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Amag¢: Bu calismanin amaci, CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic  repeats)/Cas9 (CRISPR-associated protein 9) aracii genom
duzenleme yontemi kullanilarak asma protoplastlarinda hedefe yonelik mutasyonun
gerceklestiriimesidir.

Materyal ve Yontem: Chardonnay asma ¢esidinde CRISPR/Cas9 aracili genom
dizenleme icin hedef gene uygun gRNA tasarimi yapilarak, hem gRNA’yI hem de
Cas9 ve GFP genlerini igeren final CRISPR/Cas9 vektort elde edilmistir. Asma
yapraklarindan protoplast izolasyonu ve transformasyonu gerceklestirilerek,
transformasyon ve mutasyon verimliligi analiz edilmistir.

Arastirma Bulgulan: Calismada Chardonnay yapraklarindan yapilan protoplast
izolasyonunda 1 g taze yapraktan 1x10’ protoplast elde edilmistir. VWPDS genini
hedef alan vektérin (~10 kb) protoplastlarda transformasyon verimliligi %40-60
iken, sadece GFP genini iceren vektorde (~3 kb), transformasyon verimliligi %80-
90 olarak bulunmustur. Vektér buyikligu transformasyon verimliligini blyik oranda
etkilemis, vektor buylkligu arttikca verimlilik azalmistir. Transformasyon
gerceklesmesine ragmen, hedeflenen mutasyon dogrulanamamistir.

Sonug: Calismada asma protoplastlarinda CRISPR/Cas9 aracili  genom
dizenleme igin ilk asama olan gRNA tasarimindan son asama olan protoplast
transformasyonuna  kadar uygulanan basamaklar basarli  bir sekilde
gerceklestirilerek, sistemin sorunsuz uygulanabilifigi gosterilmistir. Uygulanan
protokoller ve elde edilen sonuglar asmada hedef mutasyonlarin gergeklestiriimesi
amaciyla yapilacak olan diger ¢alismalarda kullanilabilecektir.

ABSTRACT

Objective: This study aims to perform targeted mutation in grapevine protoplasts
using the CRISPR/Cas9-mediated genome editing method.

Material and Methods: For CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats)/Cas9 (CRISPR-associated protein 9)-mediated genome editing
in the Chardonnay cultivar, a gRNA design targeting the desired gene was
performed, resulting in obtaining a final CRISPR/Cas9 vector containing both the
gRNA and Cas9 and GFP genes. Protoplast isolation and transformation were
performed using leaves, followed by analysis of transformation and mutation
efficiency.

Results: In the study, Chardonnay leaf protoplast isolation produced 1x10
protoplasts per 1 g of fresh leaves. The vector targeting the VVPDS gene (~10 kb)
achieved a transformation efficiency of 40-60%, while the vector containing only the
GFP gene (-3 kb) reached 80-90% efficiency. Vector size notably impacted
transformation, with larger vectors reducing efficiency. Despite successful
transformation, the presence of the targeted mutation could not be confirmed.

7

Conclusion: The study successfully completed all stages from gRNA design,
the initial step of CRISPR/Cas9-mediated genome editing in protoplasts, to the
final protoplast transformation stage, showcasing the system's seamless
usability. The protocols applied and the results obtained can be utilized in future
studies aimed at implementing targeted mutations in grapevines.
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GiRIiS

Artan dunya nufusu ve kuresel 1sinmanin getirdigi kisittamalar ile birlikte tarimsal Gretimin artan
talebi kargilayabilmesi igin bitki 1slahinda klasik ydntemlere alternatif glincel teknolojilerin kullanimi
tarimsal arastirmalar igin blylk 6nem tasimaktadir (Bailey-Serres et al., 2019; Chen et al.,, 2019).
CRISPR/Cas9 aracili genom dizenleme, bitki genomlarinda istenilen degisikligi yapmaya olanak
saglayarak, islah siresinin hizlandiriimasina, istenilen 6zelligin bitkilere kazandiriimasina ve farkh
genlerin fonksiyonlarinin ve biyosentez yolaklarinin anlasilmasina olanak saglamaktadir (Wada et al.,
2020). CRISPR/Cas9 teknolojisi, ilk defa Arabidopsis, tutin, ¢eltik ve bugday bitkilerinde hedeflenmis gen
modifikasyonu amaciyla kullanildiktan sonra birgok bitkide de gen fonksiyonlarinin belirlenmesi ile biyotik
ve abiyotik stres etmenlerine karsi dayanikli bitkilerin elde edilmesi amaciyla kullanilarak basarili sonuglar
elde edilmigtir (Yin et al., 2017).

CRISPR ilk olarak 1987 yilinda E. coli'de viris ve plazmit DNA’sina karsi savasmak igin
olusturulan bir bagisiklik mekanizmasi olarak kesfedilmistir (Ishino et al., 1987; Jinek et al., 2012).
Sonrasinda ise CRISPR/Cas sistemleri bakteri, hayvan ve bitkilerde hedeflenen mutasyonun
gerceklestiriimesinde genom duzenleme ydntemi olarak kullaniimaya baglanmistir. CRISPR/Cas9
sistemi, esneklik, basitlik ve goéreceli distik maliyet agisindan 6nceki dizenleme yontemleri olan
TALEN, ZNF ve meganukleaz'lari geride birakarak tarimda genetik diizenlemeyi yaygin bir sekilde
kullanilabilir hale getirmistir (Feng et al., 2013).

