000 rpm hızda santrifüj edilmiştir, 

• Süpernatant kısmı tekrar yeni bir ependorf tüpe transfer edilmiştir, 

• 1 ml % 70’lik ethanol ile Pellet (alt katı) karıştırılıp, 2 dk boyunca 14.000 rpm 

hızda santrifüj edilmiştir, 

• Elde edilen pellet, 50–100 μl TE ile çözülmüş ve RNase (10mg/ml) ile muamele 

edilip karışımdaki RNA uzaklaştırılmıştır. 

4.3.3. RNA İZOLASYONU 

RNA İzolasyonu kit kullanılarak (Promega SV Total RNA Isolation System,  Z3100)  

yapılmıştır. İşlem basamakları aşağıdaki gibidir. 

• Bitki doku örneği sıvı azot ile porselen havanda ezilmiştir, 

• 30mg ezilmiş doku örneğine 175µl RNA Lysis Buffer eklenmiş ve bunun üzerine 

350 µl RNA Dilüsyon Buffer eklenip tüp vortekslenmiştir, 

• Karışım maximum hızda oda koşulunda 10 dk santrifüj yapılmıştır, 

• Pellete dokunmadan üst faz yeni temiz 1.5’luk tüpe aktarılmıştır, 

• Üzerine 200µl %95’lik ethanol eklenmiş, 3-4 kez pipetaj yapılmıştır. 

• Karışım Spin Kolona aktarılmış ve 12.000-14.000g’ de spin kolon tüpleri santrifüj 

yapılmıştır, 

• Alt kısımdaki sıvı dökülmüş ve bu aşamadan sonra DNAse karışımının 

hesaplanmasına geçilmiştir. Her bir örnek başına 40 µl Yellow core Buffer, 5 µl 

0.09M MnCl2 ve 5 µl DNAse olacak şekilde mix 1.5’luk tüpte hazırlanmıştır, 



36 

 

• Her bir filtrenin üzerine 50 µl olacak şekilde bu karışım eklenmiştir. Bu aşamada 

karışım filtreye dokunmadan eklenmiştir. Tüpler oda sıcaklığında,  25 dk 

bekletilmiştir, 

• Bekleme süresi sonrasında,  tüplerin üzerine 200 µl SV DNASE Stop solution 

fitrelerin üzerine eklenmiştir, 

• 12.000 rpm’ de 1 dk santrifüj edilmiş ve alta geçen sıvı dökülmüştür, 

• Filtrelerin üzerine 600 µl Wash solution (önceden ethanol eklenen) eklenmiştir, 

• 12.000 rpm’ de 1 dk santrifüj edilip alta geçen sıvı dökülmüştür, 

• Filtrelerin üzerine 250 µl Wash Solution eklenmiştir, 

• Maximum hızda 2 dk santrifüj edilip alta geçen sıvı dökülmüştür. Alt tüpler bu 

basamakta atılmıştır, 

•  Yeni 1.5’luk tüpler alınıp bu tüplerin üzerine fitreler yerleştirilmiştir. Fitrelerin 

üzerine 30 µl Rnase Free Water eklenip oda sıcaklığında tüpler 5 dk bekletilmiştir, 

• 12.000 rpm’ de 1 dk santrifüj edilmiştir. Alta geçen sıvı artık RNA’dır. Bu sıvı 

alınmış ve tekrar filtreye konulup bu sefer 2 dk beklenmiştir, 

• 12.000 rpm’ de 1 dk santrifüj edilmiştir. Alta geçen sıvı RNA’dır. Buzdan 

ayırmadan agaroz jelde kontrol edilmiş ve porsiyonlanarak -80 e kaldırılmıştır, 

RNA kalite ve miktar ölçümleri amacı ile %1’lik jel ve Nanodrop ND–1000 

spektrofotometre kullanılarak yapılmıştır. 

4.3.4. cDNA SENTEZİ 

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

edilmiştir. cDNA reaksiyonları WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capacity) (katalog 

no: W2211 200rxn) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

Total RNA 10 ng ile 5000 ng arası kullanılmıştır (veya 10 µl). 2x RT master mix 

hazırlanması Çizelge 4.1.’de verildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. 

2X RT master mix buz üzerinde 1.5’luk tüp içinde hazırlanmıştır. Mix pipetaj yapılarak 

iyice karıştırılmıştır. 

• 5000 ng RNA örneği pipetlendikten sonra mix üzerine eklenmiş ve pipetaj ile 

karıştırılmıştır. 

• Hava kabarcığı varsa, elemine etmek amaçlı santrifüjde spin atılmıştır. 

• RT reaksiyonuna kadar tüp buz üzerinde saklanmıştır.  
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Çizelge 4.1. cDNA sentezinde kullanılan kimyasallar. 

İçerik Miktar 

10X reaksiyon tamponu 2 µl 

20X dNTP karışımı 1 µl 

Oligo dT 1 µl 

WizScript™ RTase 1 µl 

RNase Inhibitor 0.5 µl 

RNase ari su 4.5 µl 

Toplam 10 µl 

 

Reverse Transkripsiyon PZR programı: 

25°C 10 dk, 37 °C 120 dk, 85 °C 5 dk, 10 °C’de bekletilmiştir. Sentezlenen cDNA -20 °C 

de saklanmıştır.  

4.3.5. PZR KOŞULLARI 

  Çizelge 4.2. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve miktarları. 

İçerik Miktar 

cDNA 3 µl 

dNTP  1 µ 

Primer Forward 1 µl 

Primer Reverse 1 µl 

MgCl2 2.5 µl 

Taq polimeraz 0.3 µl 

Taq polimeraz tamponu 3 µl 

BSA 1 µl 

dH2O 12.2 µl 

Toplam 25 µl 
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Çalışmada kullanılan polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) yer alan bileşenler aşağıda 

verilmiştir (Çizelge 4.2.). 

PZR programı ise her primere göre ayrı ayrı düzenlenerek aşağıdaki şekilde 

gerçekleştirilmiştir (Çizelge 4.3). 

Çizelge 4.3. Polimeraz zincir reaksiyonu koşulları. 

Aşamalar Sıcaklık Süre 

İlk denatürasyon 95 °C 5 dk 

Denatürasyon 95 °C 45 sn 

Bağlanma 52 °C 1 dk 

Uzama 72 °C 1 dk 

Son uzama 72 °C 7 dk 

 

4.3.6. PZR ÜRÜNLERİNİN DİZİLENMESİ 

PZR ürünlerinin dizilenmesi BM Labosis (Ankara) firması tarafından gerçekleştirilmiştir. 

Gen bankalarında (NCBI vb.) yer alan mevcut diziden hareketle tezde çalışılan kavun 

genini (CmVPS41 Exon 5’e yönelik) hedefleyecek şekilde sgRNA (single guide RNA) 

dizayn edilmiştir. Ancak ilgili bölgenin tür içi polimorfizminin fazla olması nedeniyle 

tezde kullanılan kavun çeşidine yönelik bu bölgenin spesifik çoğaltılması ikinci bir 

seçenek olarak değerlendirilmiştir. Bu amaçla hedef bölge Sanger sekanslama ile 

dizilenerek hedef bölgeye yönelik sgRNA tasarlanmıştır.  

4.3.7. gRNA PRİMERLERİNİN TASARLANMASI 

sgRNA tasarımı için CRISPRdirect uygulaması kullanılmıştır. CRISPRdirect 

(http://crispr.dbcls.jp/)10 kb’a kadar olan nükleotit dizilerini işleyebilen ve hedef diziyi, 

yönü, PAM dizisini, hedef dışı durumları ve mutasyon dizisini analiz eden çevrimiçi bir 

araçtır. CRISPR/Cas hedeflerinin seçiminde kullanılan oldukça fonksiyonel ve kullanımı 

basit olan bir araçtır. Online olarak kullanılan bu araç, hedef dizi ve PAM dizisiyle en iyi 

eşleşmeyi sağlayacak şekilde bütün genomu tarar (122). Analiz sonucu belirtilen 

alternatifler arasından hedef bölgeye yönelik 2 tane sgRNA seçilmiştir. 

http://crispr.dbcls.jp/
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4.4. PLAZMİTLERİN RESTRİKSİYON ENDONÜKLEAZ ENZİM KESİMLERİ 

VE JEL PÜRİFİKASYONU 

Çalışmada kullanılan CRISPR/Cas vektörü pDIRECT_23 (Plasmid #91140) Addgene 

firmasından satın alınmıştır. Kullanılan vektörün yapısı şekil 4.1’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.1. Çalışmada kullanılan pDIRECT_23C vektörü 

  

Çalışma boyunca kullanılan restriksiyon endonükleaz enzimleri ve bu enzimlere ait 

çözeltiler Thermo Scientific firmasından sağlanmıştır. Tüm kesim reaksiyonları için 

Çizelge 4.4’te verilen reaksiyon karışımları kullanılmıştır. pDIRECT_23C plazmidi; MluI 

ve PmeI restriksiyon endonükleaz kesim enzimleriyle 37 °C’de 1 saat termal döngü 

cihazında belirli bölgelerden kesilmiştir. 
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Çizelge 4.4. Restriksiyon Endonükleaz enzim kesim reaksiyonuna ait bileşeler ve 

miktarları 

Reaksiyon bileşenleri Miktar 

pDIRECT_23C 1 µg 

MluI 1 µl 

PmeI 1 µl 

10×Buffer 3 µl 

ddH2O 30 µl’ye tamamlandı 

Total 30 µl 

 

Enzim kesimi yapılmış pDIRECT_23C plazmidinin elektroforezi için %1 konsantrasyonda 

agaroz jel hazırlanmıştır. Daha sonra her bir örnek için karışıma 4μl SafeView DNA 27 

Stain (GMbiolab, Tayvan)boyası ilave edilmiş ve karıştırılmıştır. Daha sonra katılaşan 

jelden taraklar çıkarılmış ve jel, içinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankına 

yerleştirilmiştir. Uygun restriksiyon endonükleazlarla kesilen plazmid ve 2 Kilobaz çiftlik 

(Kb) markır (M) (Solis BioDyne, Estonya) kuyucuklara yüklenmiştir. Ardından örnekler 5 

V/cm olacak şekilde yaklaşık 50 dk boyunca agaroz jel elektroforezinde yürütülmüş ve UV 

ışık (Bio-Rad Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) görüntülenmiştir. 

