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Ozet

Bu calismada yeni nesil bitki 1slah1 yontemleri, introdiiksiyon, seleksiyon, mutasyon ve poliploidi 1slahi ile rekombinant DNA teknolojileri
(transgenez) disinda kalan yontemleri kapsamaktadir. Genlerin aktiflestirilmesi, susturulmasi veya yerlerinin degistirilmesi, sadece genetigi
degistirilmis organizmalar1 (GDO) iiretmemize izin vermekle kalmamis ayni zamanda genlerin biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarini da daha hizli bir sekilde anlamamizi saglamistir. Giiniimiizde genomun yeniden diizenlenmesi miihendislik agisindan da
miimkiindiir. Bitki aragtirmacilar tarafindan gen ifadesini susturma, arttirma ve genlerin yer degistirmesi ile genomun yeniden diizenlenmesi
ve olusturulmasi ile ilgili ¢aligmalar 6nemli bir ivme kazanmustir. Yeni nesil bitki 1slah1 yontemlerinin bir bolimiiniin temel hedefi, istenilen
ozellikleri transgenez ile kazandirilmis ancak kendisi transgenik olmayan bir hat veya gesit gelistirmektir. Diger bazi yeni nesil bitki 1slahi
yontemlerinin ana hedefi ise geleneksel rekombinant DNA teknolojileri ile olusan sorunlarin diizeltilmesidir. Yeni nesil bitki 1slah1 yontemleriyle
gelistirilen bitkilerin tanis1 ise genomik, metabolomik ve proteomik yontemlerin kullanilmasini gerekli kilmaktadir. Bu ¢alismada genom
diizenleme teknikleri ile birlikte yeni nesil bitki 1slah1 yontemleri, arastirmact ve okurlara Tiirk¢e olarak sunulmak tizere hazirlanmistir. Bu
¢alismada ele alinan konular arasinda, Oligoniikleotit Yonlendirilmis Mutagenez (ODM), cisgenez ve transgenez, transgenik anaglara asilama,
agro-infiltrasyon, agro-inokulasyon, floral dip, RNA-bagimli DNA metilasyonu (RdDM), ters 1slah ve yeni genom diizenleme yontemleri
olarak Cinko Parmak Niikleaz Teknolojisi (ZFN), transkripsiyon aktifleyici benzeri protein destekli niikleaz (TALEN) teknolojisi ve diizenli
kiimelenmis aralayici kisa palindromik diziler/Cas protein (CRISPR/Cas) sistemleri yer almaktadir.
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New Generation Plant Breeding Methods (Molecular Plant Breeding) Some Advantages
& Disadvantages

Abstract

In the present study new generation plant breeding methods are defined as those methods that other than the methods of introduction, selection,
mutation and polyploidy breeding, and traditional recombinant DNA technologies. The main aim of the new generation plant breeding methods
is to develop a non-transgenic line or breed that has the desired characteristics acquired by the recombinant DNA technologies. Some other
new generation plant breeding methods are aimed at correcting the problems caused by the traditional recombination DNA technologies.
Genomic, metabolomics and proteomic methods have to be used to identify plants developed with the new generation methods. The ability to
activate, silence or replace genes not just did allow us to produce genetically modified organisms (GMO) but also let us a rapid understanding
of biochemical, molecular and cellular mechanisms of genes. Today genome rearrangements are also possible to engineer. Creation and use
of such genome rearrangements, gene knockouts and gene replacements by the plant science community is gaining significant momentum. In
this study relatively new next generation genetic transformation methods along with some genome editing techniques were studied to provide
knowledgement in Turkish to researcher and readers. Topics covered oligonucleotide directed mutagenesis (ODM), cisgenesis and transgenesis,
grafting to transgenic rootstocks, agro-infiltration, agro-inoculation, floral dip, RNA-dependent DNA methylation (RADM), reverse breeding,
and novel methods of genome editing methods such as zinc finger nuclease technology (ZFN), transcription activator-like effector nucleases
(TALEN) and clustered regulatory interspaced short palindromic repeats/Cas9 (CRISPR/Cas) systems.
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GIRIS