CRISPR/Cas9, niikleaz Cas9 enzimi ve kilavuz RNA olarak adlandirilan gRNA'dan olusur ve bir
ribonlikleotit kompleksi olarak gorev yapar. Cas9 enzimi, gRNA ve devamindaki 3 nukleotitten olugan
(NGG) PAM (protospacer yan motif) bolgesini tanir ve gRNA'nin tamamlayicisi oldugu hedef sekansi 17.
nikleotitten keser. Nikleaz enzimleri, DNA'da cift ya da tek iplikli kesikler olusturarak, hiicre onarim
sistemini baslatir ve hiicrenin farkli tamir mekanizmalari devreye girerek kesim meydana gelen bolgede
silme, ekleme ve ikamelerin ortaya ¢cikmasina yol acar (Jiang et al., 2016; Kolasinliler et al., 2023).

CRISPR/Cas9 aracili genom dizenleme cgalismalarinda, Oncelikli olarak yapilacak c¢alismanin
amacina yonelik hedef gen/bodlge secimi gergeklestiriimektedir. Hedef gen/bdlge segimi yapildiktan sonra,
amaca uygun olarak hedeflenen mutasyon tipine (ekleme, silme, ikame) karar verilmesi gerekmektedir.
Bu asamadan sonra gRNA'nin belirlenmesi ve CRISPR/Cas9 vektorlerinin tasarim ve olusturulmasi
islemleri gerceklestiriimektedir (Jaganathan et al., 2018). Bu amag¢ igin tasarlanmis farkh plazmit
sistemleri bulunmaktadir (Tang et al., 2018). Bu sistemler, gRNA tasarimi yapildiktan sonra, gRNA’nin
kolayca transformasyon vektoriine klonlanmasina olanak saglamaktadir (Cermak et al., 2017; Tang et al.,
2018). Transformasyon vektdru elde edildikten sonra ise bitki transformasyonu, bitki rejenerasyonu ve
bitkilerde tarama islemleri gerceklestirimektedir (Belhaj et al., 2015). CRISPR/Cas9 aracili genom
dizenleme cgalismalarinda en maliyetli ve uzun suren basamak, steril bitki doku kaltiri asamalaridir
(Maher et al., 2020). Bu sebepten dolayi genom dizenlemede kullanilacak olan CRISPR/Cas9
vektoriinin direk olarak bitkilerde denenmesi yerine, dncelikle protoplastlarda denenerek test edilmesi,
diger bir ifadeyle galistiginin dogrulanmasi, bu teknolojinin uygulanmasinda tercih edilen bir yaklasim
olmustur (Lin et al., 2018).

Bitkilerde PDS geni, karotenoid biyosentez yolu i¢cinde gorev alan fitoen dehidrogenaz enzimini
kodlamaktadir. Karotenoidler bitkilerde bulunan dnemli pigmentlerdir ve fotosentezde, 1sik emiliminden
sorumlu olmalarinin yaninda bitkilerin blyimesi, gelismesi ve gevresel streslere uyum saglamalarinda da
onemli gorevler tstlenmektedirler (Hou et al., 2016). Genom diizenleme c¢alismalarinda PDS genine ydnelik
mutasyonlar, bitkilerin karakteristik bir fenotip géstermesine neden olmaktadir. Bu mutant fenotip, bitkide
olusturulan mutasyon cesidine bagh olarak albino veya koyu yesilden soluk yesile dogru alacal bir renk
gostermektedir (Qin et al., 2007). PDS geninin mutasyonunu sonucunda olusan fenotip, genom dizenleme

118



Asma protoplastlarinda CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme

calismalarinda siklikla kullanilarak, mutasyonun varligini hizh ve kolay sekilde tespit edilmesini
saglamaktadir. Glinimiize kadar misir (Svitashev et al., 2015), bugday (Howells et al., 2018), domates
(Secgin et al., 2021), patates (Wang et al., 2015) ve asma (Nakajima et al., 2017) gibi ¢esitli bitkilerde yapilan
genom diizenleme ¢alismalarinda PDS geni genom diizenlemenin basariyla gergeklestirildigini gorsel olarak
dogrulayan bir isaretleyici olarak kullaniimistir.

Asma, hem llkemiz hem de diinyada ekonomik ve kiltlrel agidan oldukca dnemli bir bitkidir
(Kusaksiz vd, 2019; Kaya et al., 2023). Asma i1slahinda, genellikle klasik 1slah yontemleri kullaniimakta ve
bu teknikler ise uzun zaman almaktadir. Ayrica, hali hazirda yetistiriciligi yapilan gesitlerde klasik 1slah
yontemleri uygulandiginda, varolan 6zelliklerin kaybedilme riski bulunmakta ve bu durum bagcilik sektdri
tarafindan tercih edilmemektedir (Giacomelli et al., 2018). Bu sebeplerden dolayr asmada klasik 1slah
yontemlerine alternatif CRISPR/Cas9 gibi guincel teknolojilerinin kullaniimasi varolan ¢esitlerin dzelliklerini
kaybetmeden, sadece istenilen degisikliklerin yapilabilmesine olanak saglamaktadir (Dalla Costa et al.,
2017). CRISPR/Cas9 gibi nikleazlari kullanarak genomda istenilen bdlgede hedeflenen degisikligi
olusturabilen genom diizenleme araglarinin asma bitkisinde basarili bir sekilde uygulanabilmesi bu énemli
bitkide buyik 6nem tagimaktadir (Campos et al., 2021).