Jel ekstraksiyonu Thermo Scientific GeneJET Jel Ekstraksiyon Kiti (Kat. No. K0692) 

kullanılarak yapılmıştır. İlk olarak, jelden steril bir bistüri yardımıyla UV ışık (Bio-Rad 

Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) altında ince bir kesit halinde bir parça 

kesilmiş ve 1.5 ml’lik ependorf tüpe alınmıştır. Jel dilimini içeren Ependorf tüpüne 100 µl 

Binding buffer (1:1 hacim olacak şekilde) eklenmiştir. Jelin tamamen çözünmesini 

sağlamak için kısa bir vorteks aşamasından sonra 60 °C'de bekletilmiş ve aralıklarla ters alt 

üst edilerek karıştırılmıştır. Daha sonra karışıma 100 µl %100 izopropanol ilave edilmiştir. 

Karışım üretici firma tarafından sağlanan DNA Saflaştırma Mikro Kolonuna yüklenmiş ve 

oda sıcaklığında 14,000 rpm'de 1 dk santrifüj edilmiş ve altta toplanan kısım atılmıştır. 

Aynı kolona 100 µL Binding bufer eklenmiş ve oda sıcaklığında 14,000 rpm'de 1 dk 

santrifüj edilip altta kalan kısım atılmıştır. Daha sonra kolona 700 µL yıkama solüsyonu 

eklenmiş, oda sıcaklığında 1 dk 14.000 rpm'de santrifüj edilip alttaki kısım atılmıştır. 

14,000 rpm'de (oda sıcaklığı) 2 dk ek bir santrifüj daha yapılıp altta kalan kısım atılmıştır 

ve kolon, temiz bir 1.5 mL’lik ependorf tüpüne yerleştirilmiştir. Son olarak, kolona daha 
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önceden ısıtılmış (70 °C) 40 µL elüsyon tamponu eklenmiş, oda sıcaklığında 2 dk inkübe 

edilip 2 dk boyunca 14,000 rpm hızda santrifüjlenmiştir. Aynı işlem iki defa 

tekrarlanmıştır. Örnekler daha sonraki kullanımlar için -20 °C'de saklanmıştır. 

4.5. FRAGMANLARIN ÇOĞALTILMASI  

Çalışmada kullanılan olan gRNA’ları içeren fragmanlar FicusBio (FicusBio, Ankara) 

firmasında ticari olarak sentezlenmiştir. İlgili gen fragmentleri termal döngü cihazında 

çoğaltılmıştır. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan bileşenler ve koşullar çizelge 4.5. 

ve 4.6.’da verilmiştir.   

Çizelge 4.5. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan bileşenler ve miktarları 

Reaksiyon bileşenleri Miktar 

Oligos Mix 

Template：23C_VPSA_G5_alternatif-

sgRNA1-2-CSY4 

1 µl 

23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-2-

CSY4-F（10P） 
1 µl 

23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-2-

CSY4-R（10P） 
1 µl 

2x PCR Master Mix 10 µl 

PCR enhancer 4 µl 

dd H2O 3 µl 

Toplam 20 µl 

 

23C_VPSA_G5_alternative-sgRNA1-2-CSY4-F:CTGTCCCACAAATGAAGATGGAATCTGTAAAAGAAAACGCGTGAAATAATGCG 

23C_VPSA_G5_alternative-sgRNA1-2-CSY4-R:CCCGCCAATATATCCTGTCAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAAT 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 4.6. Polimeraz zincir reaksiyonu koşulları 
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Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

 

94℃ 2 dk 30 sn 
 

94℃ 20 sn 

20 56℃ 30 sn 

72℃ 1 dk 

72℃ 5 dk 
 

15℃ ∞ 
 

 

PZR ürünlerinin elektroforezi için %1.5’lik agaroz jel hazırlanmıştır. Örnekler kuyucuklara 

yüklendikten sonra 3 V/cm olacak şekilde yaklaşık 50 dk agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmüştür. PZR ürünleri GeneJET PZR pürifikasyon kiti (Thermo Scientific, Cat. No. 

K0702) kullanılarak saflaştırılmıştır. Bu amaçla, UV ışık (Bio-Rad Molecular Imager® 

Gel Doc™ XR System) altında steril bistüri yardımıyla bir parça kesilip alınmış ve 1.5 

ml’lik ependorf tüpe aktarılmıştır. Yaklaşık 100 µl binding bufer eklendikten sonra, 

karışıma soğukta bekletilmiş 100 µl izopropanol eklenmiştir. Karışım GeneJet 

pürifikasyon kolonuna yüklendikten sonra, oda sıcaklığında 14,000 rpm’de 1 dk süre 

boyunca santrifüj edilmiştir. Altta toplanan sıvı uzaklaştırıldıktan sonra 700 µl yıkama 

solüsyonu eklenmiş ve 2 dk boyunca 14,000 rpm hızda santrifüj edilmiştir.  Altta toplanan 

kısım uzaklaştırıldıktan sonra boş kolon 2 dk boyunca 14,000 rpm hızda santrifüj 

edilmiştir. Altta toplanan kısım uzaklaştırıldıktan sonra kolon yeni bir ependorf tüpüne 

aktarılmıştır. Son olarak, daha önceden ısıtılmış 15 µl elüsyon tamponu kolona eklenip oda 

sıcaklığında 2 dk inkübasyona bırakılmış ve 2 dk boyunca 14,000 rpm hızda santrifüj 

edilmiştir. Ardından örnekler agaroz jel elektroforezinde yürütülmüş ve UV ışık (Bio-Rad 

Molecular Imager® Gel Doc™ XR System) altında görüntülenmiş ve daha sonraki 

kullanımlar için  -20°C’de muhafaza edilmiştir. Agaroz jel görüntüsü Şekil 4.2’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.2. Saflaştırılmış PZR ürünlerine ait agaroz jel görüntüsü (1: 

23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-2-CSY4, M:Markır (2 kb)) 

  

4.6. BAĞLANMA (LİGASYON) 

MluI ve PmeI enzimleriyle kesilerek lineer hale getirilmiş olan pDIRECT_23C vektörü ve 

23C_VPSA_G5_alternative-sgRNA1-2-CSY4 ligasyon yoluyla birleştirilmiştir. Bu amaçla 

Çizelge 4.7’de ki gibi hazırlanan karışım 50ºC’de 30 dk boyunca inkübasyona 

bırakılmıştır. 

Çizelge 4.7. Ligasyon reaksiyonunda kullanılan bileşenler ve miktarları 

Bileşen Miktarı 

pDIRECT_23C/MluI, PmeI 4 µl 

23C_VPSA_G5_alternative-sgRNA1-2-

CSY4 
1 µl 

Seamless klonlama kiti 15 µl 

Toplam 20 µl 
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4.7. KOMPETANT E. coli HÜCRELERİNİN HAZIRLANMASI 

Plazmitlerin hücrelere transformasyonundan önce, E. coli hücreleri kompetan hale 

getirilmiştir. Tek bir E. coli kolonisi herhangi bir antibiyotik içermeyen 2 mL (Lurai 

Bertani) LB ortamına inoküle edilmiştir. Hücreler gece boyu 37 °C sıcaklık ve 200-250 

rpm’de çalışan inkübatörde büyümeye bırakılmıştır.  Sonrasında 2000 ml’lik erlen içerisine 

steril 100 ml LB ortamı koyularak 1 ml bakteri kültürü inoküle edilmiş, 37 °C sıcaklık ve 

200 rpm hızda OD600 değeri 0.4’e ulaşıncaya kadar inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 

bu kültürler 50 ml’lik falkon tüplerine alınıp, bu tüpler 10 dk boyunca buz üzerinde 

bekletilmiştir. Buz üzerinden alınan hücreler 10 dk boyunca 4000 rpm’de santrifüj 

edilmiştir. Süpernatant kısmı uzaklaştırılıp, pellet kısmı buzda soğutulmuş 5 ml CaCl2 

(4mM) ile çözdürülmüştür. Hücreler 5 dk boyunca 2500 rpm’de santrifüj edilmiş ve 

süpernatant kısmı uzaklaştırılmıştır. Pellet tekrar buzda soğutulmuş 2 ml CaCl2 çözeltisi 

(4mM) ile çözdürülmüştür. Bu işlem bir defa daha tekrar edilmiştir. Son olarak pellet 2 ml 

CaCl2 (4 mM) ile çözdürülmüştür. Bakteriler daha sonraki transformasyon işleminde 

kullanılmak üzere -80 °C’ de muhafaza edilmiştir.  

