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Ozet

Bitkiler i¢in genom sekanslarinin mevcudiyeti ve genom diizenleme teknolojisindeki ilerlemeler,
hemen hemen her tiirlii tarimsal karakter agisindan islah olanaklarini artirmistir. ZFN (Zinc
Finger Nucleas) ve TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nuclease) gibi genom
diizenleme teknolojilerindeki gelismeler molekiiler diizeyde ilgilenilen herhangi bir genin
diizenlenmesini miimkiin kilmigtir. Bunlarin aksine CRISPR / Cas9 genom diizenleme yontemi
basit tasarim ve kolay klonlama yontemlerini icermektedir. Cas9 genomdaki birden fazla bolgeyi
hedefleyen farkli kilavuz (guide) RNA'lar ile farkli birden fazla gen bolgesine miidahale
edilebilmektedir. CRISPR-Cas9 modiiliinde hedef 6zgilliigiinii gelistirmek ve hedef dist
bolinmeyi azaltmak igin birkag farkli modifiye Cas9 kaseti kullanilmaktadir. Ayrica farkli
bakteri tiirlerinden elde edilen Cas9 enzimlerinin mevcudiyeti gen diizenleme yontemlerinin
ozgilligiini ve verimliligini arttirmak igin yeni segenekler sunmaktadir. Bu calismada,
CRISPR/Cas9 temelli genom diizenleme tekniginin bitki 1slahinda mevcut durumu 6zetlenmekte
ve CRISPR/Cas9'un biyotik ve abiyotik stres toleransimi artirmak igin kullanildigi ¢alismalar
sunulmaktadir.

CRISPR / Cas9 Applications In Plant Breeding

Abstract

The availability of genome sequences for plants and advances in genome editing technology have
increased breeding possibilities for virtually every agricultural character. Advances in genome
editing technologies such as ZFN (Zinc Finger Nucleas) and TALEN (Transcription Activator-
Like Effector Nuclease) have made it possible to edit any gene of interest at the molecular level.
On the contrary, the CRISPR / Cas9 genome editing method includes simple design and easy
cloning methods. With different guide RNAs targeting more than one region in the Cas9 genome,
multiple different gene regions can be intervened. Several different modified Cas9 cassettes are
used in the CRISPR-Cas9 module to improve target specificity and reduce non-target cleavage.
In addition, the availability of Cas9 enzymes from different bacterial species offers new options
to increase the specificity and efficiency of gene editing methods. In this study, the current state
of the CRISPR / Cas9 based genome editing technique in plant breeding is summarized and
studies using CRISPR / Cas9 to increase biotic and abiotic stress tolerance are presented.
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1. GIRIS

Insanligin karsilastig1 en kritik zorluklarin baginda
bliyliyen niifus icin gida giivenligini saglamak
bulunmaktadir. 2050 yilima kadar insan niifusu 10
milyara ulasacak ve diinyay1 beslemek icin kiiresel
gida dretiminin  %60-100 oraninda  artmasi
gerekecektir (Jaganathan ve ark., 2018). Artan niifus
oraninin yani sira, ekstrem hava kosullari, azalan tarim
arazisi mevcudiyeti, artan biyotik ve abiyotik stresler
tarimsal {iretim i¢in Onemli kisitlamalardir. Bitki
islahina  katkida  bulunabilecek  teknolojilerin
gelistirilmesi, {iiretimi Onemli oOlglide artirabilir.
Fiziksel, kimyasal ve biyolojik (T-DNA ekleme /
transpozonlar)  mutagenez  kullanan  genetik
manipiilasyon teknikleri, genlerin ¢aligilmasina ve
bitki tiirlerinin  iyilestirilmesi  i¢in  biyolojik
mekanizmalarin  belirlenmesinde  biiyiik  dlciide
katkida bulunmustur (Ma ve ark., 2016). Gegtigimiz
30 yildir, transgenik teknikler temel bitki biyolojisini
anlamak ve bitkilerin iyilestirilmesi i¢in kullanilmistir.

Son yillarda SSN (site-specific nuclease) genom
diizenleme teknolojilerinin kullanimi hem hayvan hem
de bitki sistemlerinde  kesin  olarak  gen
diizenlenmesinin yapilabilecegini gostermistir. Bu
SSN'ler hedef DNA'da ¢ift sarmalli kirilmalar (DSB:
double-stranded breaks) olusturur. DSB'ler, homolog
olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ: non-homologous end
joining) veya homoloji odakli rekombinasyon (HDR:
homology-directed recombination) yoluyla onarilir ve
hedef bolgede/bolgelerde  sirasiyla  insersiyon
(ekleme) / delesyon (silme) (INDELS) ve ikame
mutasyonlari ile sonuglanir (Jinek ve ark., 2012).
Rastgele eklemelere ve ¢ogunlukla rastgele fenotiplere
yol acan transgenik yaklasimm aksine genom
diizenleme yontemleri, tanimlanmigs mutantlar
iiretmektedir ve boylece bitki 1slahinda giiglii bir arag
haline gelmistir. Genomu diizenlenmis bitkiler,
istenen ozellik i¢in diizenlenmis DNA'lar1 tasidiklari
icin transgenik bitkilere gore avantaja sahiptir
(Malzahn ve ark., 2017). Bu tiir iyilestirilmis bitkiler
1slah programlarinda kullanilabilir ve ortaya cikan
cesitler, geleneksel genetigi degistirilmis bitkilere
kiyasla daha az tiiketim sorunlari olustur ve nispeten
daha az diizenleyici prosedirlerle dogrudan
kullanilabilir (Waltz, 2018).