Asma bitkisinin ¢ok yillik ve heterozigot genoma sahip olmasi, bitki transformasyon asamalarinin
uzun ve zorlu olmasina yol agmaktadir. Bu sebeple asmada yapilan CRISPR/Cas9 aracili genom
dizenleme calismalari, ekonomik 6neme sahip diger bitkilerle kiyaslandiginda oldukc¢a sinirl sayida
kalmistir. Bu ¢calismalarda en ¢ok hedef alinan gen kiilleme hastaligina karsi duyarlilik geni olarak bilinen
MLO genidir (Malnoy et al., 2016; Giacomelli et al., 2018; Wan et al., 2020). MLO geni hem metot
gelistirme calismalarinda (Malnoy et al., 2016) hem de kdilllemeye kargi dayanikli cesit gelistirme
¢alismalarinda (Giacomelli et al., 2018; Wan et al., 2020) hedef gen olarak segilmistir. Ayrica tartarik asit
iceriginin azaltiimasi i¢in IdnDH geni (Ren et al., 2016), gri kif hastaligina karsi dayanikh cesitlerin
gelistiriimesi icin WRKY52 geni (Wang et al., 2018), bag mildiydstine dayanikh gesitlerin gelistiriimesi igin
DMR6 geni (Giacomelli et al., 2018) ve sirgin dallanmasinin arttirimasi igcin CCD7 ve CCD8 genleri
(Ren et al., 2020) hedef alinarak genom dizenleme galismalari gergeklestiriimistir. Bir baska ¢alismada
ise PDS geni hedef gen olarak segilerek ydntemin uygulanabilirligi gosterilmistir (Nakajima et al., 2017).

Bu galismanin amaci, asmada CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme yéntemi kullanilarak asma
yapragindan elde edilen protoplastlarda hedefe yodnelik mutasyonun gergeklestirimesidir. Bu amag
dogrultusunda Chardonnay asma c¢esidinde hedef gene uygun gRNA tasarlanarak, transformasyon
vektoérinin elde edilmesi ve vektorin protoplastlarda test edilmesi galismalari gerceklestiriimigstir.

MATERYAL ve YONTEM
Bitki materyali

Calismada kullanilan Chardonnay (klon 76) asma ¢esidi Kavaklidere Saraplari A.S.’den tipli fidan
olarak temin edilmistir. Bitkiler Manisa Celal Bayar Universitesi, Biyomiihendislik Bolimi iklimlendirme
odasinda %80 bagil nemde, 16 saatlik fotoperiyot ile giindiiz 25°C, gece 17°C’de muhafaza edilmistir.

VVvPDS geninde gRNA tasarimi ve CRISPR/Cas9 vektoriiniin hazirlanmasi

VVPDS geninin (VIT_09s0002g00100) sekans bilgileri EnsemblPlants veritabanindan indirilmistir.
gRNA tasarimi i¢cin VVPDS geninin ikinci ekzonu hedef alinarak, web tabanli Benchling programi
(https://benchling.com) kullanilarak gRNA tasarimi off-target puani ve GC igeridi dikkate alinarak
gerceklestiriimistir. CRISPR/Cas9 vektorinin olusturulmasinda Cermak et. al. (Cermak et al., 2017) moddler
system plazmitleri (pMOD_A1111, pMOD_B2515, pMOD_C3001 ve pTRANS_100) kullaniimistir. VvPDS
geni ekzon 2 Uzerinde yer alan 20 bazlik gRNA dizisi ve PAM sekansi Sekil 1’de gdsterilmektedir. Moduler
sistem plazmitlerine ait bilgiler Cizelge 1’de yer almaktadir.
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A) Ekzon Intron

|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
B)

....ATGACTCAATTCAGATATGTTTCTGCGGTGAACTTGAGCTGCCAAAGTAATATAATA
AACTTTCAGAACTCCCAATGTACCEGGAGACATCTTTATATTGATTCAGATCAGACCAATA
CACTTCTTTTTGGAGGTGGTGACTCTATGGGTCTCAAGTTGAGAATTCCAAATAAGCATTC
TATTGGAACA....

Sekil 1. VVPDS geninde hedef bélgenin segilmesi ve gRNA'nin dizayni, A) VvPDS genini olusturan ekzon ve intronlar dikdértgen
kutucuklar ile gosterilmistir. gRNA dizisi, ekzon 2'de yer almaktadir. B) Ekzon 2'de yer alan 20 bazlik gRNA dizisi sari, 3
bazlik PAM dizisi ise yesil ile isaretlenerek gdsterilmistir.

Figure 1. Selection of target region in the VVPDS gene and design of the gRNA, A) Exons and introns that make up the VvPDS
gene are shown with rectangular boxes. The gRNA sequence is located in exon 2. B) The 20-base gRNA sequence in exon
2 is highlighted in yellow, while the 3-base PAM sequence is highlighted in green.

Cizelge 1. CRISPR/Cas9 vektoriniin elde edilimesinde kullanilan modiiler sistem plazmitleri

Table 1. Modular system plasmids used to obtain the CRISPR/Cas9 vector

Plazmit adi Gen Promotdr  Terminator
pMOD_A1111 (Addgene #91032) TaCas9 OsActl HSP
pMOD_B2515 (Addgene #91072) Tek gRNA klonlama icin Esp3l ccdb kaseti AtU6 Pol Il
pMOD_C3001 (Addgene #91094) GFP 35S pea rbcsE9

pTRANS_100* (Addgene #91198) - - -

*T-DNA icermeyen transformasyon vektoru

gRNA’nin modiiler sistem plazmitlerinden modul B plazmit igerisine klonlanmasi igcin gRNA dizisine
plazmit ile uyumlu 4 bazlik uzanti sekanslari eklenerek iki adet primer sentezlettiriimistir (Sekil 2).
Kullanilan Modil B plazmit pMOD_B2515’te U6 Pol Ill promotéril oldugu icin gRNA dizisinin oniine “G”
bazi eklenmistir (Sekil 2). Primerler T4 polynucleotide kinaz enzimi ile fosforilasyon yapilmig, asamali
sicaklik degisimi uygulanarak birbirlerine baglanmasi saglanmistir (Cermak et al., 2017). Sonrasinda tek
bir Golden Gate birlestirme reaksiyonu ile Esp3l restriksiyon enzimi ve T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak
gRNA sekansi pMOD_B2515 igerisine klonlanmistir. Golden Gate birlestirme reaksiyonu, kompetan E.
coli (NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency, DH5a)) hicrelerine transforme edilerek,
LB+ampisilin antibiyotigi iceren agarli besiyerine ekim yapilmistir. Elde edilen kolonilerden sivi kaltar
baslatilarak, Monarch® Plazmit Miniprep Kit (NEB) ile plazmit izolasyonu yapilmis ve Sanger sekanslama
ile gRNA’nin plazmit icerisine dogru bir sekilde aktarildigi dogrulanmistir.