4.8. TRANSFORMASYON 

Bu çalışmada Escherichia coli DH5α suşu kullanılmıştır. Transformasyon aşamasının 

basamakları aşağıda belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiştir; 

 Her bir transformasyon için 1 tüp Escherichia coli DH5α hücresi buz üzerinde 

çözdürülmüştür, 

 Buz üzerinde çözünen hücrelerin her bir tüpüne 1-5 μl DNA (10 pg ile 100 ng) 

eklenip elle yavaşça karıştırılmıştır, 

 Tüpler buz üzerinde 30 dk bekletilmiştir, 

 Hücreler sallanmadan 42°C’de 30 sn (sıcak su banyosunda) boyunca ısı- şokuna 

maruz bırakılmıştır, 

 Tüpler sıcak 42°C su banyosundan çıkarılmış ve 2 dk boyunca buz üzerinde 

bekletilmiştir, 

 Önceden oda koşulunda ısınmış S.O.C ortamından  (kabin içerisinde steril tüpe 

ihtiyaç kadar alınan) 250 μl alınıp her bir tüpe eklenmiştir,  

 Sonrasında tüplerin kapakları sıkıca kapatılıp 37°C’ de, 225 rpm’ de 1 saat boyunca 

tüpler çalkalamalı etüvde bekletilmiştir, 
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  Önceden +4 °C’den çıkartılarak kabin içerisinde oda sıcaklığına getirilmiş selektif 

plate’lere her bir transformasyon tüpünden 25–100 μl yayılmıştır (Şekil 4.3.(B)), 

 Plate’ler gece boyu 37 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. 

 

 

Şekil 4.3. Transformasyon sonrası E. coli bakterilerinin seçici platelere ekilmesi A) Bakteri 

kültürünün ortama aktarılması, B) Drigalski spatülü yardımıyla bakterilerin ortama 

yayılması, C) Gece boyu inkübasyon sonucu ortamda çoğalan bakteriler. 

  

4.9. OLUŞAN POZİTİF KOLONİLERDEN PLAZMİT İZOLASYONU 

Plazmit izolasyonu için ilk önce transforme edilen hücreler aşağıda belirtilen şekilde 

çoğaltılmıştır; 

 İlgili antibiyotiği içeren (ampisilin) Luria Bertani (LB) ortamından 5ml bir tüpe 

alınmıştır, 

 Beyaz kolonilerden daha önceden sterilize (otoklavlanmış) kürdanlar yardımı ile bir 

adet beyaz koloni alınıp ortam içine daldırılmıştır, 

 37 °C etüvde, 180 rpm’ de 12-16 saat karıştırılmıştır, 

 Karıştırıcıdan alınan bakteri kültürü, 2 dk boyunca 8000 rpm hızda oda koşulunda 

santrifüj edilmiştir, 

 Santrifüj sonrası süpernatant (üst sıvı) atılmıştır. 
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Bu aşamadan sonra izolasyon aşamasına geçilmiştir. İşlem basamakları aşağıda belirtildiği 

gibidir; 

 Pelletlerin üstüne 250µl Resuspension Solution eklenir. Pelletli soluyon karışımı 

tüpe aktarılmış ve pellet tamamen çözününceye kadar vortex yapılmıştır, 

 250µl Lysis Solution eklenir ve 4-6 kere tüp ters düz edilerek karıştırılmıştır, 

 350µl Neutralization Solution eklenmiş ve 4-6 kez tüp ters düz edilerek 

karıştırılmıştır, 

 5 dk, 14000 rpm’ de santrifüj yapılmıştır (Kromozomal DNA’nın çökmesi amaçlı), 

 Süpernatant pipet yardımı ile GeneJET spin kolona aktarılmıştır, 

 Kolon 1 dk, 14000 rpm’ de santrifüj yapılmıştır, 

 GeneJET spin kolona 500µl Wash Solution’u  eklenmiştir, 

 14000 rpm’ de 1 dk santrifüj yapılmıştır. Kolonun dibindeki sıvı atılıp alt tüp tekrar 

kolona takılmıştır, 

 Tekrar GeneJET spin kolona 500µl Wash Solution’u eklenmiştir, 

 Tekrar 14000 rpm’ de 1 dk santrifüj yapılıp kolonun dibindeki sıvı atılmıştır. Alt 

tüp tekrar kolona takılmıştır, 

 1 dk 14000 rpm’ de kolon boş olarak kalan atıkların uzaklaştırılması amaçlı 

santrifüj edilmiştir, 

 GeneJET spin kolon yeni temiz 1.5’luk tüpe takılmıştır. GeneJET spin kolonun tam 

ortasına, kolona pipet değmeden, 50µl Elution Buffer eklenip 2 dk oda koşulunda 

inkübe edilmiştir, 

 2 dk boyunca 14,000 rpm hızda santrifüj yapılıp kolon atılmıştır ve pürifiye 

plazmid DNA’sı -20 °C’ de saklanmıştır. 

4.10. KOLONİ PZR 

Transformasyon işleminin doğru bir şekilde gerçekleştiğini tespit etmek için koloni PZR 

yapılmıştır. Bu amaçla, kanamisin (50 mg/L) içeren selektif besiyerinde büyüyen 

kolonilerden rastgele 6 tane seçilmiş ve koloni PZR yapılmıştır. PZR koşulları çizelge 

4.8.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.8. Koloni PZR koşulları 

Basamak Sıcaklık Süre 

İlk denatürasyon 95 °C 5 dk 

Denatürasyon 95 °C 30 sn 

Bağlanma 56 °C 45 sn 

Uzama 72 °C 1 dk 

Son uzama 72 °C 5 dk 

 

4.11. KOMPETAN Agrobacterium Tumefaciens HÜCRELERİNİN 

HAZIRLANMASI 

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

şişesi içine konulan 1.5 L’lik yeast malt (YM) broth'a inoküle edilmiştir. 

2. İnoküle örnek, gece boyunca 30 °C'de ve 300 rpm'de inkübe edilmiştir (hücreler, 5–

10x107 hücre/ml (OD550 ~ 1.0) değerine ulaşıncaya kadar büyümeye 

bırakılmıştır). 

3. Sonrasında hücreler, 500 ml'lik steril santrifüj falkonlarına boşaltılmış ve 4 °C'de 

10 dk 3000xg'de santrifüj yapılarak, hücreler pelletleştirilmiştir. 

4. Santrifüj sonrasında, her bir falkondaki süpernatant dikkatlice dökülürek atılıp 

sonrasında hücre peletlerini içeren falkonlar buz üzerine yerleştirilmiştir. 

5. Her bir falkona yaklaşık 50 ml steril ve buz ile soğutulmuş %10 gliserol eklenmiş 

ve hücre peletlerinin yeniden süspanse olması için vorteks yapılmıştır. Sonrasında 

her bir falkonun hacmi steril, soğutulmuş %10 gliserol ile 500 ml'ye tamamlanmış, 

Sonrasında,  4 °C'de 10 dk 3000xg'de santrifüjleme ile hücreler peletlenmiş ve 

santrifüj sonrasında falkonlardaki süpernatant dökülerek uzaklaştırılmıştır. 

6.  Her bir falkondan ayrı ayrı elde edilen hücre peletleri tek bir falkonda birleştirilmiş 

ve hücreler 5. madde’deki uygulama gibi tekrar yıkanmıştır. 

7. Hücre peletleri, 25 ml steril, buzla soğutulmuş %10 gliserol içinde yeniden 

süspanse edilmiş ve soğutulmuş halde olan 30 ml hacimdeki Oakridge tüpüne 

aktarılmıştır. 4 °C'de 5 dk 3000 xg'de santrifüjleme sonrasında süpernatant 

dökülerek atılmış ve hücreler pelletleştirilmiştir.  
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8. Hücre pelleti 0,5 ml steril, buz ile soğutulmuş %10 gliserol içinde yeniden süspanse 

edilmiştir. Dondurmak için, steril 1.5 ml mikrofüj tüplerinde elektrokompetan 

hücreler 200 µl'lik aliquatlar halinde dağıtılmış; hücreler izopropanol-kuru buz 

yardımı ile dondurulup daha sonraki çalışmalar için -70 °C'de saklanmıştır. 

Hücreler bu koşullar altında yaklaşık 6 ay stabil kalabilmektedir. 

4.12. PDIRECT_23C VEKTÖRÜNÜN Agrobacterium tumefaciens (EHA 105) 

BAKTERİLERİNE TRANSFORMASYONU 

1. Elektropore edilecek DNA örnekleri (en fazla 5µl TE'de 100 ng'ye kadar olacak 

şekilde) steril 1,5 ml mikrofüj tüplerine aktarılmış ve tüpler buz üzerine 

yerleştirilmiştir. 

2. Elektrokompetent A. tumefaciens hücreleri buz üzerinde çözülmüş, elektropore 

edilecek her bir DNA örneği için, DNA örneklerine 20µl elektrokompetent hücre 

eklenip karıştırmak için tüplere hafifçe dokunulmuştur. 

3. Elektroporasyona tabi tutulacak her DNA örneği için ayrı ayrı, oda sıcaklığındaki 

17 x 100 tüpüne/tüplerine 1ml YM broth eklenmiş ve 0,1cm elektroporasyon küveti 

buz üzerine yerleştirilmiştir. 

4. Gene Pulser Xcell aleti sağ tarafındaki siyah açma- kapama düğmesinden açılmış,  

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

5. DNA hücresi örnekleri elektroporasyon küvetlerine aktarılıp süspansiyonun dibe 

çökmesi amaçlı küvet hafifçe düz bir yere vurdurulmuştur.  

6. Küvet (ağzı açık ve yukarı bakacak şekilde) ShockPod'a yerleştirilmiştir.  

7. Eektroporasyon işlemini başlatmak için ‘PULSE’ tuşuna (ekranda sağ tarafta 

kırmızı tuş) bir kez basılmıştır. 

