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Bitkilerde verim, kalite, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, olumsuz gevre ve toprak kosullarina tolerant yeni cesitlerin
gelistirilmesi oncelikli 1slah hedefleri arasindadir. Ozellikle son yillarda verim ve kalite kaybina neden olan biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine karsi adaptasyon yetenegi yiiksek cesitlerin gelistirilmesi bitki 1slahi agisindan Snem
tasimaktadir. Yeni cesitlerin gelistirilmesinde klasik 1slah yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, siirecin uzun
olmasi ve yogun is giicii gerektirmesi nedeniyle giincel teknolojik yontemler 1slah programlarina dahil edilerek 1slah
stirecinin daha hizli ve etkin olarak yiiriitiilmesi saglanmaktadir. Molekiiler biyoloji alaninda yeni nesil teknolojilerin
kullanilmaya baslanmasiyla birlikte 1slah c¢alismalari hiz kazanmistir. Son yillarda CRISPR/Cas9 yeni nesil genom
diizenleme uygulamalar1 ile genomda hedef bélgeler diizenlenerek bitkilere 1slah amacina yonelik &zellikler
kazandirilmaktadir. Bu kapsamda hastalik ve zararlilara karsi direncin artirilmast, tiriin kalitesinin iyilestirilmesi, kuraklik
ve tuz stresine karsi tolerant bitkilerin gelistirilmesi basta olmak tizere ¢esitli konularda arastirmalar yiiriitilmektedir.
Sunulan ¢aligmada, CRISPR/Cas9 teknolojisinin bazi sebze tiirlerinin 1slahinda kullanimi giincel arastirma bulgular
1s181nda degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Islah, CRISPR/Cas9, genom diizenleme
The Use of CRISPR/Cas9 Technology in Vegetable Breeding
ABSTRACT

Development of new varieties with high yield, quality, disease and pest resistance and tolerance to adverse environmental
and soil conditions are among the major breeding objectives. In recent years, the development of improved varieties
tolerant to biotic and abiotic stress factors that cause yield and quality loss is important for plant breeding. Classical
breeding methods are widely used in the development of new varieties. However, since the process is long and labor
intensive, current biotechnological methods are included in breeding programs to ensure that the breeding process is
carried out faster and more effectively. Breeding studies accelerated with the introduction of new technologies in the field
of molecular biology. In recent years, CRISPR/Cas9 next-generation genome editing technologies have been used to edit
target genome regions to develop plants with desired traits. In this context, researches are carried out on various breeding
objectives such as increasing resistance to diseases and pests, improving product quality, and developing plants tolerant
to drought and salt stress. In the present study, the use of CRISPR/Cas9 technology for breeding purposes in some
vegetable species was evaluated in the light of current research findings.
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GIRiS giinlimiizde ve ilerleyen donemlerde tarimsal

tiretimde devamliligin saglanmasi bakimindan biiytik

Kiiresel degisimlerle birlikte, {ireticilerin ve
tilketicilerin  isteklerine uygun yeni c¢esitlerin
iilkemize kazandirilmasi islah g¢alismalarinin temel
amacini olusturmaktadir. Artan diinya niifusu ve
beslenme ihtiyaci yiiksek verimli gesitlere, tiiketici
tercihleri ise kalite 6zellikleri ve besin degeri yiiksek
cesitlere olan gereksinimi artirmaktadir. iklim
degisikligine bagli olarak etkili olan kuraklik, su
baskinlari, tuzluluk, sicaklik gibi uygun olmayan
iklim ve toprak kosullarina tolerant, bitkisel {iretimi
sinirlayan ve onemli verim kayiplarina neden olan
hastalik ve zararlilara dayanikli ¢esitlerin kullanimi1
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Oonem tasimaktadir.

Sebzelerde cesit gelistirme amaciyla klasik 1slah
yontemleri  kullanilmaktadir.  Ancak,  klasik
yontemlerle 1slah siirecinin zaman almasi, emek
gerektirmesi ve yiliksek maliyetli olmasi gibi
nedenlerle biyoteknolojik ydntemlere ydnelim
olmusgtur. Molekiiler biyoloji alanindaki geligmelerin
1990’Ih yillardan sonra hiz kazanmasiyla birlikte
klasik 1slah programlarmin daha etkin olarak
yiirtitiilmesi yoniinde 6nemli kazanimlar olmustur
[1]. Molekiiler yontemler bitki islah calismalarina
yonelik olarak, bitkisel gen kaynaklarinin genomik
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diizeyde taranmasi, genetik mesafelerin belirlenmesi,
1slah amacina yonelik gen/genom bolgelerinin tespiti,
bu bolgelerden gelistirilen belirtegler ile seleksiyon
(MAS), hibrit bitki ve cesit tanist gibi amaglarla
siklikla kullanilmaktadir [2].