Bu derleme, CRISPR / Cas9 gibi ikinci nesil
genom diizenleme tekniklerinin, ZFN ve TALEN gibi
birinci nesil genom diizenleme araglarma gore
avantajlarm1 ve CRISPR / Cas9 uygulamalarini
tartigmaktadir.

2. TASARLANMIS NUKLEAZLAR - YENi
GENOM DUZENLEME DONEMI

Tasarlanmis niikleazlar, bir diziye 6zgii DNA
baglanma alanina yapigma 6zelliginde olan ve spesifik
olmayan niikleaz alan1 igermektedir. Bu tiir
niikleazlar, hedeflenen geni kesin olarak bdlebilir ve
kirilmalar NHEJ veya HDR ile onarilabilir. Bu isleme
"genom diizenleme" denilmektedir (Gaj ve ark.,

2013). Meganiikleazlari, ZFN'leri ve TALEN'eri
kullanan birinci nesil genom diizenleme teknolojileri,
hedef spesifiklige ulagsmak i¢in zahmetli prosediirler
igerir ve zaman alicidir. Buna karsilik, CRISPR / Cas9
dahil olmak iizere ikinci nesil genom diizenleme
teknikleri daha az zaman ve maliyet, daha kolay
tasarim ve uygulama yontemlerini icermektedir. ZFN
hem hayvan hem de bitki sistemlerinde uzun zamandir
genom diizenleme i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Govindan ve Ramalingam, 2016). ZFN genom
diizenleme teknolojisi, diisiik hedef ozgiilliikleri,
hedef dis1 boliinmeleri ve sinirl sayida hedef bolgeleri
bulunmasi nedeniyle daha az tercih edilmektedir
(Chen ve Gao, 2013). TALEN genom diizenleme
teknoloji, istenen hedef tanima igin transkripsiyon
etkinlestirici benzeri efektér (TALE) alan tekrarlarini
degistirerek tasarlanir ve daha sonra Fokl niikleaz ile
birlestirilerek hedef genom diizenlemesi i¢in uygun bir
TALEN elde edilir. Tasarlanmig TALEN'ler 18-20
bp'lik uzunluktaki bolgeyi tanimaktadir (Stephens ve
Barakate, 2017). TALEN'ler, uzunluklarindan dolay1
ZFN'lere kiyasla daha yiiksek hedef baglanma
Ozgiinliiglinii gosterir. Bununla birlikte, baslangi¢
pozisyonunda bir timin bazmin gerekliligi ve bilyiik
boyutu nedeniyle, TALEN'lerin tasarlanmasi ve
sentezlenmesi  zordur. TALEN'ler, Arabidopsis
(Cermak ve ark. 2011), ¢eltik (Oryza sativa) (Li ve
ark., 2012), tiitiin (Nicotiana tabacum) (Zhang ve
digerleri, 2013) ve Brachypodium (Shan ve ark., 2013)
gibi bitkilerde genom diizenleme i¢in kullanilmistir.

2.1. CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Palindromic Repeats)

CRISPR / Cas9 gen diizenleme sisteminin kesfi,
hayvan ve bitki biyolojisindeki arastirmalarda devrim
yaratmistir ve genom diizenlemedeki faydasi ilk
olarak 2012'de memeli hiicrelerinde gosterilmistir
(Jinek ve ark., 2012). ZFN ve TALEN genom
diizenleme sistemlerinden farkli olarak, CRISPR
genom diizenlemesi daha basittir ve hedef gen igindeki
DNA uzantisini tamamlayan yaklasik 20 niikleotidden
olusan bir kilavuz RNA (gRNA) icermektedir.
CRISPR isimlendirmesi ilk olarak Jansen ve
arkadaglar1 tarafindan 2002'de tanimlanmistir ve
Escherichia coli iap (inhibitor of apoptosis) genlerinde
gozlemlenen tekrarlayici olmayan DNA uzantilari ile
cevrili ardisik tekrarlari ifade etmektedir (Ishino ve
ark., 1987). 2005 yilinda, bu tekrar etmeyen dizilerin,
plazmitlerden ve fajlardan tiiretilen yabanci DNA
dizileriyle homolog oldugu bulunmustur. Homolojiye
bagl boliinme mekanizmasi genom diizenleme igin
arastirilmistir ve CRISPR / Cas9 boliinme teknolojisi
iimit verici bir genom diizenleme arac1 haline gelmistir
(Mojica ve ark., 2005; Liu ve ark., 2017). CRISPR
yontemi, hedef DNA'ya baglanan 20 niikleotidden
olusan kisa bir sentetik gRNA dizisi ve genellikle 50
NGG olan PAM (protospacer-associated motif)
bdlgesinden sonra 3—4 baz kesim bolgesi olan Cas9
niikleaz enzimi gerektirmektedir (Jinek ve ark., 2012).
Cas9 niikleaz1 RuvC benzeri bir bdlge ve bir HNH
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bolgesi olmak {izere iki bolgeden olugmaktadir ve her
bdlge bir DNA ipligini kesmektedir. Bir CRISPR
projesinin  uygulanmast hedef gendeki PAM
sekansinin belirlenmesi, tek klavuz RNA'nin (SgRNA)
sentezlenmesi, sgRNA'nin uygun bir binary vektore
klonlanmasi, konakgi tiire aktarilmasi ve diizenlenen
parcanin taranmasi ve dogrulanmasi gibi basit adimlar
icermektedir. CRISPR / Cas9 aracili genom
diizenlemede yer alan basit adimlar, genom diizenleme
projelerini  gerceklestirmek i¢in bitki genom
diizenlenmesi yapilan kiiciik laboratuvarlarda bile
uygulanilmasina izin vermektedir (Jaganathan ve ark.,
2018). CRISPR / Cas9 teknikleri, son bes yilda bitki
genomlarint diizenlemek i¢in ZFN ve TALEN'e
kiyasla daha kapsaml: bir sekilde kullanilmistir ve bu
da kullanim kolayligin1 yansitmaktadir. Bununla
birlikte bitkilerde genom diizenlemesi Arabidopsis,
celtik ve titin gibi model organizmalarda
gosterilmigtir (Jiang ve ark., 2013).