8.  Pulsing İşlemi bittikten sonra aletin ekranında görünen ‘RESULTS’ ile başlayan 

uyarı ile birlikte Pulsing işlemi bitmiştir.  

9. Küvetteki hücrelerin, 17 x 100 mm tüpe aktarılması için 1ml LB broth 

kullanılmıştır. 

10. Elektropore edilmiş hücreler 3 saat boyunca 30 °C’de 250 rpm’de inkübe 

edilmiştir. 

11. Daha önceden hazırlanan LB agar plateler Laminar Flow kabin içine konularak oda 

sıcaklığına gelmeleri için beklenilmiş ve sonrasında, elektroporasyonu yapılmış, 17 

x 100 tüp steril tüpteki LB ve plazmid-hücre karışımı;  250, 200, 100, 50 mikrolitre 

olacak şekilde LB agar platelere steril Drigalski spatülü yardımı ile Laminar 
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flow’da dağıtılmıştır. Petriler 5-10 dk kurumaları için Laminar Flow kabinde 

bekletilmiştir. 

12. Plate’ler ters çevrilip, 48 saat boyunca 28 °C’de etüvde bekletilmiştir. 

 

4.13. TOHUMLARIN YÜZEY STERİLİZASYONU VE ÇİMLENDİRİLMESİ  

Tez kapsamında yürütülen çalışmalarda kullanılacak tohumların yüzey sterilizasyonu 

amacıyla ılık suda yaklaşık 2 saat bekletilen tohumlar, daha sonra ön sterilizasyon 

amacıyla akan çeşme suyunda 5 dk boyunca bekletilmiştir. Daha sonra; sterilizasyon 

koşullarının belirlenmesi için sırasıyla %70’lik etanol (a/h) çözeltisinde 2 ve 3 dk ve 

%20’lik NaOCl çözeltisinde 5, 10 ve 15 dk bekletildikten sonra her biri 5‘er dk olmak 

üzere 3 kez steril saf su ile çalkalanarak yüzey sterilizasyonuna tabi tutulmuştur. Daha 

sonraki süreçte, olası kontaminasyon durumları, tohumların çimlenme durumu ve bitkilerin 

gelişim durumları gözlemlenerek çalışmanın geri kalanında kullanılacak en uygun 

sterilizasyon koşulları belirlenmiştir. Yüzey sterilizasyona tabi tutulan tohumlar, steril 

kurutma kağıtları üzerinde kurutulduktan sonra her bir steril petriye 9 adet tohum olacak 

şekilde ve bitki büyüme düzenleyicisi içermeyen Murashige ve Skoog (MS) besin ortamına 

ekilmiş ve 24±2 ºC sıcaklık, %65 nem, 5 LS ışık şiddeti, 16/8 saat fotoperiyot süresi olacak 

şekilde kontrollü şartlar altında bulunan iklim kabininde kültüre alınmıştır. Çalışma 

boyunca kullanılan bütün besin ortamları 121 ºC sıcaklık ve 20 dk boyunca otoklav 

yapılarak steril hale getirilmiş ve ortam pH’sı 5,6-5,8’e ayarlanmıştır.  

Çalışmada eksplant kaynağı olarak bitkilerin kotiledon ve hipokotil kısımları 

kullanılmıştır. Agrobacterium hücreleri kanamisin (50 mg/L) ve rifamisin (25 mg/L) 

antibiyotiğini içeren 50 ml sıvı LB ortamında 28 °C’de 200 rpm de 2 gün boyunca 

büyütülmüştür (Şekil 4.4. (B)). Yaklaşık olarak 4 günlük bitkilerden eşit boyutlarda olacak 

şekilde kesilen hipokotil ve kotiledonlar yaklaşık olarak 1 gün öncesinde hazırlanmış olan 

bakteri kültürü içerisinde 15 dk boyunca hafifçe çalkalanarak bekletilmiştir. Daha sonra, 

steril filtre kağıdında kurutulan eksplantlar hormon içermeyen kokültüvasyon ortamına 

alınmıştır. Yaklaşık olarak 3 gün boyunca karanlık ortamda kokültüvasyona bırakılmıştır. 

Buradan alınan eksplantların üzerinde biriken bakterileri uzaklaştırmak amacıyla 250 mg/L 

sefuroksim sodyum ve 100 mg/L kanamisin antibiyotiği içeren yıkama solüsyonunda 2 

defa yıkanarak steril kurutma kağıtları üzerinde kurutulmuştur.  
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Şekil 4.4. Agrobacterium solüsyonunun hazırlanması. A) Katı LB ortamında yetişen 

Agrobacterium. B) Sıvı ortamda Agrobacterium kültürünün çoğaltılması. 

  

Buradan alınan eksplantlar, içerisinde 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 ortamına alınmıştır. Doku kültürü çalışmalarında kullanılan 

ortamlar ve içerikleri Çizelge 4.9’da verilmiştir.  

Çizelge 4.9. Doku kültürü çalışmalarında kullanılan ortamlar ve içerikleri 

        Ortam 

 

Kimyasal 

Çimlendirme 

ortamı 
Ko-kültüvasyon 

ortamı 
Sürgün ortamı Köklendirme ortamı 

Murashige   

& Skoog 

medium 

4,4 g/L 4,4 g/L 4,4 g/L 4,4 g/L 

Sükroz 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L 

Agar 8 g/L 8 g/L 8 g/L 8 g/L 

BAP - - 2.2 mg/L  

NAA - - 0.8 mg/L            0.5 mg/L 

Kanamisin - - 100 mg/L  

Sefuroksim 

Sodyum 
- - 250 mg/L 

 

 



51 

 

4.14. ADAY TRANSGENİK BİTKİLERDE ANALİZLER 

Transformasyon işleminin başarıyla gerçekleşip gerçekleşmediğini anlamak için çeşitli 

moleküler analizler yapılmıştır. Bu amaçla meydana gelmesi beklenen mutasyonları 

saptamak ve mutasyon çeşidini belirlemek için hedef bölge dizilenmiştir. Bu amaçla ilk 

önce 1 aylık kalluslardan RNA izole edilmiştir. İşlem basamakları aşağıdaki gibidir.  

 Yaklaşık 100 mg kallus sıvı azot kullanılarak ezilmiş ve 1 ml TRIzol kimasalı 

eklenerak 2 ml’lik steril tüplerde homojenize edilmiştir. 

 Karışım 5 dk oda ısısında bekletilerek nukleoprotein bileşenlerinin ayrışması 

sağlanmıştır.  

 Her bir karışıma 0,2 ml kloroform eklenmiş ve tüpler 15 sn boyunca elle kuvvetlice 

çalkalanarak karıştırılmış ve 2-3 dk oda koşullarında bekletilip 20 dk soğutmalı 

santrifüjde 15.000 rpm hızda santrifuj edilmiştir.  

 Süpernatant kısmı yeni bir tüpe transfer edilmiş ve isopropil alkolle karıştırılarak 

RNA’nın çökmesi sağlanmıştır. Bu aşamada ilk aşamada kullanılan TRIzol 

reaktifinin yarısı kadar isopropil alkol eklenmiştir.  

 Karışım oda ısısında 10 dk inkübasyona bırakılmış ve daha sonra 15.000 rpm hızda 

ve soğutmalı santrifüjde 10 dk santrifuj edilmiştir.  

 Pellet %75’lik etanol ile bir kez yıkanmış, bubasamakta yaklaşık 1 ml etanol 

eklenmiştir. 

 İşlemler sonunda RNA çökeltisi 5-10 dk kurumaya bırakılmış ve RNA 40 ml  TE 

ile çözülüp ve 10 dk 55-60°C de bekletilmiştir. Daha sonraki çalışmalarda 

kullanılmak üzere –80 °C de saklanmıştır. 

Daha sonra izole edilen RNA’lar kullanılarak cDNA sentezlenmiştir. cDNA sentezi 

OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit kullanılarak gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezi 

sırasında kullanılan bileşenler Çizelge 4.10.’da verilmiş olup reaksiyon koşulları aşağıdaki 

gibidir.   
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Çizelge 4.10. cDNA sentezinde kullanılan bileşenler ve miktarları 

Bileşen Hacim 

5X RT Buffer  4 μl 

dNTP  1 μl 

Primers  1 μl 

Total RNA or poly(A) + mRNA  (1 ng - 2 μg/rxn) 

OneScript® Plus RTase  1 μl 

Nuclease-free H2O Değişken 

 

Bileşenler uygun miktarlarda karıştırılıp daha sonra kısa süreli santrifüj edilmiştir. Daha 

sonra karışım at 50-55 °C’de 15 dk boyunca inkübasyona bırakılmıştır.  Daha sonra 

85°C’de 5 dk tutularak reaksiyonun sonlandırılması sağlanmıştır. Son olarak kısa bir süre 

buz üstünde tutulmuş ve daha sonraki çalışmalar için -20 °C’de muhafaza edilmiştir. 

Toplamda 12 adet transgenik adayı örneğin cDNA’ları kullanılarak hedef bölge PZR ile 

çoğaltılmıştır. PZR reaksiyonunda kullanılan bileşenler ve miktarları Çizelge 4.11’de 

verilmiştir.  

Çizelge 4.11. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve miktarları 

İçerik Miktar 

cDNA 3 µl 

dNTP  1 µ 

Primer Forward 1 µl 

Primer Reverse 1 µl 

MgCl2 2.5 µl 

Taq polimeraz 0.3 µl 

Taq polimeraz tamponu 3 µl 

BSA 1 µl 

dH2O 12.2 µl 

Toplam 25 µl 
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Polimeraz zincir reaksiyonunun koşulları Çizelge 4.12’deki gibidir. 