Genom dizenlemede kullanilan final CRISPR/Cas9 vektoérinin elde edilmesinde Cermak et al.
(2017) protokoli (Protocol 5) temel alinmigtir. Bu sistemde Cas9 geni iceren pMOD_A1111 plazmit,
gRNA klonlanan modul B plazmit (pMOD_B2515) ve GFP geni iceren modul C plazmit (pMOD_C3001),
T-DNA igermeyen transformasyon vektori (pTRANS_100) igerisinde tek bir Golden Gate birlestirme
reaksiyonu ile birlestirilmistir. Final birlestirme reaksiyonu, kompetan E. coli (NEB® 5-alpha Competent E. coli
(High Efficiency, DH5a)) hiicrelerine transforme edilerek, LB+spektinomisin antibiyotigi iceren agarli
besiyerine ekim yapilmistir. Elde edilen kolonilerden sivi kiltir baglatilarak, Monarch® Plazmit Miniprep Kit
(NEB) ile plazmit izolasyonu yapilmig, final vektdr restriksiyon enzimi (Sacl) ile kesim yapilarak
dogrulanmistir.
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gRNA: TTCAGAACTCCCAATGTACC ﬂ
Vektor ile "
l uyumlu 1
uzanti sekansi : ﬁ
¥

GATTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN / " ’
7 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA CCDB PMOD_B2515
Vektér ile sgRNA
uyumlu l
uzanti sekansi PMOD_B2515
lleri primer; GATTGTTCAGAACTCCCAATGTACC CCDB

Geri primer: AAACGGGTACATTGGGAGTTCTGAA

*Guanin (G) bazi U6 promotéri igin eklenmistir.

Sekil 2. gRNA'nin modul B plazmit igerisine klonlanma asamasinin sematik gosterimi.

Figure 2. The schematic representation of the cloning of gRNA into the Module B plasmid.
Protoplast izolasyonu

Protoplast izolasyonunda Shan et al. (2014) protokolii temel alinmigtir. iklimlendirme odasinda
kontrolli kosullarda yetistirilen asma fidanlarindan en taze yapraklar alinarak, bistlri yardimiyla 0.5-1.0
mm kalinliginda ince seritler olacak sekilde kesilmistir. Steril enzim ¢dzeltisi icerisinde karanlikta 7-8 saat,
100 rpm’de orbital karistirici (izerinde oda sicakliginda inkiibasyona birakiimistir. Enzim inkiibasyonu
sonunda protoplastlarin serbest kalmasi icin W5 ¢ozeltisi (2 mM MES (pH 5.7), 154 mM NaCl, 125 mM
CaCl,, 5 mM KCI) eklenerek 1-2 dakika sliresince yavascga karistiriimistir. Sonrasinda 150xg’de santrif(j
yapilarak, ust faz uzaklastinimis ve dipte kalan protoplastlarin hemasitometre yardimi ile sayimi
yapilmistir. Sayim sonrasinda, protoplastlara konsantrasyon 5x10° protoplast/ml olacak sekilde MMG
¢cozeltisi (4 mM MES (pH 5.7), 0.4 M mannitol, 15 mM MgCl,) eklenmistir.

PEG-aracili protoplast transformasyonu

Protoplast transformasyonu icin, 1x10° protoplast kullaniimistir. MMG ¢ozeltisi igerisinde yer alan
protoplastlara, 10 pg plazmit DNA’sI ve protoplast ile esit hacimde taze hazirlanmis PEG ¢dzeltisi
eklenerek vyavas bir sekilde karistinlmistir. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra,
transformasyonu durdurmak amaciyla 900 pl W5 ¢ozeltisi eklenmis ve 150xg’de 5 dakika santrifujlenerek,
Ust sivi dikkatli bir sekilde uzaklastirimistir (Shan et al.,, 2014). Santriflij sonrasinda dipte kalan
protoplastlar, 2 ml MMG ¢o6zeltisi eklenerek, 6 kuyucuklu hiicre kiltiri petrilerinde, karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Negatif kontrol olarak, protoplastlar, sadece PEG ile muamele
edilmisler, pozitif kontrol olarak ise pMOD_3001 plazmiti ile transformasyon gergeklestirilmistir.

Protoplast transformasyon verimliligin hesaplanmasi

Transformasyondan 24 saat sonra 6 kuyucuklu kiltir petrilerinde inkibasyona birakilan
protoplastlardan 300 pl alinarak 150xg’de 2 dakika santifij Ugslemine tabii tutularak olusan Ust faz
uzaklastiriimis ve pellet kismindan 15 yl alinarak hemasitometre Uzerine dikkatli bir sekilde aktariimistir.
Transformasyon gergeklesen protoplastlarda GFP geninin Urind olan yesil floresan proteininin 1gima
yapmasi i¢in floresan mikroskop kullanilarak sayim islemi gerceklestiriimistir. Transformasyon verimliligi
ise asagida yer alan formdl ile hesaplanmistir.