Son yillarda genom diizenleme esasina dayanan
CRISPR/Cas9 teknolojisinin kullanilmaya baglamasi
1slah cgaligmalarina ileri bir boyut kazandirmistir.
Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik
tekrarlar (CRISPR)/Cas9 teknolojisi, bitkilere verim,
kalite, dayaniklilik gibi bircok 6zelligin daha hizli bir
sekilde kazandirilmasi potansiyeline sahiptir [3]. Bu
derlemede, yeni nesil CRISPR/Cas9 teknolojisinin
sebze tiirlerinin 1slahinda kullanimi giincel literatiir
bilgileri 1s181nda degerlendirilmistir.

CRISPR/Cas9 TEKNOLOJISi VE SEBZE
ISLAHINDA KULLANIMI

CRISPR tekrarlayan palindromik dizileri ilk
olarak Escherichia coli bakterisinde belirlenmis [4],
CRISPR/Cas sistemi ile ilgili kapsamli arastirma ise
Jansen [5] tarafindan yliriitiilmistir. Teknigin esast
bakterilerin viriislere karsi gelistirdikleri savunma
sistemine dayanmaktadir. CRISPR/Cas sisteminin
bileseni Cas proteini DNA’nin her iki iplik¢igini
kesebilen bir endoniikleazdir. Bitki 1slahinda en
yaygin kullanilan sistem, Streptococcus pyogenes’de
belirlenen CRISPR/Cas9 sistemidir. Cas9 proteini,
sgRNA (single guide RNA) yardimiyla genomdaki
hedef @ DNA  sekansina  yonlendirilmektedir.
Cas9/sgRNA  kompleksinin hedef DNA’ ya
baglanmasi sonucunda Cas9, genomda diizenleme
yapilmak istenen bolgede DNA’y1 ¢ift iplikli olarak
kesmektedir. Boylece hedeflenen genom bolgesinde
diizenleme yapilabilmektedir [6]. CRISPR/Cas9 gen
diizenleme sisteminin kesfi bitki biyolojisindeki
caligmalara 1s1k tutmustur [7]. Bircok kiiltiir
bitkisinde CRISPR teknolojisi kullanilarak genom
diizenlemeleri yapilmistir. Piringte CRISPR/Cas9
teknolojisi basariyla uygulanmis ve hedef bolgelerde
degisiklik  yapmak i¢in sistemin uygulama
potansiyelini gosterilmistir [8]. Soya fasulyesinde
Jacobs vd. [9] tarafindan teknoloji basartyla
uygulanmigtir. Kolzada (Brassica napus) yiiritiilen
aragtirma ile CRISPR/Cas9 teknolojisinin kullanim
dort farkli gen ailesinden 12 gende test edilmistir
[10].

Cesitli bitki tiirlerinde yiiriitiilen arastirmalarla;
herbisitlere dayaniklilik [11], tane verimi [12],
biyotik ve abiyotik streslere tolerans [13-16], besinsel
Ozelliklerin iyilestirilmesi [17, 18] gibi verimi ve
kaliteyi artirmaya yonelik 1slah c¢aligmalarinda da
CRISPR/Cas9 uygulamalarindan yararlanilabilecegi
gosterilmistir.
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Yiksek ekonomik degeri, Agrobacterium
araciligryla transformasyona uygun olmasi, sekans
bilgisinin bulunmasi nedeniyle domates,
CRISPR/Cas9 uygulamalarinin test edilmesi i¢in bir
model  bitki  haline  gelmistir. = Domateste
CRISPR/Cas9 teknolojisinin uygulama basarisini
belirlemek amaciyla yiiriitiilen ¢aligsmada, gen ifadesi
degistiginde fenotipe yansiyan ve kolaylikla
belirlenebilen yaprak o6zelligi hedef gen olarak
secilmis ve domatesin diiz yapraklarinin igne
formunda ve kivrilmis oldugu mutantlarin olustugu
gozlenmistir [19]. Bu sonuglar yontemin domateste
basariyla yliriitiilebilecegini ortaya koymustur.
Domateste farkli arastirmacilar tarafindan yiiriitiilen
calismalarla bitki biiyiimesi, yaprak, ¢icek ve meyve
ozellikleri ve olgunlasma, erkek kisirligi, likopen
icerigi, biyotik ve abiyotik stres gibi ¢esitli 6zellikler
bakimindan CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilmistir
[20].