Çizelge 4.12. Polimeraz zincir reaksiyonu koşulları 

Aşamalar Sıcaklık Süre 

İlk denatürasyon 95 °C 5 dk 

Denatürasyon 94 °C 45 sn 

Bağlanma 52 °C 1 dk 

Uzama 72 °C 1 dk 

Son uzama 72 °C 7 dk 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI  

5.1. TOHUM CANLILIK TESTİ 

Çalışma materyali olarak kullanılan tohumlar; canlılık ve çimlenme yeteneklerinin 

belirlenmesi amacıyla tetrazolium testine tabi tutulmuşlardır. Rastgele seçilen 30 adet 

tohum 24 saat süreyle karanlıkta ve tetrazolium çözeltisinde bekletilmek suretiyle canlılık 

durumları belirlenmiştir (Şekil 5.1.). 

 

Şekil 5.1. Tohum canlılık testi A: Çalışmada kullanılan Kırkağaç-637 kavun çeşidine ait 

tohum B: Canlılık testi sonucu tohumların dıştan görünümü C: Tohumların içten görünümü 

Çalışma materyali olarak kullanılan Kırkağaç-637 kavun çeşidinin tohumlarında 

tetrazolium testi kullanılarak tohum canlılık testi yapılmıştır. Rastgele seçilen 30 adet 

tohumdan 29 tanesi tetrazolium testine tabi tutulmuştur. Canlı dokuların suda çözünmeyen 

formazon adlı bileşiği absorbe etmesinden dolayı, kırmızı renge boyanan dokular canlı 

dokular olarak kabul edilir. Çalışmada kullanılan tohumlardan biri hariç diğerlerinde bu 

durum belirgin olarak gözlemlenmiştir. Bu durum tohumların yaklaşık %97 oranında canlı 

olduğunu göstermektedir.  

5.2. HEDEF GENİN BELİRLENMESİ 

CmVPS41 geninin dayanıklılıktan sorumlu olan ekzon bölgeleri Çizelge 5.1’de 

belirtilmiştir. 
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Çizelge 5.1. CmVPS41 geninin dayanıklılık bölgeleri 

Predicted complete gene 

Ekzon Başlangıç Bitiş 

MELO3C004827T1.ekzon4 9318450 9318540 

MELO3C004827T1.ekzon5 9319045 9319147 

MELO3C004827T1.ekzon13 9334732 9334851 

 

 

5.3. SEKANS PRİMERLERİNİN OLUŞTURULMASI 

Çalışmada hedeflenecek olan CmVPS41 geninin 5 nolu ekzonunun dizilenmesi amacıyla 

çeşitli primerler dizayn edilmiştir (Çizelge 5.2.).  

   

Çizelge 5.2. CmVPS41 gen bölgesi için dizayn edilen primerlerin listesi 

Primer 

 

Dizisi  (5'->3') 
Beklenen 

Uzunluk (bç) 

Primer-1-

CmVPS41 

F TGCTTGGGCAAATGATGCAG 

352 
R TTTTCGTGCCAACCGTGTTC 

Primer-2-

CmVPS41 

 

F GCAGCCAATGGGACACAAAG 

412 
R CCCACTGACCACCAGCATAG 

Primer-3-

CmVPS41 

 

F GTTGGTCATTGGCTGGGGTA 

435 
R CCACTGACCACCAGCATAGC 

Primer-4-

CmVPS41 

F TCTGTTGGTCATTGGCTGGG 

793 
R AGAGGTTCAACACCCGCAG 

ekzon-5-

CmVPS41 

 

F AGACCAGAAGTTCGCGTTGT 

118 
R CAAAGGGAGCATGTGCAAGG 

ekzon-3-7-

CmVPS41 

 

F AGATTTGCAGCAGGTGGTCT 

1113 
R CTTTTTCGTGCCAACCGTGT 

ekzon-3-10-

CmVPS41 

F AGATTTGCAGCAGGTGGTCT 

352 
R TGGCCAAGTCTTAACAGTCGT 
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5.4. RNA İZOLASYONU, cDNA SENTEZİ VE PZR 

Çalışmada hedeflenecek olan 5 nolu ekzonun dizilenmesi için örneklerden RNA izole 

edilmiş (Şekil 5.2.) ve daha sonra cDNA sentezlenip bu cDNA’lar PZR aşamasında kalıp 

DNA olarak kullanılmıştır.  

 

Şekil 5.2. RNA izolasyonuna ait agaroz jel görüntüsü (M:  Markır, 1,2 ve 3 no’lu örnekler) 

 

Ekzon 5 bölgesinin hedeflenmesinde kullanılacak gRNA’ların dizayn edilmesi için 

çalışmada kullanılan materyalden ilk önce DNA izole edilmiştir. Normal şartlarda NCBI 

veri tabanında bulunan verilerden yola çıkılarak gRNA dizayn edilebilir. Ancak, özellikle 

kavunda tür içi varyasyonun fazla olması bu durumu zorlaştırmakta, ayrıca off-target 

durumundan kaçınmak için mevcut materyal üzerinden hareket edilmiştir. Ayrıca, gRNA 

seçiminde hedef bölge ile en yüksek komplimenterliği gösterecek olanı seçmek için bu 

strateji takip edilmiştir. Ancak, DNA izolasyonu sonucu yapılan PZR aşamaları sonucu 

herhangi bir bant elde edilmemiştir. Daha sonra ikinci bir alternatif olarak mRNA 

transkriptlerinden elde edilen cDNA’lara yönelik primer dizayn edilmiş ve bu şekilde ilgili 

bölgeye ait bantlar elde edilmiştir (Şekil 5.3.). 

 

Şekil 5.3. PZR ürünlerine ait agaroz jel görüntüsü (M: Markır, 1,2 ve 3 no’lu örnekler) 
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5.5. PZR ÜRÜNLERİNİN DİZİLENMESİ 

PZR ürünlerinin dizilenmesi hizmet alımı şeklinde gerçekleştirilmiştir. Bu dizilere ait 

veriler Çizelge 5.3.’te verilmiştir.  

 

Çizelge 5.3. PZR ürünlerine ait dizi verileri 

Örnek adı/Pozisyon Dizi verileri 

1/Forward 

ATCAAGATAATNTCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGTTTTGAGC

ATTACAAGGCAAAGGACTATTCCCTTGCACATGCTCCCTTTGACATGC

TCCCTTTGA 

2/Forward 

ACCAAGATGATNTCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGTTTTGAGC

ATTACAAGGCAAAGGACTATTCCCTTGCACATGCTCCCTTTGACATGC

TCC 

3/Forward 
ACCAAGATGATNTCTACCGATGCCCTACCGGGTACATGGGTTTTGAGC

ATTACAAGGCAAAGGACTATTCCCTTGCACATGCTCCCTTTGACA 

 

Daha sonra; elde edilen dizilerin doğruluğunu kontrol etmek için NCBI veri tabanında 

blast yapılmış ve dizilerin VPS41 geninin ekzon 5 bölgesine ait olduğu doğrulanmıştır 

(Şekil 5.4). 

 

 

Şekil 5.4. Elde edilen dizilerin NCBI veri tabanında kontrol edilmesi 
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5.6. gRNA’LARIN DİZAYN EDİLMESİ 

Çalışmada kullanılacak olan gRNA’ların tasarlanması için CRISPRdirect uygulaması 

kullanılmış olup program tarafından önerilen ilk iki sıradaki gRNA’lar çalışmada 

kullanılmıştır (Çizelge 5.4.). 

Çizelge 5.4. gRNA tasarımı için CRISPRdirect uygulaması tarafından önerilen gRNA 

dizileri 

Pozisyon Hedef dizi Dizi bilgisi 

Başlangıç 

Bitiş 

+ 

− 
20 baz+PAM (toplam 23 baz) %GC Tm 

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 seçilirken dikkat edilen hususlardan biri off-target skorudur. 

Bu skor dizayn edilen gRNA’ların hedef dışı bölgelere bağlanma olasılıklarını 

göstermektedir. Daha yüksek skora sahip olanların genomdaki başka bir bölgeye bağlanma 

olasılıkları daha düşüktür. Bu amaçla off-target skoru (Diğer parametreler de göz önünde 

bulundurulduğunda) daha yüksek olanların seçilmesine dikkat edilmiştir. gRNA’lar 

seçilirken dikkat edilen bir diğer husus ise hedef bölgeye yönelik dizayn edilen gRNA 

sayısıdır. On-target durumunu artırmak ve hedef dışı bağlanmayı azaltmak için bu tez 

çalışmasında iki tane gRNA dizayn edilmiştir. Bu durum hem genom düzenleme 

etkinliğini artırmakta hem de gen susturulacak hatların elde edilme ihtimalini 

artırmaktadır.  
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5.7. E. coli’den PLAZMİT İZOLASYONU 

Klonlama deneylerinde kullanılacak olan pDIRECT_23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-

2-CSY4 plazmiti bu plazmitleri içeren E. coli DH5α hücrelerinden izole edilmiştir. Elde 

edilen plamitler uygun restriksiyon endonükleazlar ile kesilerek doğrusal hale getirilmiş ve 

agaroz jel elektroforezde görüntülenmiştir (Şekil 5.5.). 

pDIRECT_23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-2-CSY4 plazmiti 15.247 baz çifti (bç) 

uzunluğundadır.  

 

Şekil 5.5. pDIRECT_23C plazmidi ve MluI ve PmeI enzimleriyle kesilmiş plazmitin 

agaroz jeldeki görüntüsü (1: pDIRECT_23C, 2,3: MluI ve PmeI enzimleriyle kesilmiş 

plazmit, M: Markır (2 kb)). 