ilk kez ortaya atildigi donemlerde o6zellikle 1slah
calismalarinda ¢igir agan ve o dénemlerde yeni nesil bitki
1slah1 yontemleri olarak adlandirilan RNA interferans (RNA1)
ve transfer DNA (T-DNA) teknolojileri gegmisten giiniimiize
yaygin olarak kullanilmaktir. Ancak gelisen teknoloji
ile birlikte bu yontemlerin belirgin dezavantajlar1 ortaya
konmustur. RNA1 teknolojisinin sadece gen ekspresyonunu
azaltabildigi fakat tamamen inhibe edemedigi igin
fenotipte genlerin fonksiyonunu tam olarak yansitamadigi
saptanmistir. T-DNA teknolojisinde ise genoma T-DNA
yerlestirilmesi rastgele oldugu icin hedef lokuslarin
seciminin zor hatta imkansiz oldugu durumlar ortaya
cikmustir [1]. Cisgenez ve transgenez yontemleri geleneksel
transgenez yontemlerine alternatif yoOntemler olarak
gelistirilmistir [2]. Yeni nesil bitki 1slah1 yontemlerinden
olan sentetik genomik yonteminin hali hazirda gliniimiizde
bitkilerde kullanimi miimkiin olmamakla birlikte, bu

yontem zaman diliminde dogal olaylarla veya insan faaliyeti
ile yok edilmis bazi canlilarin tekrar elde edilebilmesine
olanak saglama potansiyeli nedeniyle oldukg¢a popiilerdir.
Cinko parmak niikleaz teknolojisi (ZFN), transkripsiyon
aktifleyici benzeri protein destekli niikleaz teknolojisi
(TALEN) ve diizenli aralikli kiimelenmis kisa palindromik
tekrarlar/CRISPR ile birlesmis proteinler/Cas9 teknolojisi
(CRISPR/Cas9) yontemleri ise yeni nesil genom diizenleme
yontemleri oldugu i¢in olduk¢a dnemli yeni nesil bitki 1slah1
yontemleridir. Bu yontemlerde somaklonal mutasyonlar ve
arzu edilmeyen hedef ve tip dis1 bitkiciklerin elde edilme
olasiliginin geleneksel transgenez yonteminden daha diisiik
olmasina ragmen hedef dis1 rekombinasyon olasilig1, yiiksek
maliyet ve teknik ac¢idan bazi sorunlarin varligi en biiylik
dezavantajlar1 olarak kargimiza ¢ikmaktadir [3-7].
Genomun diizenlenmesi (genome editing) dizi spesifik
niikleazlar ve dizi spesifik proteinlerin kesfi ile miimkiin
olmustur. Bakteride kesfedilen restriksiyon endoniikleazlar
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recombinant DNA teknolojisinin gelisimine biiyiik katki
saglamigtir. Gliniimiizde genom diizenlenmesi ve yeni nesil
bitki 1slah1 yontemleri olarak ZFN, TALEN ve CRISPR/
Cas gmitvar yontemlerdir. Her {i¢ yontemle de hedef
lokusa ait DNA dizilerine ekleme, ¢ikarma, degistirme
ve modifikasyonlar miimkiin olmustur. Boylelikle yeni
bir gen transferi veya epiallelik modifikasyonlar da
saglayabilmektedir. Genom diizenleme yontemlerinde
homolog ve homolog olmayan rekombinasyon temelli
tamir mekanizmalar1 kullanilmakta olup aralarinda musir,
celtik, soya, bugday, domates, patates, biber ve patlicanin
bulundugu bitki tiirlerinde kullanilmstir [8,9]. Yapay olarak
iretilen DNA baglanma domeinleri ve dizi degistiriciler
ile  modifiye ediciler (niikleazlar, transkripsiyon
aktivatorler, susturucular, rekombinazlar, transpozanlar,
metil transferazlar ve histon modifiye edici enzimler)
genom diizenleyici yontemler dolayisi ile yeni bitki 1slahi
yontemleri olarak  gelistirilmektedir [5,6,10-13]. Bu
calismada yeni nesil bitki 1slah1 ydontemlerinden gliniimiizde
pratikte basarili sonug verenler ve gelecekte kullanilabilme
potansiyelleri yiiksek olanlar {izerinde durulmaktadir.