3. BITKIiLERDE GEN DUZENLEME IiCiN
CRISPR / CAS9 VEKTORLERI

Hedeflenen hiicre icindeki Cas9 ve sgRNA
ekspresyonu, bitki genomlarint modifiye etmek icin
yeterlidir. Bitkiye 06zgii RNA polimeraz III
promotdrleri [(tU6 (Arabidopsis); TaU6 (bugday);
OsU6 veya OsU3 (geltik)], bitkilerde Cas9 ve
gRNA'y1 eksprese etmek icin kullanilmaktadir.
Bitkilerde Cas9 veya Cas9 varyantlarini ve gRNA'lar1
eksprese etmek igin ticari olarak temin edilebilen
birka¢ vektor vardir. Addgene, su anda binary
vektorlerde 30'dan fazla bos gRNA omurgasini
(backbones) kullanima sunabilen, plazmidler i¢in
kiiresel, kar amac1 giitmeyen bir havuzdur. Bog gRNA
omurgalar1 (backbones), bitki RNA polimeraz III
destekleyicisine ve gRNA'y1 ekleyebilecegi gRNA
scaffoldlarini igermektedir (Jaganathan ve ark., 2018).

3.1. sgRNA Ekspresyon Kasetleri

Tipik bir sgRNA 98 niikleotid igermektedir (20 nt
hedef sekans dahil) ve Cas9 / sgRNA niikleaz
kompleksinde bir kilavuz olarak islev gormektedir
(Nishimasu ve ark., 2014). Bitkilerdeki sgRNA'larin
ekspresyonu genellikle U3 veya U6 kiigiik niikleer
RNA gen promotdrleri tarafindan yonlendirilmekte ve
sgRNA'lar, RNA polimeraz III  tarafindan
kopyalanmaktadir (Jiang ve ark., 2013; Li ve ark.,
2013; Nekrasov ve ark. 2013; Shan ve ark., 2013).
sgRNA ekspresyon kasetleri kii¢lik oldugundan (300-
600 bp), hedef sekanslarla sgRNA ekspresyon
kasetlerini olusturmak i¢in hedef adaptor ligasyonu
veya over-laping PCR kullanilabilmektedir (Li ve ark.,
2013; Mao ve ark., 2013; Shan ve ark., 2013; Xie and
Yang, 2013; Ma ve ark., 2015b). Ma ve ark. (2015b)
SgRNA ekspresyon kasetlerini hizli bir sekilde
hazirlamak i¢cin PCR temelli, orta diizeyde
klonlamasiz bir strateji tasarlamislardir ve bu kasetler,
Golden Gate klonlamas1 veya Gibson montaji ile
CRISPR / Cas9 binary vektorlerine dogrudan
klonlanmaktadir. Bagka bir strateji ise RNA polimeraz

II tarafindan kopyalanan bir pre-RNA'y1 isleyerek
islevsel sgRNA iiretmek icin ribozim sistemini
kullanmaktadir. Bu sayede diizenli dokuya 0zgii
sgRNA'lar1 ifade etmek igin bu sistem kullanilabilir
(Gao ve Zhao, 2014).

3.2. Cas9 Ekspresyon Kasetleri

Cas9'un orijinal kodlama dizisi 4107 bp
uzunlugundadir. Okaryotlarda, Cas9'un niikleer
lokalizasyonu, Cas9 kodlama dizisine tekli veya ikili
bir NLS (nuclear localization signal) fiizyonunu
gerektirmektedir. Celtik ve diger bugdaygillerde
bugdaygiller genlerini taklit eden yiiksek bir
diizenleme etkinligine sahip kodon ile optimize
edilmis Cas9 geni (Cas9p) kullanilmaktadir (Wong ve
ark., 2002). Bununla birlikte, bitkilerdeki bazi
uygulamalarda bitki olmayan tiirler i¢in optimize
edilmis Cas9 kodonu kullanilmistir. Ancak diizenleme
verimliliginin ~ bitki  i¢in  optimize  edilmis
yontemlerden nispeten daha diisiik olabildigi
bildirilmistir (Jiang ve ark., 2013; Mao ve ark., 2013;
Nekrasov ve ark.,, 2013; Xie ve Yang, 2013;
Lawrenson ve ark., 2015). Genel olarak musir, geltik
ve Arabidopsis Ubiquitin geni ve Karnabahar mozaik
viriisii (CaMV) 35S gibi promotdrler, kallus bazli
transformasyon  yoOntemlerinde  etkili ~ genom
diizenlemesine aracilik etmek i¢in monokot ve dikot
bitkilerde Cas9 genini c¢alistirma gereksinimini
karsilayabilmektedirler. Cogu durumda, daha giiclii
Ubiquitin promotoérleri, CaMV 35S promotdriinden
daha yiiksek diizenleme verimliligine sahiptir (Ma ve
ark., 2016).