5.8. LİGASYONUN KOLONİ PZR İLE DOĞRULANMASI 

PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde 90 voltta 45 dk yürütüldükten sonra pozitif kolonilerden 6 

tanesi dizilenmek üzere seçilmiştir. Agaroz jel görüntüleri Şekil 5.6.’da verilmiştir. 

 

Şekil 5.6. Koloni PZR’ye ait agaroz jel görüntüsü (1: pDIRECT_23C, 2,3,4,5,6,7: 

23C_VPSA_G5_alternatif-sgRNA1-2-CSY4). 
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5.9. SANGER SEKANSLAMA İLE DOĞRULAMA 

Pozitif kolonilerden izole edilen plazmitler doğrulama amacıyla dizilenmiştir. Dizilenen 

plazmitlere ait kromotogram görüntüsü şekil 5.7.’de verilmiştir. 

 

Şekil 5.7. pDIRECT_23C plazmitinin kromotogram görüntüsünden bir kesit 

 

Daha sonra sgRNA1 ve 2’yi içeren gen kasetleri doğrulama amacıyla dizilenmiştir. 

Dizileme işlemi hizmet alımı şeklinde gerçekleştirilmiştir. Bu dizilere ait veriler çizelge 

5.5.’te verilmiştir. 
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Çizelge 5.5. sgRNA1 ve 2’yi içeren gen kasetlerine ait dizi verileri 
p
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TGGTAGGGACTCGGTGACGGACGGCGCGCCGAAGAGCTGGCAGACATACTGTCCCACA

AATGAAGATGGAATCTGTAAAAGAAAACGCGTGAAATAATGCGTCTGACAAAGGTTAG

GTCGGCTGCCTTTAATCAATACCAAAGTGGTCCCTACCACGATGGAAAAACTGTGCAGT

CGGTTTGGCTTTTTCTGACGAACAAATAAGATTCGTGGCCGACAGGTGGGGGTCCACCA

TGTGAAGGCATCTTCAGACTCCAATAATGGAGCAATGACGTAAGGGCTTACGAAATAA

GTAAGGGTAGTTTGGGAAATGTCCACTCACCCGTCAGTCTATAAATACTTAGCCCCTCC

CTCATTGTTAAGGGAGCAAAATCTCAGAGAGATAGTCCTAGAGAGAGAAAGAGAGCAA

GTAGCCTAGAAGTAGTCAAGGCGGCGAAGTATTCAGGCACGTGGCCAGGAAGAAGAA

AAGCCAAGACGACGAAAACAGGTAAGAGCTAAGCTTCCTGCAGGTTCACTGCCGTATA

GGCAGCCGATGCCCTACCGGGTACAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG

GCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAG

GCAGCTTGCACATGCTCCCTTTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC

TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCACTGCCGTATAGGC

AGGTCGATCGACAAGCTCGAGTTTCTCCATAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGG

GAATTAGGGTTCCTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTAT

GTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCC

AGTACTAAAATCCAGATCCCCCGAATTACCGGTGGGCA 

R
ev

er
se

 

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 Hazırlanması ve Doku Kültürü Koşulları 

Steril koşullarda ekilen ve çimlendirilen kavun bitkilerinde (Şekil 5.8.) en iyi rejenerasyon 

koşullarını belirlemek için farklı konsantrasyonlarda BAP (1-1.5-2.2 mg/L) ve NAA (0.5-

0.8-1 mg/L) içeren ortamlar kullanılmıştır. Sürgün ortamı için en uygun koşulların 2.2 

mg/L BAP ve 0.8 mg/L NAA içeren ortam olduğu, köklendirme ortamı için ise 0.5 mg/L 

NAA içeren ortam olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil 5.8. Kavun tohumlarının in vitro ortamda çimlendirilmesi A: Tohumların MS-0 

ortamına ekilmesi. B: 4 günlük kavun tohumları 

Yaklaşık olarak 4 günlük bitkilerin hipokotil ve kotiledon kısımları eksplant kaynağı 

olarak kullanılmıştır. Steril bir bistüri ile MS ortamı içinde kesilen eksplantlar daha 

önceden hazırlanmış bakteri solüsyonuna daldırılıp hafifçe çalkalanarak 20 dk oda 

sıcaklığında muamele edilmiştir. Daha sonra steril filtre kağıtları ile bakteri solüsyonunun 

fazlası uzaklaştırılıp ko-kültüvasyon ortamına alınıp burada 3 gün boyunca karanlıkta 

bekletilmiştir (Şekil 5.9.).  
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Şekil 5.9. Eksplantların Agrobacterium ile muamele edilmesi. A: Eksplantların kesilmesi. 

B: Ko-kültüvasyon ortamına alınan kotiledon eksplantları. C: Ko-kültüvasyon ortamına 

alınan hipokotil eksplantları. 

Üç gün sonra eksplantlar, Agrobacterium eliminasyonunu ve dolaylı organogenezi 

sağlayacak olan seçici yarıkatı MS besiyerine (2.2 mg/L BAP, 0.8 mg/L NAA ve 100 

mg/L kanamisin) alınmıştır (Şekil 5.10.). Daha sonra, eksplantlar düzenli olarak iki haftada 

bir alt kültüre alınmıştır.  

 

 

Şekil 5.10. Eksplantların seçici besiyerine aktarılması ve gelişimi A: Seçici besiyerine 

aktarılmış 1 haftalık eksplantlar. B: İki haftalık eksplantlarda kallus başlangıcı. C: 3 hafta 

sonunda kallusların görünümü. D: 4 haftalık kallus. 
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Kalluslardan oluşan sürgünler, 2-3 cm boya ulaştıktan sonra (Şekil 5.11.) steril bistüri ile 

kallustan ayrılmış ve rejenerasyon ortamından alınıp, köklendirme ortamına alınmıştır.   

 

 

Şekil 5.11. Yaklaşık 6 haftalık kalluslarda sürgün oluşumu 

5.11. RNA İZOLASYONU ve cDNA SENTEZİ 

Kallus örneklerinden 12 tanesi RNA izolasyonu amacıyla kullanılmıştır. TRIzol 

yöntemiyle yapılan izolasyona ait agaroz jel görüntüsü şekil 5.12.’de verilmiştir.  

 

Şekil 5.12. RNA izolasyonuna ait agaroz jel görüntüsü 

Ayrıca; RNA örneklerinde saflık ve miktar tayinleri Nanodrop cihazı (Nanodrop ND-1000 

spectrophotometer) kullanılarak gerçekleştirilmiştir (çizelge 5.6.). Kalite ve saflık 

analizlerinden sonra 10, 11 ve 12 nolu örnekler çalışmadan çıkarılmıştır. Daha sonra kalan 

RNA örnekleri kullanılarak PZR işleminde kalıp DNA olarak kullanılacak olan cDNA’lar 

sentezlenmiştir.  
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Çizelge 5.6. RNA örneklerine ait kalite ve miktar tayinleri 

Örnek 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 1.91 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 işleminin başarıyla gerçekleşip gerçekleşmediğini öğrenmek için PZR 

işlemi gerçekleştirilmiştir (Şekil 5.13.). Daha sonra meydana gelen mutasyonların tespiti 

için PZR ürünleri dizilenmiştir. PZR ürünlerinin dizilenmesi BM Labosis (Ankara) firması 

tarafından gerçekleştirilmiştir.  

 

 

Şekil 5.13. PZR ürünlerine ait agaroz jel görüntüsü (M: Marker (100 bç)) 

PZR ürünlerine ait diziler elde edildikten sonra NCBI veri tabanında doğrulukları kontrol 

edilmiştir. Daha sonra BioEdit Sekans işleme programı (Versiyon 7.2) kullanılarak 
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hizalanmıştır. Dizilerin kontrol olarak kullanılan yabani hatlarla karşılaştırılması sonucu 

toplamda 9 örnekten 6 tanesinde herhangi bir mutasyonun meydana gelmediği görülürken 

7, 8 ve 9 no’lu örneklerde farklı pozisyonlarda mutasyonlar meydana gelmiştir. 

 

Şekil 5.14. sgRNA1’in hedeflediği bölgede meydana gelen mutasyon tipleri ve 

pozisyonları 

 

Şekil 5.15. sgRNA2’nin hedeflediği bölgede meydana gelen mutasyon tipleri ve 

pozisyonları 

 

SgRNA1 hedef bölgeleri dikkate alındığında 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 no’lu örneklerde herhangi bir 

mutasyonun meydana gelmediği görülmektedir. Ancak 7 no’lu örnekte 1 baz, 8 No’lu 

örnekte 2 baz ve 9 No’lu örnekte 4 bazın çıkarılması şeklinde delesyonlar meydana 

gelmiştir. 