. e — Parlak yesil protoplast sayist ¢
Transformasyon verimliligi (%) Toplamprotoplast syt (x100) (1)

Protoplastlardan genomik DNA izolasyonu, PCR ve T7E1 analizi

Transformasyondan 48 saat sonra karanlikta oda sicakhdinda 6 kuyucuklu hiicre kultiri
petrilerinde MMG c¢o6zeltisinde inkiibasyonda bekleyen protoplast ornekleri 2 ml tlplere aktariimis,
1000xg'de 3 dakika santrifujlenerek protoplastlardan MMG c¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Protoplastlardan
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genomik DNA izolasyonu CTAB temelli DNA izolasyonu protokolii (Oncii-Oner et al., 2023) ile
gerceklestiriimis ve DNA konsantrasyonu Qubit 3.0 Fluorometer (Invitrogen) ile belirlenmistir. PCR, ileri
primeri 5’- GACTCAATTCAGATATGTTTCTGCGG -3’ ve geri primeri 5'- GGGGCAGAAATCCTTCCTCC
-3’ kullanilarak Q5 DNA polimeraz enzimi (NEB) ile gerceklestiriimistir. PCR Grtnleri Monarch PCR &
DNA Clean Up Kit (NEB) kullanilarak saflastiriimis ve saflastirilan PCR Urinlerinin konsantrasyonu Qubit
3.0 Fluorometer (Invitrogen) kullanilarak belirlenmistir. T7E1 analizi icin 200 ng PCR Urinine, 2 pl 10X
NEBuffer 2 eklenerek son hacim 19 pl olarak sekilde niikleaz enzimi igermeyen ultra saf su eklenmistir.
Hibridizasyon islemi PCR cihazinda (Invitrogen, SimpliAmp) uygun sicaklik derece ve sureleri (95°C’den
85°C'ye 2°C/saniye azalarak ve 85°C'den 25°C'ye 0.1°C/saniye azalarak) uygulanarak
gerceklestiriimistir. Hibridizasyon sonrasinda 19 pl reaksiyon hacmine 1 pl T7 endonikleaz 1 enzimi
eklenerek 15 dakika 37°C’de inklbe edilmigtir. Reaksiyona 1.5 pl 0.25 M EDTA ilave edilerek
durdurulmustur. Reaksiyon sonucunda elde edilen DNA fragmentleri SafeView (ABM) DNA boyasi iceren
%?2’lik agaroz jel elektroforezinde ayrimlanarak, UV 1sik (Vilber Lourmat) altinda géruntilenmistir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
Hedef gen ve CRISPR/Cas9 vektor tasarimi

VVPDS (VIT_09s0002g00100) geni 15 ekzon ve 6 introndan olusmaktadir. CRISPR/Cas9, ¢ogunlukla
cerceve kaymalari ve STOP kodonlari olusumuna yol actidi igin islevsiz proteinler Gretmek amaciyla hedef
gen bolgesi seciminde genin yukari ydndeki ekzonlarinin hedef olarak secgilmesi daha yaygindir (Ren et al.,
2016) . Bu galismada VwPDS geninin susturulmasi amaciyla ikinci ekzon hedef olarak segilmistir. Benzer
yaklasim asmada CRISPR/Cas9 aracili genom duzenleme VvCCD?7 geni i¢in ekzon 1 ve VvCCD8 geni igin
ekzon 2 hedef alinarak, bu genlerinin nakavt edilimesinde uygulanmistir (Ren et al., 2020).

VVPDS geninin DNA sekansi EnsemblPlants veritabanindan indirilerek Benchling programinda
CRISPR tasarimi o6zelligi ile off-target puani ve GC icerigi gbz 6nunde bulundurularak gRNA dizisi
belirlenmistir. PAM sekansi NGG olacak sekilde belirlenen 20 bazlik gRNA dizisinin, off-target puani 49.1,
GC orani ise %45'tir. GC igerigi gibi gRNA 6zelliklerinin, Cas9 enziminin nikleaz aktivitesini etkiledigi
Onceki calismalarda rapor edilmistir (Liu et al., 2016). Yapilan ¢alismalarda %35-65 arasinda GC oranina
sahip gRNA’larin kullaniminin daha yaygin oldugu (Malik et al., 2021), GC igerigi %40-60 araliginda olan
gRNA'larin ise daha yliksek bir mutasyon oranina sahip oldugu belirtiimistir (Konstantakos et al., 2022;
Liu et al., 2016). Buna karsilik, cok yiksek veya c¢ok dustk GC igerigine sahip gRNA'larin mutasyon
oranlarinin daha dusik oldugu rapor edilmistir (Doench et al.,, 2014). Genom dizenlemede verimliligi
etkileyen bircok farkli parametre olmasina ragmen, gRNA’nin GC igerigi CRISPR/Cas9 sisteminin
mutasyon verimliligini 6nemli él¢tide etkileyen parametrelerden bir tanesidir (Ren et al., 2018).