3.3. Cas9 ve sgRNA ifade Kasetlerinin Bitki Hiicrelerine
Gonderilmesi

In vivo genom diizenlemesine aracilik etmek igin,
Cas9 ve sgRNA ekspresyon kasetlerini tagityan vektor
yapilarinin bitki hiicrelerine iletilmesi gerekmektedir.
CRISPR / Cas9 sisteminin uygulanabilirligini ve
verimliligini  dogrulamak  i¢in,  arastirmacilar
genellikle Cas9 ve sgRNA ekspresyon kasetlerini
tagiyan plazmidleri protoplastlara veya tiitiin,
Arabidopsis  yapraklarina  vakum infiltrasyonu
yontemini kullanmiglardir (Jiang ve ark., 2013). Cas9
kasetleri ve sgRNA kasetleri, ayr1 veya tekli yapilarda
diizenlenebilir (Jiang ve ark., 2013; Li ve ark., 2013;
Nekrasov ve ark., 2013; Shan ve ark., 2013; Xie ve
Yang, 2013).

Cas9 ve sgRNA ekspresyon yapilarini bitki
genomlarina entegre etmek ve kalitsal mutasyonlar
iretmek icin kallus ve olgunlasmamis embriyolarin
biyolistik donisimii kullanilabilmektedir. (Shan ve
ark., 2013). Biyolistik doniisim ayrica in vitro
sentezlenmis  sgRNA'y1  dogrudan Cas9 ile
dontstlirilmiis  bitki  hiicrelerine  iletebilir  ve
hedeflenen = mutasyonlar1  indiikleyebilmektedir
(Svitashev ve ark., 2015).

Agrobacterium aracili transformasyon yontemi
birgok bitki icin en etkili yontem oldugundan,
bitkilerdeki CRISPR / Cas9 uygulamalarinin ¢ogu
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hem Cas9 hem de sgRNA ekspresyon Kkasetlerini
tastyan T-DNA'lan bitki genomlarina entegre etmek
icin bu yontem kullanilmaktadir. Arabidopsis'in
genom diizenlemesi icin genellikle Agrobacterium
aracih  ‘Floral dip transformasyon’ yOntemi
kullanilmaktadir. Celtik, misir, tiitiin, domates, patates
ve kavak gibi diger monokot ve dikot bitkiler icin
CRISPR / Cas9 ile genom diizenleme icin genellikle
kallus, olgunlasmamig embriyolar veya diger
dokularin  Agrobacterium ile transformasyonu
kullanilmaktadir. Ayrica agroinfiltrasyon yaklasimi
sgRNA ckspresyon kaseti tasiyan tiitlin ¢ingirak
viriisii DNA'sin1 Cas9 ile genomu diizenlenmis tiitiin
elde etmek etmek i¢in kullanilmistir (Yin ve ark.,
2015; Ali ve ark., 2015).

4. BITKILERDE MULTIPLEKS GENOM
HEDEFLEME STRATEJILERI

Bitkilerdeki birden ¢ok genomik bolgenin
eszamanli olarak diizenlenmesinin, birden ¢ok ilgili
genin incelenmesi, islevsel olarak fazlalik genlerin
susturulmasi ya da bitki i1slahinda birden ¢ok 6zelligin
genetik iyilestirilmesi gibi pek ¢ok uygulamasi
bulunmaktadir. Daha 6nce belirtildigi gibi, CRISPR /
Cas9 temelli genom diizenleme yontemi, kararl
genomu diizenlenmis bitkiler elde etmek icin
cogunlukla Agrobacterium aracili doniigiime baglidir.
Ayrica, Agrobacterium ile bitkiye birden fazla T-
DNA'nin ayr binary vektorlerden birlikte aktarilmasi
zor ve kontrol edilmez bir durumdur (Hiei ve Komari,
2008). Bu nedenle, birden ¢ok sgRNA ekspresyon
kasetini tek CRISPR / Cas9 binary yapilar1 halinde
birlestirmek i¢in birkag strateji gelistirilmistir.

Geleneksel olarak sgRNA kasetlerini bir vektdre
eklemek i¢in sirali uyumlu palindromik yapigkan uglar
veren birden fazla restriksiyon enzimi
kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2015; Wang ve ark.
2015). Bu geleneksel klonlama yontemi ile CRISPR /
Cas9 binary vektorlerine yalnizca birkag sgRNA
ekspresyon kaseti klonlanabilir. Bu iglem yavas ve
zaman alicidir. Golden Gate klonlama yontemi, birden
¢ok DNA pargasi arasinda siralt uyumlu, palindromik
olmayan yapiskan uglar olusturmak igin Bsal gibi ayirt
edici tip II restiriksiyon enzimleri kullanmaktadir. Bu
nedenle Golden Gate klonlama, belirli bir genom
diizenlemede birden ¢ok DNA parc¢asini ayn1 anda ve
verimli bir sekilde baglayabilmektedir (Engler ve ark.,
2008). Bu klonlama yontemine dayanarak, CRISPR /
Cas9 binary yapilarini ¢oklu PCR ile hazirlanmis
sgRNA ekspresyon kasetleriyle olusturmak igin iki set
CRISPR / Cas9 vektor sistemi gelistirilmistir (Xing ve
ark., 2014; Ma ve ark., 2015b). ‘Gibson Assembly’
yontemi, TS5 eksoniikleaz, Phusion DNA polimeraz ve
Taq DNA ligazin uyumlu etkilerini kullanarak birden
¢ok DNA parcasini homolog uclarla verimli bir
sekilde birlestirebilmektedir (Gibson ve ark., 2009).
Bu yontem CRISPR / Cas9 binary vektorlerine tek
reaksiyonda birden fazla sgRNA ekspresyon kasetini
birlestirmek i¢in kullanilmigtir (Ma ve ark. 2015b).