Biyotik Strese Karst Dayanmkhliginin
Gelistirilmesi
Biyotik stres faktorleri igerisinde yer alan

bakteriler, funguslar ve virlisler bir¢cok hastaliga
neden olarak bitkisel tiretimde dnemli verim ve kalite
kayiplarina yol acabilmektedir. Bu hastaliklara kars1
dayanikli cesit 1slahi, kimyasal miicadeleye olan
gereksinimi azaltarak daha etkin ve cevre dostu
iretim olanagt saglamaktadir. Yapilan bir
arastirmada, Arabidopsiste belirlenen ve c¢esitli
hastaliklara karg1 dayanim saglayan DMR6 (downy
mildew resistance 6) geninin ortologunun (SIDMR6-
1) domateste CRISPR/Cas9 teknolojisi ile ufak

delesyonlar yaratilarak Onemli zararlar yapan
Pseudomonas syringae, Phytophthora ve
Xanthomonas  etmenlerine  karst1  dayaniklilik

sagladigi belirlenmistir [21].
Domateste o6nemli bir fungal hastalik olan

kiillemeye dayanim saglamak amaciyla
kiilleme/mildiyd  dayaniklilik  lokusu  mildew
resistance  locus O  (MLO)  hedeflenerek

CRISPR/Cas9 teknolojisi ile yaratilan mutasyonla
kisa stirede dayaniklilik saglanmigtir [22].

Fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. [ycopersici),
domateste biilylik zararlara neden olarak, diinya
genelinde domates iiretimini Onemli dlciide
etkilemektedir. ~ Yapilan bir arastima ile
CRISPR/Cas9 uygulamasiyla domateste Fusariuma
dayaniklilik ile ilgili oldugu diisiiniilen bir gen tespit
edilmistir [23].

Sebze tiirlerini enfekte eden bir bitki patojeni olan
Botrytis cinerea, biiyiikk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Domateslerde, CRISPR/Cas9
kullanilarak ~ mitojen aktif protein kinazlarin
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(SIMAPKS) susturulmasiyla Botrytis cinerea’ya karst
dayaniklilik saglandig1 belirlenmistir [24].

Hiyarda yiiriitiilen bir arastirmada, CRISPR/Cas9
teknolojisi kullanilarak hiyar sar1 damar viriisii, kabak
sar1 mozaik viriisii ve papaya halkali leke viriisiine
(PRSV-W) kars1 dayaniklilik saglanmistir [25].

Abiyotik Strese Karsi Toleransin Gelistirilmesi

Bitkilerde biiyiime ve gelisimi smirlandirarak,
verim ve kalite kaybina neden olan ¢evresel kdkenli
abiyotik stres faktorlerine kars1 adaptasyon yetenegi
yliksek cesitlerin 1slahinda da yeni nesil teknolojiler
onemli avantajlar sunmaktadir. Son yillarda iklim
degisikligine baglh kiiresel 1sinmanin etkisi ile
kuraklik diinya genelinde tarimsal iiretimi etkileyen
en onemli faktorlerden birisi olmustur. Pek ¢ok bitki
tirinde kuraga toleranshi g¢esitlerin gelistirilmesi
yoniinde aragtirmalar stirdiirilmektedir.
CRISPR/Cas9  teknolojisi  kurakliga  tolerans
saglamaya yonelik bir ara¢ olarak arastirmalara konu
olmaktadir. Domateste kuraklik ile biyotik ve
abiyotik stresle iliskilendirilen mitojen aktif protein
kinazlarin  (SIMAPKs) kuraklik stresi altinda
indiiklendigi, CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak
gelistirilen mutantlarda kuraklik etkisinin daha
siddetli goriildiigii bu sonuglarin mitojen aktif protein
kinazlarin domateste hiicre membranlarini oksidatif
zarardan koruyarak ve stresle baglantili genlerin
transkripsiyonunu etkileyerek kuraklik ile ilgili
oldugunu belirtmislerdir [26].

Diger 6nemli bir stres faktorii olan tuzluluga karst
tolerans saglanmasina yonelik bir calismada, tuz stres
tepkisinin negatif regiilatorii olan tomato hybrid
proline-rich protein 1 (HyPRP1) CRISPR/Cas9
sistemi ile manipiile edilerek elimine edilmesinin
cimlenme ve vejetatif donemde tuza toleransi
artirdigi belirlenmigtir [27].

Sebzelerde Kalite Ozeliklerinin lyilestirilmesi

Tiiketici tercihlerine goére belirlenen kalite
Ozellikleri kapsaminda, sebzelerin sekil, irilik, renk,
tat ve aroma bilesikleri, hasat sonrasi raf émrii gibi
baslica 6nemli Ozellikleri cesitli arastirmalara konu
olmaktadir. Ayrica, gilinimiizde gidalarin temel
besleyici degerinin yaninda igerdikleri cesitli
fitokimyasallarin antioksidan aktivite gostererek veya
bagisiklik sistemini destekleyerek hastaliklara karst
korudugu bilinmektedir. Bu kapsamda CRISPR
teknolojisinden  yararlanarak sebzelerin  kalite
Ozelliklerinin gelistirilmesine yonelik c¢aligmalar
literatiirde yer almaktadir.