CRISPR/Cas9 vektér tasarimi, genom dizenleme galismalarinda 6nemli bir basamaktir ve bu
basamak, uygun Cas proteinlerinin belirlenmesini, gRNA'larin tasarlanmasi, ayni zamanda gRNA'lari ve
Cas proteinlerini ifade etmek icin dizenleyici elemanlarin (promotér, terminatdr vb.) secimini igerir
(Hassan et al., 2021). Secim isleminden sonra bu DNA parc¢alarinin minimum hata ile kolay ve es zamanli
birlesimini saglayan farkli yontemler uygulanmaktadir (Cermak et al., 2017). Bunlardan en yaygin
kullanilanlari Golden Gate birlestirme olarak bilinen Tip IS restriksiyon endonukleaz enzimleri aracil
yontem (Engler et al.,, 2014) ile Gibson klonlama olarak bilinen dogrusal Ust lste eslesen DNA
pargalarinin birlesmesini temel alan ligasyondan bagimsiz bir yontemdir (Gibson et al.,, 2008). Bu
calismada Golden Gate birlestirme prensibi temel alinarak gelistirilen modiler sistem plazmitleri
kullaniimistir (Cermak et al., 2017). Final CRISPR/Cas9 vektdrinin elde edildigi basamaklari 6zetleyen
sematik gérinim Sekil 3A, final CRISPR/Cas9 vektdrinin sematik gdsterimi ise Sekil 3B’de verilmistir.
Calismada kullanilan moduler sistem plazmitlerinde, gRNA i¢in Arabidopsis U6 promotéri (AtU6), GFP
icin Cauliflower Mosaic Virus 35S promotoéri (35S) ve Cas9 icin celtik aktin 1 (OsActl) promotéri tercih
edilmistir. GFP (yesil floresan protein) geni, transforme edilen protoplast hucrelerini hizli bir sekilde
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segmek igin raportdér gen olarak kullaniimistir. Raportér genler, protein lokalizasyonu ve promotér
karakterizasyonu g¢alismalarinda ve bitki transformasyonunun optimizasyonunda kullaniimaktadirlar (Huttly
2009). Bitkilerde yaygin kullanilan raportér genler E. coli'den izole edilen B-glukuronidaz geni (GUS)
(Gilissen et al., 1998) ve Amerikan ates bocegi Photinus pyralis'den izole edilen lusiferaz (luc) raportor
genleridir. Bir diger yaygin kullanilan gen ise Pasifik denizanasi Aequoria victoria'dan izole edilen GFP
raportdr genidir (Chiu et al., 1996). GUS raportor sistemi, in vivo analiz igin zararli olan bir substratin (X-
gluc) kullanimina gereksinim duyarken, luc geni ise lusiferin substrati ile reaksiyona girerek
biyoluminesans olusturmakta ve bu sekilde sonug vermektedir (Ow et al., 1986). Bu ¢alismada da tercih
edilen GFP geni disardan bir substratin kullanimina gereksinim duymamasi sebebiyle farkl bitkilerde
genom dizenleme calismalarinda siklikla tercih edilen bir raportér gendir (Chen et al., 2006; Zhao et al.,
2016; Wang et al., 2021). Bu ¢alismada da GFP geninin kullanimi ile transforme olan protoplastlar
kolaylikla diger protoplastlardan ayrimlanmistir.

-~ N —

A)

+
—- — ]
pMOD_A1111 Final
CRISPR/Cas9
vektord
pMOD_B2515
RNA klonlanmu
gpMOD B2515 pMOD_C3001

Sekil 3. Final CRISPR/Cas9 vektoru tasarimi, A) Final CRISPR/Cas9 vektorinin elde edilmesi asamalari, B) Final CRISPR/Cas9
vektoriunlin sematik gosterimi.

Figure 3. Design of final CRISPR/Cas9 vector, A) Steps for obtaining the final CRISPR/Cas9 vector, B) Schematic representation of
the final CRISPR/Cas9 vector.

CRISPR/Cas9 vektoriiniin dogrulanmasi

Vektorin olusturulma basamaklarinda ilk olarak gRNA’nin modul B plazmit igerisine dogru bir
sekilde klonlandidinin  dogrulanmasinda restriksiyon enzimleri, PCR veya Sanger sekanslama
kullanilabilmektedir (Zhang et al., 2020; Hardiyani et al., 2023). Restriksiyon enzimleri eger gRNA dizisi
herhangi bir restriksiyon enzimi bolgesi iceriyorsa ya da gRNA’nin klonlanmasi varolan restriksiyon enzim
bdlgesinin yok olmasina sebep oluyorsa pratik uygulama imkani sunduklarindan dolayi tercih
edilmektedir. PCR ile dogrulama isleminde ise gRNA’nin plazmit icerisindeki varliginin belirlenmesi icin
kullanilacak olan primerlerden bir tanesinin gRNA’nin komplementeri olacak sekilde tasarlanmasi
gerekmektedir. Sanger sekanslama ise gRNA'nin dogru bir sekilde plazmit icerisinde klonlandiginin
dogrulanmasinda en guvenilir ve en ¢ok tercih edilen yontemdir (Yang et al., 2017; Tang et al., 2018). Bu
calismada da gRNA’nin plazmit icerisindeki varligi Sanger sekanslama ile dogrulanmigtir. Klonlama
sonrasinda gRNA dizisini iceren modul B plazmit pMOD_B2515’in E. coli'ye transformasyonu yapilarak
LB+ampisilin antibiyotigi iceren agarl besiyerinde farkli koloniler elde edilmistir (Sekil 4A). gRNA dizisini
iceren modul B plazmit pMOD_B2515’in Benchling programinda olusturulan gen haritasi $Sekil 4B’de yer
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almaktadir. Elde edilen kolonilerden (Sekil 4A) secim yapilarak plazmit izolasyonu gergeklestirildikten
sonra Sanger sekanslamaya gonderilmis ve gRNA’nin plazmite dogru bir sekilde klonlandigi belirlenmistir
(Sekil 4C).

A) B)

origin

sgRNA_pMOD_B2515

2580 bp

ERNA_sequence

ERNA repeat

C)

GAAGTAGTGATTGITTCAGAACTCCCAATGTACCIGTTTTAGAGCTA

it

Sekil 4. gRNA'nin modiil B igerisine klonlanmasi ve klonun Sanger sekanslama ile dogrulanmasi A) LB+ampisilin antibiyotigi iceren
agarli besiyerinde elde edilen koloniler B) gRNA igeren modil B plazmitin gen haritasi C) Sanger sekanslama sonucu elde
edilen kromatogram, mavi isaretlenen sekans gRNA dizisini gostermektedir.

Figure 4. Cloning of gRNA into Module B and verification of the clone by Sanger sequencing: A) Colonies obtained on agar medium
containing LB + ampicillin antibiotic. B) Genetic map of the Module B plasmid containing gRNA. C) Chromatogram obtained
from Sanger sequencing, highlighting the blue-marked sequence representing the gRNA sequence.