5. HEDEFLENEN MUTASYONLARIN ANALIZi

Yeni kurulan bir CRISPR / Cas9 vektor sistemini
dogrulamanin veya kurulan CRISPR / Cas9 sistemini
yeni bir bitki tlirine uygulamanm ilk adimi,
diizenleme verimliligini belirlemek olmalidir. Buna ek
olarak sonugcta ortaya ¢ikan mutantlarin genotipi daha
fazla ¢alisma yapilmadan o6nce belirlenmelidir. Bu
durum hedeflenen mutasyonlarin tespitini ve
mutasyona ugramis gen bolgelerinin dizilenmesini
gerektirmektedir.

5.1. Hedeflenen Mutasyonlar1 Dogrulamak icin Haberci
(Rapoter) Genlerini Kullanma

Yeni kurulmus bir CRISPR / Cas9 vektor
sisteminin iglevini hizli bir sekilde dogrulamak i¢in, b
glukuronidaz veya bir floresan proteini (GFP, YFP
veya RFP) kodlayan genler gibi haberci genler, genom
diizenlemesinin bir gostergesi olarak
kullanilabilmektedir. Ornegin, haberci genler bir
cergeve kaymasina neden olan hedef bdlge icerecek
sekilde tasarlanabilmektedir ve hedefin Cas9 / sgRNA
kompleksi tarafindan mutasyonunun islevini eski
haline getirmek icin genin okuma ¢ercevesini
diizeltebilmektedir (Jiang ve ark., 2013; Feng ve ark.,
2014).

52. Hedeflenen Mutasyonlar1  Dogrulamak  igin
Endoniikleazlart Kullanma

Hedefin Cas9 / sgRNA kompleksi bir restriksiyon
enzim bolgesini igerecek sekilde tasarlanirsa
hedeflenen mutasyonlar restriksiyon enzim bdlgesini
yok edebilmektedir. Bu nedenle, PCR
amplifikasyonundan 6nce veya sonra restriksiyon
kesimi, mutasyona ugramisg sekanslari
zenginlestirebilmektedir (Lloyd ve ark., 2005; Voytas,
2013). Hedeflenen mutasyonlarin varligini belirlemek
ve diizenleme etkinligini 6lgmek i¢in bu ydntemden
pek cok caligmada faydalanilmistir. Bununla birlikte,
bu strateji, hedef dizileri, bir restriksiyon enzim
bolgesi igeren dizilerle sinirlamaktadir (Jiang ve ark.,
2013; Nekrasov ve ark., 2013; Shan ve ark., 2013; Xie
ve Yang, 2013).

5.3. Hedeflenen Mutasyonlar Belirlemek Igin Yiiksek
Verimli Sekanslama Kullanma

Tim genomun veya tekli / ¢oklu PCR
amplikonlarinin yiiksek verimli dizilenmesi (deep
sequencing) oOzellikle tiim genom {izerindeki olasi
hedef disi mutasyonlari tanimlamak i¢in ve nadir
(diistik frekansli) mutasyonlar1 ve karmagik kimerik
(¢coklu) mutasyonlar1 tespit etmek i¢in uygundur
(Fauser ve ark., 2014; Feng ve ark., 2014). Ancak bu
strateji maliyetli ve zaman alicidir.

54. Hedeflenen Mutasyonlart Belirlemek i¢in Sanger
Sekanslama Kullanm

Hedeflenen bolgeleri igeren bir PCR amplikonu,
birden fazla klonun Sanger sekanslamasiyla (tek tip
mutasyonlar i¢in yaklagik bes klon [bir bitkinin tim
hiicreleri ayn1 mutasyona sahiptir] veya bir bitkinin
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somatik hiicrelerinde kimerik [¢oklu] mutasyonlar i¢in
10'dan  fazla  klon)  klonlanabilmektedir  ve
incelenebilmektedir.  Bolinme  bolgesinde  bir
restriksiyon  bolgesi mevcutsa, mutant DNA,
restiriksiyon enzimi kesim ydntemi kullanilarak
zenginlestirilebilir (Shan ve ark., 2013). Bu strateji,
basit mutasyonlar1 veya karmasik  kimerik
mutasyonlart belirlemek i¢in kullanighdir ancak
pahalidir (Ma ve ark., 2016).

Celtik gibi bazi bitki tiirlerinde CRISPR / Cas9
temelli genom diizenleme yontemi oldukga etkilidir ve
ilk nesilde yiiksek oranlarda tek tip mutasyonlar
iiretebilmektedir (Zhang ve ark., 2014; Zhou ve ark.,
2014; Ma ve ark., 2015b). Mustasyonlarin varligini
saptamak i¢in PCR amplikonlar1 bitkilerdeki ger¢ek
niikleotid varyasyonlarimi belirlemek i¢in dogrudan
dizilenebilmektedir. Ancak bir plazmit igerisine
klonlanmadan bialellik ve heterozigot mutasyonlari
iceren PCR amplikonlarinin dogrudan dizilenmesi iist
iiste yerlestirilmis sekanslama kromatogramlar ile
sonuglanir. Bu sorunu ¢ézmek i¢in, dejenere dizi kod
¢ozme (DSD [degenerate sequence decoding]) (Ma ve
ark., 2015a) ad1 verilen bir yontemle ve onun web
temelli aract DSDecode (http://dsdecode.scgene.com/)
(Liu ve ark., 2015) ile mutasyona ugramis allelik
dizileri {ist iste yerlestirilmis kromatogramlari
dizileme dosyalarindan (abl formati) hizl bir sekilde
belirleyebilmektedir. Boylece multiklon (¢oklu klon)
dizilemeleri ¢o6ziimleyebilen bu arag hedeflenen
bolgelerin analizini biiyiik dl¢lide kolaylastirmaktadir
(Ma ve ark., 2016).