CRISPR/Cas9, domateste pembe meyve rengi
elde etmek amaciyla kullanilmigtir [20]. Domateste
meyve rengi ile iliskili ii¢ genin (PSY1, MYBI2,
SGR1) CRISPR/Cas9 araciligiyla diizenlenmesi

sonucunda kirmizi meyve rengine sahip domatesten
sar;, kahverengi, pembe, acik sari, pembe-
kahverengi, sari-yesil ve acik yesil meyve renklerine
sahip genotipler elde edilmistir [28].

Cin lahanasinda karotenoid izomeraz geninin
(BoaCRTISO) hedeflenerek CRISPR/Cas9 sistemi
ile diizenlendigi caligmada, biallelik ve homozigot
mutantlarda karotenoid ve klorofil
konsantrasyonunun azaldigi, bu mutantlarda rengin
yesilden sartya dondiigii belirlenmistir. Mutantlarda
karotenoid ve klorofil biyosentezi ile iligkili genlerin
ifade seviyelerinin belirgin sekilde azaldigi tespit
edilmistir. Calisma  sonucunda CRISPR/Cas9
sisteminin  Brassica grubu sebzelerde kalite
ozelliklerine yonelik kullanim potansiyeli bulunan bir
uygulama oldugu belirtilmistir [29].

CRISPR/Cas9, bitkiler tarafindan sentezlenen
gesitli  metabolitlerin  diizenlenmesi  i¢in  de
kullanilmaktadir. Ornegin patates yumrularinda, o-
solanine  ve  o-chaconine  gibi  steroidal
glikoalkaloidlerin ~ (SGA’lar)  yiiksek  oranda
bulunmasi patateslerin lezzetlerini etkilemektedir.
CRISPR/Cas9 ile patates SGA biyosentetik
yolundaki  St16DOX  (steroid 16a-hidroksilaz)
hedeflenerek SGA igermeyen patates hatlar1 elde
edilmistir [30].

Uzun raf omri, Urinlerin kalite Ozelliklerini
kaybetmeden daha wuzun siire korunabilmesi
bakimmdan onemlidir. Raf Omriiniin uzatilmasina

yonelik  caligmalar kapsaminda CRISPR/Cas9
teknolojisinin kullanim potansiyelinin
degerlendirildigi arastirmalar bulunmaktadir.

Domateste meyve olgunlasmasini regiile eden bir
MADS-box transkripsiyon faktoriinii kodlayan RIN
geninin hedeflendigi uygulamayla RIN-protein
eksikligi  gosteren  mutantlarda  meyvelerde
olgunlagsmanin  tamamlanmadigi, kirmizi renk
olusumunun zayif oldugu belirlenmistir [31].

SONUC

Bitkisel iiretimde klasik 1slah yontemleri hem
zaman alict hem de yogun is giicii gerektirmektir.
Biyoteknolojik  uygulamalarin ~ klasik  1slah
programlarina entegrasyonu siireci kisaltarak daha
etkin  olarak  yiiriitiilmesini saglamaktadir.
Gilinimiizde  molekiiler ~ biyoloji ~ alanindaki
gelismelerle CRISPR/Cas9 teknolojisi gibi yeni nesil
uygulamalar 1slah hedeflerine daha kisa siirede
ulagsabilme olanagin1 sunmaktadir. Son yillarda,
bircok bitki tiiriinde 6nemli tarimsal Ozelliklerle
iligkili genlerin fonksiyonlariin belirlenmesi ve
tarimsal  Ozelliklerin  iyilestirilmesi  amaciyla
uygulanmaya baslanmistir. Kiiresel 1sinmaya bagli
iklim degisikligi, artan diinya niifusu ve besin
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ihtiyacina bagl olarak hizli bir bigimde tuzluluk,
kuraklik ve sicaklik stresine tolerant bitkilerin
gelistirilmesi amaciyla bugday, piring, domates, soya
fasulyesi, patates, misir gibi tiirlerde CRISPR/Cas9
teknolojisinden yararlanilmaktadir [32, 30, 33].
Sebze tiirlerinde ise domateste arastirmalarin
yogunlastigi, bu tiirlin yan1 sira hiyar, bazi lahana
grubu sebzeler, marul ve karpuzda yapilan
arastirmalarin  oldugu belirlenmistir [34]. Sebze
tirlerinde yiiriitiilen aragtirmalarin 6nemli verim
artisi, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, cesitli
abiyotik stres faktorlerine tolerans, raf Omriiniin
uzatilmasi, meyve sekli, iriligi, besin igeriginin
artirilmasi, karotenoidler gibi baz1 sekonder metabolit
iiretiminin modifiye edilmesi gibi kalite 6zelliklerine
yonelik yogunlastigi belirlenmistir.
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