Golden Gate birlestirme reaksiyonu ile elde edilen final vektorin (pBK35 PDS_GFP) Benchling
programinda olusturulan gen haritasi Sekil 5A’da, GFP genini igeren vektér pMOD_C3001’in gen haritasi
ise Sekil 5B’de verilmistir. pBK35 PDS GFP final vektérinin Sacl restriksiyon enzimi ile kesimi

sonrasinda 7.4 kb ile 2.5 kb bant buyukltklerinde iki fragment elde edilerek final vektdr dogrulanmigtir
(Sekil 6).

A) B)

Spn_promoter
L

verlap, Gi
pea_rbes E9 terminator

pea rbes E9 terminator

Gibson overlap
Gibson overlap

pBK35_PDS_GFP pMOD_C3001

3995 bp

9880 bp

ERNA repeat

A_\Uﬁ.yr.omt.ei:

HSP_terminator

Sekil 5. Protoplast transformasyonunda kullanilan vektérlerin gen haritasi.

Figure 5. Genetic map of vectors used in protoplast transformation.
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10 kb
8 kb

6 kb
5kb

4 kb
3 kb

2 kb

Sekil 6. Final vektoriin restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasinda elde edilen agaroz jel elektroforezi gorintusi, M: Markir
(Fast DNA Ladder, NEB), 1: pBK35_PDS_GFP plazmit DNA , 2: pBK35_PDS_GFP'’in Sacl ile kesimi sonrasinda elde
edilen DNA fragmentleri (7.4 kb ile 2.5 kb).

Figure 6. Agarose gel electrophoresis image obtained after digestion of the final vector with restriction enzyme, M: Marker
(Fast DNA Ladder, NEB), 1: pBK35_PDS_GFP plasmid DNA, 2: DNA fragments (7.4 kb and 2.5 kb) obtained after digestion
of pBK35_PDS_GFP with Sacl.

Protoplast transformasyon verimliligi

PEG aracili gergeklestirilen protoplast transformasyonu sonrasinda PDS genini hedef alan final
CRISPR/Cas9 vektorinun (~10 kb) transformasyon verimliligi %40-60 olarak bulunmustur (Sekil 7A).
Sadece GFP genini iceren vektor pMOD_C3001 (~3 kb) ile yapilan transformasyonda ise,
transformasyon verimliligi %80-90 olarak bulunmustur (Sekil 7B). Vektdor buyikligu transformasyon
verimliligini buyidk oranda etkilemis, vektdr buyuklugu arttikga verimlilik dismdistir. Transformasyonda
kullanilan plazmit bayUkligundn transformasyon verimliligini etkiledigi daha 6nceki ¢alismalarda da rapor
edilmistir (Zhang et al., 2011; Hong et al, 2012; Zhao et al., 2016). Zhao et al. (2016) asma
protoplastlarinda 4.6 kb ve 11 kb buyukliginde iki plazmit ile yaptiklar transformasyonda, sirasiyla %61
ve %86 oraninda transformasyon verimliligi elde etmistir. Transformasyonda kullanilan plazmit DNA
miktari da transformasyon verimliligini etkilemektedir. Scintilla et al. (2022) asma protoplastlarinda 10 ug,
20 ug ve 40 ug plazmit DNA's1 kullanarak yaptiklari ¢calismada, plazmit DNA’sI arttikga transformasyon
verimliliginin de arttigini belirtmiglerdir. Bir diger calismada 5 pg’dan 160 ug’a kadar farkh miktarlarda
plazmit DNA’si kullanilarak asma protoplastlarinda transformasyon gergeklestiriimistir. En yiksek
transformasyon verimliligi 40 ug plazmit DNA’sI kullanildijinda elde edilmistir ve plazmit DNA miktari
arttikga transformasyon verimliligi dismustur (Zhao et al., 2016). PEG konsantrasyonu, transformasyon
suresi, protoplast sayisi ve DNA konsantrasyonu dahil olmak Uzere transformasyon verimliligini etkileyen
cesitli faktérler hem asmada hem de farkli bitkilerde daha énce test edilmis ve optimum kosullar rapor
edilmistir (Reed & Bargmann 2021; Zhao et al., 2016). Calismada negatif kontrol olarak sadece PEG ile
muamele edilen protoplastlar beklenildigi gibi herhangi bir isima vermemislerdir (Sekil 7C).

Genom diizenleme verimliligi

Transformasyonun dogrulanmasindan sonra hedef mutasyon varliginin belirlenmesi icin T7E1
analizi gergeklestiriimistir. Uyumsuzluk tespit analizi olarak da adlandirilan T7E1 analizi, CRISPR/Cas9
sistemi gibi bdlgeye 6zgl nlkleazlarin aktivitesini degerlendirmek igin bitkilerde yaygin olarak kullanilan
bir yéntemdir (Pan et al., 2016; Sattar et al., 2021). T7E1 analizi mutasyonu tespit etmek icin diizenleme
gerceklesen ve gerceklesmeyen DNA iplikciklerinin hibridizasyonuna dayanmaktadir. T7E1 homodubleks
ve heterodubleks DNA arasinda ayrim yaparak, o6zellikle heterodubleks dsDNA'yl hedeflemektedir
(Gohlke et al., 1994). Uyumsuzluklar, niikleaz enzimi tarafindan kesilerek, ortaya ¢ikan DNA fragmentleri
agaroz jel elektroforezi ile ayrimlanmaktadir (Sattar et al., 2021).
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Sekil 7. Final CRISPR/Cas9 vektorin (A) ve pMOD_3001 plazmitinin (B) transformasyonu sonrasinda protoplastlarin ve negatif
kontrol olarak sadece PEG ile muamele edilen protoplastlarin (C) aydinlik alan (sol), floresan mikroskop (orta) ve
birlestiriimis (sag) goruntuleri. Yesil parlayan protoplastlar transformasyonun basarili oldugu GFP iceren protoplastlari
gostermektedir.