6. BITKi ISLAHINDA CRISPR

CRISPR / Cas9 gen diizenleme ydntemi verim
iyilestirme ve biyotik ve abiyotik stres yonetimi bagsta
olmak tizere gesitli ozellikler i¢in yaklagik 20 bitki
tirlinde kullanilmistir  (Ricroch ve ark., 2017).
Yaymlanan makalelerin ¢ogu, CRISPR / Cas9
sisteminin abiyotik veya biyotik strese tolerans
mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan belirli genleri
devre dis1 birakarak uygulandigini tanimladiklart igin
kavram kaniti galigmalar olarak kabul edilmektedir.
Patojenik mikroorganizmalar tarafindan uygulanan
biyotik stres, hastaliga dayanikli bitkilerin gelisiminde
ciddi zorluklar ortaya g¢ikarir ve potansiyel verim
kaybmin %42'sinden fazlasini olusturur ve gida
iretimindeki kiiresel disiislerin  %]15'ine neden
olmaktadir. (Oerke, 2005). CRISPR / Cas9 temelli
genom diizenleme, bitki hastaliklarina kars1 direnci
artirmak ve ayrica kuraklik ve tuzluluk gibi biiytik
abiyotik streslere karsi toleransi iyilestirmek igin
kullanilmastir.

6.1. Monokotlar

Celtik diinya niifusunun yarisindan fazlasi igin
onemli bir temel gida bitkisidir. Kii¢iik genom boyutu
nedeniyle iyi incelenmistir ve monokotlar i¢in 6nemli
bir model organizmadir. Celtik genomu, bol miktarda
potansiyel PAM boélgesi icermektedir (Xie ve Yang,
2013). Bu nedenle CRISPR teknolojisi ¢eltik

genomundaki herhangi bir ilgi alanin1 hedeflemek i¢in
potansiyel olarak kullanilabilir durumdadir.

Celtikte ilk kez c¢esitli abiyotik streslere karsi rol
alan Fitoen desatiiraz (OsPDS), betain aldehit
dehidrogenaz (OsBADH?2) ve mitojenle aktive edilmis
protein kinaz (OsMPK2) isimli {i¢ genin hem
protoplasta hem de kalluslara parikiil bombardimani
yapilarak gen dizisine 6zgli CRISPR/Cas9 temelli
genomik modifikasyonu yapilmistir ve herhangi bir
bitki tiirlinde de yapilabilecegi gosterilmistir. OsPDS
ve OsBADH2 i¢in gen diizenleme oranlarmnin yaklasik
%7-9 oldugu gozlemlenmistir (Shan ve ark., 2013).
Xie ve Yang (2013) geltikte, pPRGE3 ve pRGE6'da
genom diizenlemesi igin uygun iki vektor gelistirerek
rehber RNA (gRNA) ile genom diizenleme yapila
bilinecegini  gostermislerdir. Ug adet gRNA
kullanilarak mutagenez olusturmak ig¢in biyotik ve
abiyotik streslerin negatif regiilatorii olan OsMPKS5
secilmigtir ve geltik protoplastlarinda test edilmistir.
Bu test sonucunda daha hassas bir gRNA tasarimi
yapildiginda diisiik seviyede hedef dis1 mutagenez
olusumunun gergeklestigi bildirilmistir. Hedef dis1
mutasyon olmayan veya 1 bp hedef dis1 mutasyon
igeren cesitli genler i¢cin TO neslinde mutasyon
oranlarinda  genis  bir  varyasyon (%21-66)
gozlenmistir ve T2 neslinde homozigot mutantlarin
%11' oldugu belirlenmistir. Herbisite dayaniklilik
genin baz diizenleme islemi DSB'ler eklenmeden 6nce
sitidin deaminaz ile kaynasmis dCas9 (dead Cas9) 'un
kullanmildig1 aktivasyonla uyarilan sitidin deaminaz
yontemi kullanilarak miimkiin olmustur (Shimatani ve
ark., 2017). Benzer sekilde celtik, bugday ve misirda
hassas bir genom diizenlemesinin yapila bilinecegi
gosterilmigtir (Zong ve ark., 2017). Li ve ark. (2017)
BE3 baz diizenleme yontemini kullanarak celtikteki
OsPDS ve OsSBEIIb genlerinin baz diizenlemelerini
gergeklestirmiglerdir. BE3 baz diizenleyici, g¢entikli
cas9 (cas9'da bir D10 mutasyonu), sitozin deaminaz ve
urasil glikozilaz inhibitérini  (UGI) birlestiren
gelismis bir genom diizenleme aracidir (Jaganathan ve
ark., 2018). Bu ¢alisma, geltikte temel diizenlemenin
basarili bir sekilde uygulandigini gostermistir.
Potansiyel olarak smirsiz sayida genin multipleks
genom diizenlemesi arttk CRISPR / Cas9 ile
kolaylastirilmistir  ve geltik ve Arabidopsis'te
gosterilmistir (Lowder ve ark. 2015; Zhang ve ark.,
2016; Shen L. ve ark., 2017). Shen L. ve ark. (2017)
celtikteki her genetik doniigiim icin birer binary vektor
kullanarak  sekiz  agronomik geni  basariyla
diizenlemislerdir. Celtikte etilen duyarli faktor
OsERF922'de yapilan CRISPR / Cas9 mutasyonu ile
Magnaporthe oryzae'nin neden oldugu ¢eltik yaniklig1
hastaligina karsi direng basariyla kazandirilmistir (Liu
ve ark., 2012).