SgRNA2’in hedeflediği bölgeler göz önünde bulundurulduğunda 7. örnekte 2 bazın 

çıkarılması (delesyon) şeklinde bir mutasyon meydana gelmiştir. 8. örnekte ise aynı 
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bölgede ancak tek bir bazın çıkarılması şeklinde bir mutasyon ve yanlış eşleşme (G›T) 

meydana gelmiştir. 9 No’lu örnekte ise 4 bazın çıkarılması şeklinde bir delesyon meydana 

gelmiştir. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

Bu tez çalışmasında kullanılan Kırkağaç-637 ticari kavun çeşidinin tohum canlılık 

potansiyelini araştırmak için tetrazolium testi kullanılmıştır. Bu amaçla farklı yöntemler 

kullanılsa da en yaygın olarak kullanılan yöntem tetrazolium testidir. Tetrazolium testi, 

klasik çimlenme testine göre daha kısa sürede sonuçlar alınmasını sağlamaktadır. Aslında 

tetrazolium testi solunum aktivitesinin ölçüsüdür ve tohumlardaki yaşam belirtileri ya da 

metabolik aktiviteyi ortaya koymaktadır. Bu tez çalışması kapsamında yapılan canlılık 

testleri sonucu, rastgele seçilen 30 adet tohumdan sadece 1 tanesinin canlılık belirtisi 

göstermemesi kullanılan materyalin oldukça canlı olduğunu göstermektedir 

Çalışmada hedef bölge olarak ekzon 5 bölgesi kullanılmıştır. Bu durumun temelde iki 

nedeni vardır. İlk olarak CMV’ye karşı hassasiyet bölgesinin burada yer alması, ikincisi ise 

protein fonksiyonu için gerekli olan ekzon bölgelerinden biri olmasıdır. Gen 

fonksiyonunun ortadan kaldırılmasına yönelik çalışmalarda açık okuma çerçevesinin 

(Open reading frame) hedeflenmesi istenilen bir durumdur. Ayrıca, genellikle genlerin 

nakavt edilmesine yönelik çalışmalarda dizayn edilen gRNA’ların proteinlerin N- ve C- 

uçlarına çok yakın olmaması istenilen bir diğer durumdur. Ancak çalışmada hedeflen bölge 

olan ekzon 5’in görece kısa boyutlu olması (Yaklaşık 118 bç) kimi zaman dezavantajlar 

oluşturmuştur. Örneğin hedef bölgenin dizilenmesi sırasında ve hedef bölgeye yönelik 

primer dizaynında ciddi sorunlar yaşanmıştır. 

Çalışma materyalinin sterilizasyonu amacıyla çeşitli kimyasallar ve süreler (%70‘lik etanol 

(a/h) çözeltisinde 2 ve 3 dk ve %20’lik NaOCl çözeltisinde 5, 10 ve 15 dk) kullanılmıştır. 

En yüksek çimlenme oranı ve en düşük kontaminasyon koşulları %70’ilk etanolde 3 dk ve 

%20’lik NAOCl’de 15 dk süre bekletilmesiyle elde edilmiştir. Diğer koşullarda daha düşük 

kontaminasyon ya da daha yüksek çimlenme elde edilmesine rağmen her iki koşul için en 

iyi değerler bu şartlarda sağlanmıştır.  

Rejenerasyon koşullarının belirlenmesi amacıyla farklı konsantrasyonlarda BAP ve NAA 

hormonları kullanılmıştır. Kavunda tür içi varyasyon rejenerasyon koşullarını önemli 

ölçüde etkilemekte, bu durum her bir çeşit için yeni bir rejenerasyon protokolü 

gerektirmektedir. (187) Farklı kavun varyetelerinde farklı oranlarda somatik 

embriyogenezis meydana geldiğini belirtmişler, ayrıca, bu farklılığın varyete düzeyinden 



69 

 

ziyade çeşit düzeyinde olduğunu belirtmişlerdir. (188) kavun bitkilerinde rejenerasyon 

yeteneğinin fizyolojik koşullardan ziyade genetik farklılıklardan kaynaklandığını 

belirtmişlerdir.  

Bu tez çalışmasında rejenerasyon amacıyla hipokotil ve kotiledonlar eksplant kaynağı 

olarak kullanılmıştır. Ancak hipokotil eksplantlarında bulaştırma işleminden sonra 

ortamdaki Agrobacterium üremesi durdurulamamış ve etkin bir rejenerasyon 

sağlanamamıştır. Bu yüzden çalışma kotiledon eksplantları ile sürdürülmüştür. Şimdiye 

kadar yapılan çalışmalarda kavun bitkilerinde rejenerasyonun sağlanması amacıyla 

eksplant kaynağı olarak hipokotil (189), kotiledon (190), yaprak (191) ve kök (192) 

kısımları kullanılmıştır.   

Bu tez çalışmasında bakteriyel seleksiyon amacıyla farklı konsantrasyonlarda kanamisin 

kullanılmıştır. Ancak, en iyi sonuçlar 100 mg/L konsantrasyonlarda elde edilmiştir.  (193) 

tarafından yapılan bir çalışmada Kırkağaç kavunu materyalinde bakteriyel seleksiyon 

amacıyla 50, 75 ve 100 mg/L konsantrasyonlarda kanamisin kullanılmış ve en iyi 

seleksiyon 100 mg/L kanamisinin kullanıldığı koşullarda elde edilmiştir.  

Dizilenen örneklerden elde edilen sonuçlar incelendiğinde toplam 9 örnekte başlıca 

delesyon şeklinde mutasyonların meydana geldiği görülmektedir. Sadece bir örnekte farklı 

olarak yanlış eşleşmenin de meydana geldiği görülmektedir. Mutasyonların meydana 

gediği örneklerin tamamının aynı örnekler olması transformasyon işleminden 

kaynaklanmaktadır. Bu durum 1,2,3,4,5 ve 6. örneklerde transformasyon işleminin 

gerçekleşmediğini 7, 8 ve 9 no’lu örneklerde ise başarı ile gerçekleştiğini göstermektedir. 

Her ne kadar bahsedilen örneklerin seçici besi yerinde belirli bir noktaya kadar sürgün 

oluşumu meydana gelmişse de, ilerleyen dönemlerde sürgünler ölmüştür. Mutasyonların 

meydana geldiği toplam 3 örnekte ise sürgün gelişimi devam etmiştir. Bu durum temel 

olarak plazmitin kendisinden gelen kanamisin dayanıklılığından kaynaklanmaktadır.  

CRISPR/Cas sistemi, virüslere karşı bakteriyel savunma sisteminin bir parçası olarak 

ortaya çıkmıştır ve bu nedenle virüslere karşı doğal bir dirence sahiptir ve bu durum 

sistemin viral bitki patojenlerine yönelik yapılacak genetik manipülasyon çalışmalarında 

kullanımını kolaylaştırmaktadır. Ayrıca, oldukça basit olması, yüksek etkinliğe sahip 

olması ve çok yönlülüğü, CRISPR/Cas sistemini; ökaryotik sistemlerde genom düzenleme, 

gen düzenleme, nükleik asit hedefleme ve virüs direncine yönelik çalışmalar için benzeri 

görülmemiş bir araç haline getirmiştir (194, 195).  Tam olarak incelenmemiş olmalarına 
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rağmen tamamen, hem ZFN'lerin hem de TALEN'lerin bitki virüslerinin replikasyonunu 

kısmen engellediği bilinmektedir, ancak bu nükleazları kullanarak in vivo viral genom 

kesimine yönelik rapor edilmiş bir çalışma bulunmamaktadır (196). Ayrıca hem ZFN'ler 

hem de TALEN'ler yalnızca DNA dizilerini hedef alacak şekilde tasarlanabilir ve bitki 

RNA virüslerinin genomlarını hedefleyemezler. CRISPR/Cas sisteminde ise, herhangi bir 

genomu (DNA veya RNA) hedeflemek için birden fazla CRISPR/Cas modülü 

kullanılabilir ve herhangi bir bitki virüsünü veya karışık virüs enfeksiyonlarını hedeflemek 

bu sistemlerle çok basittir (197). Benzer şekilde, bitki virüs yönetimi, ucuz, basit, spesifik 

ve sahada uygulanabilir olmalıdır. Ancak, şu anda kullanılan tüm teşhis araçları pahalıdır, 

karmaşıktır ve çiftçiler tarafından sahada uygulanabilir konumda değildir. CRISPR/Cas 

tabanlı teşhis araçları hala geliştirme aşamasında olsa da, yakında tarımsal olarak 

uygulanabilir bir teşhis sisteminin tüm gereksinimlerini karşılayacaktır (194).  

CRISPR/Cas sistemi, bitkilerde virüslere karşı dayanıklılığın sağlanması amacıyla 

başarıyla kullanılmaktadır (198). Genel olarak, bitki virüslerini kontrol etmek için 

CRISPR/Cas teknolojisini kullanmanın iki ana stratejisi vardır. İlk yaklaşımda, istilacı 

virüslerin replikasyonunu ve enfeksiyonunu engellemek için viral genom hedeflenir ve 

etkisiz hale getirilir. İkinci yaklaşımda ise, bitki bağışıklığını arttırmak ve virüs istilasını 

engellemek için viral enfeksiyon/yaşam döngüsü için gerekli olan konakçı duyarlılık 

faktörleri manipüle edilir. 

Streptococcus pyogenes Cas9 varyantının kullanıldığı orijinal CRISPR/Cas sistemi DNA'yı 

hedefler. Bu nedenle, CRISPR/Cas9 sistemi ilk olarak replikasyon aşamasındaki viral 

genomik DNA'yı hedefleyerek geminivirüsle mücadelede kullanılmıştır (199). Birbirinden 

bağımsız çalışan 3 grup tütün ve model bitki Arabidopsis’te CRISPR/Cas9 sistemini 

kullanarak geminivirüs dayanıklılığı sağladıklarını bildirmişlerdir. Bu gruplar intergenik 

bölgeleri, viral replikasyon başlatıcı proteini ya da kılıf protein bölgelerini hedeflemişler ve 

elde edilen mutant hatlardaki hastalık semptomlarında önemli ölçüde azalma görülmüştür 

(200). Bu sistem, model organizmaların yanı sıra arpa gibi bitkilerde de uygulanmış ve 

Wheat dwarf virüsüne (WDV) karşı dayanıklılık sağlanmıştır (201). Ayrıca, çift sarmallı 

DNA virüsleri için de CRISPR/Cas9 sistemi kullanılmış ve Arabidopsis'te Karnabahar 

mozaik virüsünü (CaMV) inhibe etmede etkili olduğu gösterilmiştir (202).  