YENi NESIiL BiTKi ISLAHI
YONTEMLERI

1. Cinko Parmak Niikleaz Teknolojisi (ZFN
Teknolojisi)

DNA baglanma motiflerinde sistein-histidin-¢inko
parmak yaygin olarak bulunmaktadir. Tek bir ¢inko-parmak
yaklasik olarak 30 aminoasitten olusur. Alfa-heliks tizerinde
yer alan birka¢ aminoasit DNA biiyiik olugunda bulunan 3
niikleotit ile segici olarak etkilesime girer. Ug ila alt1 ¢inko
parmak proteini, 9-18 bplik 6zel bir DNA dizisini tantyan
ve baglanan bir protein domeini olusturmak tizere birbirine
baglanabilmektedir. ZFN sistemi ise ¢inko parmak proteini
ve Fokl niikleaz enziminden olusur. Cinko parmak proteini
Fokl niikleazina 6zel olmayan bir nilkleaz domeinine
baglanir. Bir ¢ift ZFN, kendi DNA hedef dizilerine
baglanir ve birbirleriyle ters sekilde hizalanir. Fokl niikleaz
domeininin dimerizasyonu onu aktif hale getirir ve taninan
diziler arasinda cift sarmalda kesim olusturmasini saglar
[14]. Cinko parmak niikleazlar 6zel olarak diizenlenebilen
ve ¢ift sarmalli hedef niikleik asit zincirini Ozel olarak
tanima ve kesebilme yetenegine sahip olan endoniikleaz
enzimlerdir. Cinko parmak niikleazlar dogal olarak var olan
enzimler degildir [6]. Teorik olarak 18 baz uzunlugunda
bir DNA dizisi 68 milyar bp uzunlugundaki bir DNA i¢in
secici oldugu diigliniiliirse bu yontemle yiiksek diizeyde
secici hedefleme yapilabilecegi ongoriilebilir [4,6,12,15,16].
Cinko parmak niikleaz teknolojisinde ZFN proteinleri 6zel
DNA dizilerini tantyacak sekilde diizenlenmektedir. Biitiin
ZFN proteinlerinde ¢inko parmak DNA baglama domeinini
tantyan protein ve etki edici protein niikleaz Fokl enzimi ile
birlikte kullanilmaktadir. Fokl bakteri kokenli enzim olup
13 niikleotitlik tanima bolgesinden 9 ile 13 arasinda kesim
yapar [1,17,18]. ZFN g¢ift protein seklinde (heterodimer)
diizenlenmis olup her bir dimer bir sarmali tanir [19]. ZFN
teknolojisi kullaniminda hedef genomun hedef dizisinde
mutagenez olusturulabilmekte veya arzu edilen bolgeye arzu
edilen genin sabit olarak entegrasyonu saglanabilmektedir
[4,20,21].

Cinko parmak niikleazlar heterodimer yapida enzimler
olup iki farkli polipeptit zincirinden olugmaktadir [18,22].
Her bir polipeptit i¢in farkli gene ihtiya¢ vardir. Bu nedenle
bu yontemde gen transferi igin transformasyon gen kasetinde

iki farklt genin transferi gereklidir. ZFN teknolojisinde
transformasyon gen kasetinde iki farkli gen ile birlikte bazi
durumlarda rehber DNA veya RNA’ya ihtiya¢ duyulur. ZFN
teknolojisinde ilgili gen kaseti geleneksel transformasyon
yontemlerinden Agrobacterium, elektroporasyon, viral
vektorler veya biyolistik gen transfer yontemlerden biri
kullanilarak  transformasyon islemleri  gergeklestirilir
[9,20,21,23].

ZFN teknolojisinde ilgili genler hedef organizmaya
transit (gegici) olarak veya stabil (sabit) olarak
transformasyon  sonrasi entegre edilebilir.  Transit
transformasyonda gen kaseti hedef organizmanin genomuna
entegre olmaz ancak gen Kkaseti lizerindeki genlerin
transkripsiyonu sonucu heterodimer yapida ¢inko parmak
niikleaz enziminin mRNA’s1 sentezlenir (transkripsiyonu
gerceklesir) ve bu mRNA’nin translasyonu sonucu enzim
ortaya ¢ikar. Enzim ise hedef genomunda hedef lokusta
mutasyonu (rekombinasyonu) gerceklestirir. Transit olarak
ifade ettirilen transformasyon ile gen kasetinin genoma
entegrasyonu saglanmadan genomda kalitsal degisiklik
yaratilmis olur. Eger transformasyon stabil transformasyon
ise genoma entegre olan gen kaseti yavru dollere gegecektir.
Ancak yavru dollerin genetik analizleri sonucu transgeni
icerenler (GDO’lar) uzaklastirilir ve geri kalan yavru
dollerde ise genetik yapisi arzu edildigi sekilde degistirilmis
bireyler elde edilmektedir [23-25].