Bugday diinya capinda temel gida iiriinii olarak
yetistirilen 6nemli bir tahildir. Shan ve ark. (2014),
CRISPR / Cas9 yaklasiminin bugday protoplastlarinda
TaMLO geni (Kiif direnci lokusu O) ig¢in
uygulamasinin basariyla yapildigin1 gostermislerdir.
CRISPR TaMLO gen susturulmasinin, Blumeria
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graminis f sp Tritici'nin (Btg) neden oldugu kiilleme
hastaligina kars1 direng sagladigi da belirlenmistir
(Wang ve ark., 2014). Etkili bir vektdr yontemi, elde
edilen transgenik soylarin sayisini iyilestirebilir veya
artirabilir. T-DNA temelli iletim sistemleri, SSN'leri
ve gRNA'y1 tanitmak i¢in yaygin olarak kullanilir.
Ayrica, DNA viriisti bazli amplikonlar, gen hedefleme
verimliliklerinde artisa yol actigi goriinmektedir
(Jaganathan ve ark., 2018). Gil-Humanes ve ark.
(2017), CRISPR / Cas9 kasetlerinin gecici ve
dogrudan ekspresyonu icin bugday geminiviral
(Geminiviridae bir bitki viriisleri ailesidir) bazlt DNA
replikonlarmi  [bugday ciice viriisi (WDV)]
kullanmiglardir. Kim ve ark. (2018), bugday
dehidrasyonuna duyarli element baglayici protein 2
(TaDREB2) ve bugday etilene duyarli faktor 3
(TaERF3) olmak iizere iki abiyotik stresle iliskili gen
icin bugday protoplastlarinda CRISPR / Cas9 genom
diizenleme sistemini rapor etmislerdir. Protoplastlarin
yaklasik %70'1 bagarili bir gekilde transfekte edilmistir
ve bu diizenlenmis genlerin ekspresyonu T7
endoniikleaz testi ile dogrulanmistir. Bitklerde
CRISPR / Cas9 temelli genom diizenlemenin
uygulanmasiyla ilgli olarak transgen entegrasyonu ve
hedef dis1  mutasyonlar Onemli  endiselerdir
goriinmektedir (Jaganathan ve ark.,, 2018) Bu
sorunlarin iistesinden gelmek igin Liang ve ark. (2017)
CRISPR / Cas9 riboniikleoproteinlerin (RNP'ler)
biyolistik aktarim yonteminin etkili bir genom
diizenleme yontemi oldugunu gostermislerdir. Genel
olarak, CRISPR / Cas9 DNA, konak¢i genomuna
entegre edilecek ve kararli bir sekilde ifade edilecektir.
RNP'leri biyolistik aktarma yontemi ile gegici
ekspresyon saglanarak hizli bir sekilde bozup hedef
dis1 bolgeleri biiyiikk 6l¢iide azaltacaktir. Ekmeklik
bugdayda CRISPR / Cas9 RNP kompleksi
kullanilarak iki farkli gen (TaGW2 ve TaGASRY7)
diizenlenmistir. Bu kompleks in vivo ortamda
bozundugundan hedef digi etkileri 6nemli &l¢lide
azaltir ve mutant ekmeklik bugday popiilasyonunda
hedef dist higbir degigiklik bulunmamistir (Jaganathan
ve ark., 2018). Liang ve ark. (2018) tarafindan
genigletilmis bir RNP aktarma protokolii kullanima
sunulmustur. Bu DNA'siz diizenleme yontemi,
transgenin ¢ikarilmasi i¢in geri melezleme gibi zaman
alict prosediirleri onlemektedir ve TO'da transgen
icermeyen bitkilerin elde edilmesini saglamaktadir.
Ancak ekspresyon gegici oldugundan ve gelistirme
sirasinda higbir markor se¢imi uygulanmadan mutant
taramas1 gerektirdiginden, bu yontemin CRISPR /
Cas9 DNA binary vektor sistemlerine kiyasla diistik
verimlilik oranlar1 gibi smirlamalari mevcuttur. Bu
sinirlamalarin {istesinden gelinebilirse, RNP yontemi,
ozellikle ¢ok yillik bitkilerde olmak {izere bitki
tirlerinde CRISPR / Cas9 temelli genom
diizenlemesini gergeklestirmek i¢in etkili bir yaklagim
olacaktir. CRISPR / Cas9 temelli genom diizenleme
sisteminin, model bitkilerin birgok 6nemli agronomik
ozelligini ayni anda diizenleyebildigi gosterilmistir
(Jaganathan ve ark., 2018). Wang W. ve ark. (2018)

hekzaploidi bugdayda birden fazla gen bolgesi hedefli
genom diizenleme yoluyla iretilen mutasyonlarin
sikligini ve kalitilabilirligi bildirmistir.

Model bitkilerin yan sira, CRISPR / Cas9 genom
diizenleme yaklasimi, temel 6zellikleri iyilestirmek
icin diger monokot bitki tiirlerine uygulanmistir.
Kapusi ve ark. (2017), arpada hem partikiil
bombardimant hem de Agrobacterium aracili
transformasyon yontemleri kullanilarak endo-N-
asetilb-D-glukozaminidaz ~ (ENGase)’yi  ifadesini
durdurmak icin bes gRNA seti tasarlamislardir ve
CRISPR / Cas9 temelli yontemle ENGase geninin
susturuldugunu gostermislerdir. Bu tiir gen susturulma
islemleri yapilan bitkiler, islevsel genetikte genlerin
islevini incelemek i¢in yararli olacaktir.