Figure 7. Images of protoplasts after the transformation of the Final CRISPR/Cas9 vector and pMOD_3001 plasmid and as well as
protoplasts treated with PEG only as a negative control (C): Bright-field microscopy (left), fluorescent microscopy (middle)
and merged image (right). The green-fluorescent protoplasts indicate the success of the transformation, showing protoplasts
containing GFP.

Bu calismada T7E1 analizi sonucunda ayni plazmit ile 3 tekerrir olacak sekilde yapilan
transformasyon sonucunda elde edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezi ile ayrimlanmasi sonucu elde edilen
jel goruntisu Sekil 8'de verilmistir. Bolgeye 6zgu tasarlanan primer ile yapilan PCR sonucunda beklenilen
DNA bant profilleri (411 kb) hem 3 farkh tekekkur drneginde hem de herhangi bir uygulama yapilmayan
Chardonnay DNA'sinda elde edilmigtir. Ancak restriksiyon islemi sonucunda mutasyon olan bdlgelerde
uyumsuz heterodubleks DNA'yI taniyip keserek olugsmasi beklenilen bant profilleri elde edilememistir (Sekil
8). T7E1 analizinin hassasiyetinin disik oldugu baska calismalarda da belirtiimistir (Sentmanat et al., 2018;
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Nadakuduti et al., 2019). T7E1 analizinin 6zelikle SNP’lerin ve kisa ekleme/ silme’lerin tespitinde ¢ok guvenilir
sonug vermedigi rapor edilmistir (Vouillot et al., 2015). Ayrica, T7E1'in dugik mutasyon degiskenligi gosteren
DNA o6rneklerinde, mutajenez oranlarini oldugundan az tahmin edebildigi de bilinmektedir (Bernabé-Orts et
al.,, 2019). T7E1 analizi ayni zamanda DNA/enzim oranlarina ve inkibasyon siresine de baglh olarak
degiskenlik gosterdiginden, optimizasyona ihtiya¢g duyulabilmektedir (Nadakuduti et al., 2019). T7E1 yontemi
gibi mutasyon tespitinde kullanilan PCR/RE yéntemin de bazi dezavantajlari vardir. Ornegin, hedef bolgenin
restriksiyon enzimi kesim bolgesi icerme gerekliligi, CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme galismalarinda
bir PAM bdlgesinin mutlak gerekliligine ek olarak, gen diizenleme olaylarini tespit etmek icin baska bir
sinirlama daha eklemektedir. Bu galismada da oldugu gibi ¢cogu zaman, secilen hedef bélgede uygun bir
kesim bdlgesi bulmak imkansizdir. T7E1 ve PCR/RE ydntemlerine alternatif olarak uygulanan yeni nesil
sekanslama ydntemi olan amplikon sekanslama ¢ok daha hassas ve dogru bir sonu¢ vermektedir. Ancak
maliyetin yiksek olmasi, diger tekniklere goére sonu¢ vermesinin daha uzun zaman almasi ve sekans
sonucunun analizi i¢in biyoinformatik araglara gereksinim duyulmasi bu yéntemin en énemli dezavantajlaridir.
Ayrica primer baglama boélgelerini kapsayan buyuk eklemeler veya silmelerin bu yéntemle tespiti de sorunlara
yol acabilmektedir (Nadakuduti et al., 2019). Bu c¢alismada T7E1 analizi ile mutasyon varligi tespit
edilememistir. Bu durumun sebepleri mutasyonun gerceklesmemesi olabilecegi gibi bagka calismalarda da
belirtildigi gibi yontemin cok hassas olmamasina bagl olarak ekstra optimizasyona ihtiya¢ duyulmasi
olabilecegdi dusunulmektedir. Ayrica hedef bolgede eger SNP ya da kisa ekleme ve silme meydana geldiyse
T7E1 analizinin bunlarin tespitinde ¢ok hassas olmamasi da mutasyon gérilmemesinin bir sebebi olabilecegi
distnulmektedir. Daha detayli sonuclar icin bagka calismalarda da o6nerildigi gibi 6rneklere amplikon
sekanslama yaptirilabilir (Sentmanat et al., 2018).

M 1 2 3 4

1000 bp

500 bp

300 bp
150 bp

Sekil 8. Transforme protoplastlarin T7E1 analizi sonucunda elde edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisi. M: Markir (Fast DNA
Ladder, NEB), 1-3: Transformasyon gerceklestirilen protoplastlardan 3 farkli tekerrire ait érnekler, 4: Chardonnay yabani tip
DNA 6rnegi, Kirmizi oklar T7E1 analizi sonucunda elde edilmesi beklenilen bant uzunluklarini géstermektedir.

Figure 8. Agarose gel electrophoresis image obtained from the T7E1 analysis of transformed protoplasts. M: Marker (Fast DNA
Ladder, NEB), 1-3: Samples from three different replicates of transformed protoplasts, 4: Chardonnay wild-type DNA
sample. Red arrows indicate the expected band lengths from the T7E1 analysis.

SONUC

Hedefe ydnelik mutasyonlarin olusturulmasinda bitkilerde yaygin bir yontem olarak uygulanan
CRISPR/Cas9 aracili genom dizenleme teknolojisinin, 6zellikle asma gibi heterozigot genome sahip, ¢ok
yillik bitkilerde uygulanabilmesi blylik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada asmada CRISPR/Cas9 aracili
genom dizenleme igin ilk asama olan gRNA tasarimindan son asama olan protoplast transformasyonuna
kadar uygulanan basamaklar basarili bir sekilde gerceklestirilerek, sistemin sorunsuz uygulanabilirligi
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gosterilmistir. Uygulanan protokoller ve elde edilen sonuglar asmada hedef mutasyonlarin gergeklestiriimesi
amaciyla yapilacak ¢alismalarda kullanilabilecektir.
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