RNA virüsleri, DNA virüslerine kıyasla ekinlerde daha ciddi kayıplara ve tarımsal 

üretimde çok büyük hasara neden olur. Francisella novicida'dan (FnCas9) Cas9, 
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Leptotrichia shahii'den (LshCas13a) veya Leptotrichia wadei'den (LwaCas13a) Cas13a 

gibi birkaç Cas protein varyantının kullanılması ile geliştirilen CRISPR/Cas sistemlerinin 

in vivo şartlarda RNA molekülünü başarıyla hedeflediği belirtilmiştir (91, 203). İlk 

durumda, FnCas9 ve bu bakteriden elde edilen sgRNA; CMV ve TMV'yi hedef alacak 

şekilde tasarlanmış, elde edilen mutant hatlarda zayıflamış hastalık semptomları 

gözlenlenmiştir (204). İlginç bir şekilde, FnCas9 varyantının kesim özelliğinin değil, ama 

bağlanma özelliğinin viral inhibüsyon için gerekli olduğu bildirilmiştir. Daha sonra, 

LshCas13a sistemi yeniden programlanmış ve bitkilerde RNA virüslerini kontrol etmek 

amacıyla kullanılmıştır. Bu bağlamda; FnCas9/CRISPR sistemi tütün ve patateste potivirüs 

enfeksiyonunu engellemek için başarıyla kullanılmıştır (204). LshCas13a sistemi tütün 

mozaik virüsünün genomik RNA’sını ve pirinçte Southern rice black-streaked dwarf 

virüsünün (SRBSDV) ve Rice stripe mozaik virüsünün (RSMV) genomik RNA’sını 

hedeflemede başarıyla kullanılmıştır. Bu çalışmalar, LshCas13a sisteminin +ssRNA, -

ssRNA ve dsRNA gibi farklı RNA virüsü tiplerine karşı kullanılabileceğini 

göstermektedir. RNA genomlarını hedeflemek, spesifik olmayan RNA bölünmesine yol 

açabilmesine rağmen, konakçı genomik DNA'da aktarılabilir hedef dışı etkiye yol 

açmadığı için daha avntajlıdır. Ayrıca, viral genomik RNA'nın kesilmesi, bitkilerin RNAi 

sistemi tarafından da hedeflenecektir. Bu nedenle, RNA virüslerinin genomlarını 

mutasyona uğratacak olan CRISPR/Cas antiviral sistemden kaçma şansı oldukça azdır.  

Enfeksiyonun ilerlemesi için virüsün; replikasyon, transkripsiyon, translasyon vb. 

işlemlere yardımcı olması için birçok konakçı faktörü toplaması gerekir. Bu özellik virüs 

enfeksiyonunu sınırlamak için potansiyel bir genom düzenleme hedefi sağlar. Örneğin, 

virüslerin virionlarında ribozom yoktur ve konak translasyon mekanizması viral protein 

sentezi için gereklidir. Bitkilerde ökaryotik başlatma faktörü 4E (eIF4E) ve izoformu 

(eIFiso4E), bazı virüslerin viral protein translasyonunu başlatması için gereklidir (205). 

Lellis, Kasschau (206) yapılan bir çalışmada, Arabidopsis eIF(iso)4E mutantının Şalgam 

mozaik virüsüne (TuMV) karşı direncinin arttığı rapor edilmiştir.  

Bu tez çalışmasında da viral faktörün iletim demetleri aracılığıyla bitkinin üst kısımlarına 

taşınmasını engellemek amacıyla cmVPS41 geninin 5 nolu ekzonu hedeflenmiştir. Çünkü 

bu gen viral faktörün taşınımından sorumlu olan bir pipeptidin transkripsiyonundan 

sorumludur. Aslında, bitkilerde bu yöndeki çalışmalarda eIF4E gibi farklı gen ve gen 

grupları da hedeflenebilir. Ancak, bir genin birden fazla karakter üzerine etkili olabileceği 

düşünüldüğünde hedeflenen gende meydana gelen mutasyon fenotipte anormalliklere 
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neden olabilir ya da eIF4E gibi bitkiler de ölüme neden olabilir. Bu yüzden, hedeflenen 

gen ya da gen gruplarının olası etkileri dikkatlice incelenmelidir. 

6.2. SONUÇ 

Bu çalışmada Kırkağaç 637 ticari kavun çeşidinde CMV’ye karşı dayanıklılığın sağlanması 

amacıyla vps41 geninin 5 nolu ekzonunda mutasyonlar meydana getirerek genin 

fonksiyonunun ortadan kaldırılması (Knock out) amaçlanmıştır. Bu amaçla hedef bölgeye 

yönelik 2 tane sgRNA dizayn edilmiştir. CRISPR/Cas9 vektörü Agrobacterium aracılığıyla 

aktarılmıştır. Doku kültürü koşullarının optimize edilmesinden sonra eksplantlar ortama 

aktarılmıştır. Bu eksplantlar içerisinde hipokotil eksplantları büyüme düzenleyicilere cevap 

vermezken, kotiledon eksplantlarında rejenerasyon gerçekleşmiştir. Daha sonra uygun 

sürgün ve köklendirme ortamına aktarılan eksplantlarda mutasyon analizi yapılmıştır. 

Toplamda 3 tane bitkide transformasyonun başarıyla gerçekleştiği görülmüştür. Ancak, 

transformasyonun başarılı bir şekilde gerçekleştiği bitkilerde fenotipik karakterizasyonun 

yapılması gerekmektedir. Ayrıca, bu mutasyonların yavru nesillere başarıyla aktarılıp 

aktarılmayacağının belirlenmesi için T1 jenerasyonunun yetiştirilip bu bitkilerde de 

mutasyon analizinin yapılması gerekmektedir. Sonuç olarak bu tez çalışmasında 

CRISPR/Cas9 tabanlı genom düzenleme aracı bir şekilde kullanılarak mutant hatlar elde 

edilmiş ve bu sistemin kavun (Cucumis melo L.) bitkilerinde kullanılabileceği 

gösterilmiştir. 
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EKLER 

Tez çalışması sırasında kullanılan sgRNA1 ve sgRNA2’yi içeren vektörlere ait diziler Ek-

1’de ve çalışmada kullanılan kimyasal madde listesi Ek-2’de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

EK 1: sgRNA 1 ve 2’yi içeren pDIRECT_23C vektörüne 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

TCGACCGCACCCGGAGCGGGCGCGAGGCCGCCAAGGCCCGAGGCGTGAAGTTTGGCCCCCGCC

CTACCCTCACCCCGGCACAGATCGCGCACGCCCGCGAGCTGATCGACCAGGAAGGCCGCACCG

TGAAAGAGGCGGCTGCACTGCTTGGCGTGCATCGCTCGACCCTGTACCGCGCACTTGAGCGCAG

CGAGGAAGTGACGCCCACCGAGGCCAGGCGGCGCGGTGCCTTCCGTGAGGACGCATTGACCGA

GGCCGACGCCCTGGCGGCCGCCGAGAATGAACGCCAAGAGGAACAAGCATGAAACCGCACCA

GGACGGCCAGGACGAACCGTTTTTCATTACCGAAGAGATCGAGGCGGAGATGATCGCGGCCGG

GTACGTGTTCGAGCCGCCCGCGCACGGCTCAACCGTGCGGCTGCATGAAATCCTGGCCGGTTTG

TCTGATGCCAAGCTGGCGGCCTGGCCGGCCAGCTTGGCCGCTGAAGAAACCGAGCGCCGCCGT

CTAAAAAGGTGATGTGTATTTGAGTAAAACAGCTTGCGTCATGCGGTCGCTGCGTATATGATGC

GATGAGTAAATAAACAAATACGCAAGGGGAACGCATGAAGGTTATCGCTGTACTTAACCAGAA

AGGCGGGTCAGGCAAGACGACCATCGCAACCCATCTAGCCCGCGCCCTGCAACTCGCCGGGGC

CGATGTTCTGTTAGTCGATTCCGATCCCCAGGGCAGTGCCCGCGATTGGGCGGCCGTGCGGGAA

GATCAACCGCTAACCGTTGTCGGCATCGACCGCCCGACGATTGACCGCGACGTGAAGGCCATCG

GCCGGCGCGACTTCGTAGTGATCGACGGAGCGCCCCAGGCGGCGGACTTGGCTGTGTCCGCGAT

CAAGGCAGCCGACTTCGTGCTGATTCCGGTGCAGCCAAGCCCTTACGACATATGGGCCACCGCC

GACCTGGTGGAGCTGGTTAAGCAGCGCATTGAGGTCACGGATGGAAGGCTACAAGCGGCCTTT

GTCGTGTCGCGGGCGATCAAAGGCACGCGCATCGGCGGTGAGGTTGCCGAGGCGCTGGCCGGG

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
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TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGAC

TTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT 
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EK 2: Çalışmada kullanılan kimyasallar ve tedarikçileri 

Kimyasal Madde  Tedarikçi Firma 

2,3,5 trifeniltetrazolium klorid (TTC) Merck 

Kloroform Merck 

Etanol Merck 

İzopropanol Soldex 

İzoamil alkol Tekkim 

Benzil Amino Purine Sigma  

Naftalin Asetik Asit HIMEDIA 

Sefuroksim Sodyum Deva 

Kanamisin NZYTech 

Sükroz Merck 

Bitki Agar Duchefa 

Murashige and Skoog  Phytotech 
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