ZFN teknolojisinde ii¢ farkli yaklasim bulunmaktadir.
Bunlar ¢inko parmak niikleaz 1 (ZFN I), ¢inko parmak
niikleaz 2 (ZFN 1II) ve ¢inko parmak niikleaz 3 (ZFN
II) olarak adlandirilmistir [4,21]. ZFN 1 ve ZFN II
teknolojilerinde tek niikleotit mutasyonlar1 veya az sayida
niikleotit ¢ikarmasi (delesyon) veya eklemesi (insersiyon)
gergeklestirilmektedir. Diger taraftan ZFN III’de ise yeni
bir genin eklenmesi ve entegrasyonu s6z konusu olup bu
yaklasim geleneksel transgenez yontemine ¢ok benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle de ZFN III teknolojisinin
yeni nesil gesit gelistirme yontemi olarak adlandirilmasi
glictiir. Ancak ZFN I ve ZFN II teknolojileri yeni nesil ¢esit
gelistirme yontemleridir [14,17,26].

ZFN I teknolojisinde sadece ZFN genleri rehber DNA
olmadan bitki hiicrelerine transfer edilmektedir. Bu durumda
ZFN enzimi bitki DNA’sina baglanir ve 6zel bir noktada ¢ift
kesim (her iki sarmali da) gergeklesir. Entegrasyonda bitkide
var olan DNA onarim mekanizmasi devreye girer ve genomda
bir veya birkag baz ekleme ve ¢ikarma ile sonuglanir. ZFN
II teknolojisinde hedef genomunun arzu edilen bdlgesine
homolog olan ve transformasyon gen kasetine eklenen rehber
DNAs1 ile birlikte ZFN genleri hiicreye transfer edilir. Bu
durumda ZFN bitki DNA’sina baglanir ve hedefte spesifik
olarak ¢ift sarmali keser. Burada dogal onarim mekanizmasi
onarimi DNA kalib1 ile birlikte ¢alisir ve hedef genomdaki
degisim homolog rekombinasyon olarak sonuglanmaktadir.
ZFN 1II teknolojisinde ZFN genleri ile hedef bolgenin
birka¢ kilo baz alt ve iist kismina homolog olan rehber
DNA ile birlikte transfer edilir ve entegrasyon gergeklesir.
Bu durumda yabanci DNA (transgen) da genoma entegre
edilmis olur. Bu hali ile ZFN III teknolojisi geleneksel
rekombinant DNA teknolojisi ile transgenik organizma elde
etmeye benzer. ZFN I tekniginde ZFN genleri ile birlikte
rehber DNA hedef genoma transfer edilmez [19,27,28].

ZFN teknolojisinde geleneksel transgenez siirecinden
(GDO) farkli olarak sadece hedef genomun hedef bdlgesinde
arzu edilen degisikligin yapilabilmesine izin verilmektedir.
Ozellikle ZFN 1 ve ZFN II teknolojileri kullanilarak elde
edilen hat veya cesitler transgenik hat veya ¢esit olmamasi



M. Karacave A.G. Ince / TABAD, 11 (1): 39-49, 2018 41

nedeni ile maliyet yoniinden daha ekonomiktir. Ayrica
bu teknoloji ile iiretilen gesit veya hatlarin ¢evre ve insan
sagligina olumsuz bir etkisi bulunmamaktadir [27,28].

Cinko parmak niikleazi hedef spesifik genom
diizenlenmesinde ilk sistem olup aralarinda Arabidopsis,
tiitlin, soya ve c¢eltik gibi ¢ok c¢esitli bitkilerin 1slahinda
kullanilmistir. ZFN 1 teknolojisi tiitiin bitkisinde herbisite
dayaniklilik geni olan ALS (asetolaktat sentaz), raportor
genlerden GUS (beta-glikuronidaz) ve GFP (yesil florsan
protein) genlerinde kullanilmistir.  ZFN 1l teknolojisi
Arabidopsis GUS geni lizerinde ZFN III teknolojisi ise
tiitlin ve musir bitkilerinde herbisite dayaniklilik geni olan
PAT (fosfinotrisin fosfotransferaz) geni kullanilarak basarili
sonuglar alinabilmistir [20,21,27].