6.2. Dikotlar

CRISPR / Cas9 temelli genom diizenleme yontemi
ilk kez Feng ve ark. (2013) tarafindan Arabidopsis'te
gosterilmigtir. BRI1 (brassinosteroid insensitivel),
JAZ1 (jasmonate-zim-domain proteinl) ve GAI
(gibberellic acid insensitive) Arabidopsis genleri
‘floral dip’ yontemi kullanilarak diizenlenmistir ve
Restriction ~ Fragment  Length  Polymorphism
kullanilarak genotiplenmistir. Baska bir ¢aligmada
Mao ve ark. (2013) Arabidopsiste bulunan albinizmle
ilgili CHLI1 (magnesium-chelatase subunit 1) ve
CHLI2 genlerini CRISPR / Cas9 genom diizenlemesi
yontemiyle diizenlenmistir ve mutant Dbitkiler
Amplified Fragment Length Polymorphism ile
taranmistir. CRISPR / Cas9 genom diizenlemesini
kullanarak  degistirilmis  genlerin  verimliligini,
kalitimimi, 6zgilligiini ve modelini incelemek icin
Feng ve ark. (2014) Arabidopsis'te sonraki nesiller
boyunca 12 lokusu hedef alan yedi genin akigini
izlemiglerdir. T1 ile T3 nesillerinde yiiksek mutasyon
oranlari (yaklasik %58-79) olan genomu diizenlenmis
hatlar arasinda agirlikli olarak 1bp insersiyonlar
(eklemeler) ve kiigiik delesyonlar (¢ikarmalar)
gozlemlemislerdir. Homozigot mutantlar, herhangi bir
degisiklik olmadan bir sonraki nesle gegmislerdir ve
hedef dist mutasyonun olmadigr goézlenmistir. Bu
calisma bitkilerde CRISPR / Cas9 genom diizenlemesi
yoluyla kalitsal degisikliklerin olustugunu
gostermistir.

Pamuk (Gossypium hirsutum) lif bitkisi olmasinin
yani sira tohumlari onemli miktarda yag rezervi
igerdiginden, biyoyakit liretimi i¢in de iyi bir kaynaktir
(Oliveira ve ark., 2016). Gossypium hirsutum'un
genom yayinlanmasiyla (Li F. ve ark., 2015) kesin
DNA modifikasyonlar1 elde etmek i¢in CRISPR
araclarindan yararlanmak miimkiin hale gelmistir.
Janga ve ark. (2017) CRISPR / Cas9 sistemini
kullanarak pamukta hedeflenen gen diizenlemesinin
miimkiin oldugunu belirtmisglerdir. Yesil floresan
protein (GFP) entegre transgenik pamugun fenotipik
karakterizasyon i¢in markor olarak GFP dizisinde ii¢
hedef bolge secilerek genom diizenleme igin
belirlenmistir. gRNA tarafindan gen susuturulmasi
i¢cin incelenen dokuz TO bitkisinde homozigot
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degisiklikler goriilirken, diger yedi tanesinde bi-
allelik  insersiyon veya delesyon oldugunu
gostermislerdir.

Patates, diinya gida giivenligi i¢in 6nemli bir gida
bitkisidir ve iklim degisikliklerine ve iiretim
bolgesinin artirilmast i¢in adaptasyon saglanmasi
acisindan 1slah edilmesi gereken bir bitkidir. Mumsu
nisasta igerigi bulunan hekzaploid patates genotipleri
CRISPR / Cas9 temelli genom diizenleme y6ntemi
kullanilarak GBSS (granule-bound starch synthase)
geninin mutasyonuyla elde edilmistir (Jaganathan ve
ark., 2018). Benzer sekilde patateste Acetolactate
Synthasel (StALS1) mutasyona ugratilarak multi-
allelik mutagenez elde edilmistir (Butler ve ark.,
2016).

7. SONUC VE ONERILER

Yeni 1slah teknikleri bilim insanlarina istenen
ozellikleri geleneksel yetistirmeye gore daha hassas ve
hizli bir sekilde ekleme yetenegi saglamaktadir.
CRISPR / Cas9 temelli genom diizenleme teknolojisi,
bitki aragtirmasi ve bitki 1slah1 alaninda devrim
niteliginde bir etkiye sahip olmustur. Son 7 yilda,
birgok bitki tiirlinde fonksiyonel ¢aligmalar ve biyotik
ve abiyotik streslerle miicadele gibi dnemli tarimsal
ozellikleri iyilestirmek i¢in uygulanmaktadir. Ancak
CRISPR / Cas9 vektor platformu olusturulmus ve
genom diizenlemedeki etkinlikleri test edilmis olsa da
CRISPR / Cas9 sisteminin potansiyeli tam olarak
kesfedilmemistir. Bu teknoloji ile yapilan cesitli
modifikasyonlarm  hedefe  yonelik  verimliligin
artmasina yol agmasina ragmen yapilan islerin ¢cogu
baslangic niteligindedir ve iyilestirilmesi
gerekmektedir. Gelecekte CRISPR / Cas9 ile genom
diizenleme teknolojisi verimi, besin degerini, hastalik
direncini ve diger agronomik 6zellikleri artirmak i¢in
bitki 1slahinda uygulanmasi énemli bir ¢alisma alant
olacaktir. Bununla birlikte CRISPR / Cas9 temelli
genom diizenleme teknigi popiilerlik kazanacak ve
biiyliyen insan popiilasyonunu beslemeye yardimct
olacak bitkileri elde etmek i¢in gerekli bir teknik
olacaktir.
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