ZFN teknolojisi 6nemli sorunlari arasinda hedef
dis1 dizilerde (off-site cleavage) mutasyon olusturmasi,
sitotoksisiteye yol agmast ve bazi durumlarda fazla sayida
niikleaz enzimine ihtiyag duyulmasi yaninda basari
oranmin diisiikliigii ve ekonomik olmama gibi durumlari
bulunmaktadir. Hedef dizilerin sol ve sag dizileri ¢inko
parmak proteinlerinin hedefe baglanmasi i¢in tanimada
onemlidir. Her bir ¢inko parmak elemant tarafindan ZFN’de
taninan {iclii dizi genellikle GNN bazlar1 olmalari nedeniyle
hedef dizilerin diizenlenmesi sinirli kalmaktadir. Ayrica
¢inko parmak proteininin hedef dizilere baglanmasi igerige
bagimlidir. Diger sinirlamalar ise 6zel tanima aktivitesi, uzun
deney siiresi ve yiiksek maliyet gerektirmesidir. Avantajlari
arasinda Onemli bir genom diizenleme aract olmasi ve
hedef spesifik rekombinasyon (mutasyon) yaratabilmesi yer
almaktadir [9,26,28,29]. Ancak bu yontemin glinimiizde
daha ¢ok kliniksel kullanim amaci bulunmaktadir.

2. Oligoniikleotit Destekli Mutagenez (ODM)

Bu teknoloji ayni zamanda hedeflendirilmis gen
onarimi, genoplasti, kemoraplasti, oligoniikleotit destekli
gen dilizenlenmesi olarak da adlandirilabilmektedir
[30,31]. Yonlendirilmis oligoniikleotit mutagenez veya
daha yaygin adiyla oligoniikleotit destekli mutagenez
yontemi kullanilarak hedef genomun hedef DNA dizisinde
degisiklikler, eklemeler veya ¢ikarmalar yapilabilmekte
ayni zamanda mutasyonun tekrar diizeltilmesi de
gergeklestirilebilmektedir [31,32].

ODM yontemi kullanilarak arzu edilen genlerde
ve DNA dizilerinde o6zel mutasyonlar olusturularak (i)
proteinlerin amino asit dizileri degistirilebilmekte ve amaca
yonelik protein tiretilebilmektedir, (ii) hedef DNA dizisinde
durdurma kodonu (TAA, TGA ve TAG) olusturulabilmekte
veya belirli DNA dizilerinin ekleme/gikarmalari yapilarak
gen susturmasi, ¢ergeve kaymasi mutasyonlar ortaya
cikartilabilmektedir, (iii) gen ekspresyon seviyesi ilgili genin
regiilator dizilerinde 6rnegin promotdr, enhenser, susturucu
veyaizolator elementleri degistirilerek ifade diizeyleri kontrol
edilebilmektedir. RNA oligoniikleotit kullanimi ile RNA
destekli hedeflendirilmis DNA’da nokta mutasyonlarinin
olusumu RNA destekli DNA tamiri mekanizmasiyla ortaya
cikar. Dolayisiyla bu yontemle olusturulmus mutasyonlar
dogal mutasyonlardan ayirt edilemez [33-36]. Bdoylelikle
eldeki bir hat veya ¢esidin dogal m1 yoksa transgenez siireci
ile mi elde edildigi kolaylikla tespit edilemez.

Oligoniikleotit destekli mutagenez yonteminde hedef
DNA molekiiliine homolog oligoniikleotitler diizenlendikten
ve transfer edildikten sonra hedef dizilerde degisimler,
eklemeler ve ¢ikarmalar DNA onarim mekanizmalarindan
biri  kullanilarak  gergeklestirilmektedir.  Yontemde
kullanilan oligoniikleotitler yaklasik olarak 20-100 niikleotit

uzunlugundadir. Bu niikleik asit dizileri yapay olarak
sentezlenir ve hedef bolgeye homolog olarak diizenlenirler.
Oligoniikleotitler RNA ve DNA karisimi (kimerik) veya
tek sarmalli yapida olabildigi gibi {i¢ sarmal (triple heliks)
olusturabilme o&zelligine de sahiptir. Oligoniikleotitler
elektroporasyon, polietilen glikol veya bakterilerle dogal
transformasyon ile hedef hiicreye transfer edilir. Bu
yontemle génderilen oligoniikleotit ile hedef genom DNA’s1
arasinda dizi spesifik interaksiyonlar olusur [32,36].

Bu teknolojide 4 farkl oligoniikleotit
kullanilabilmektedir. Bunlar (i) tek sarmalli homolog
DNA oligoniikleotitler, (ii) kimerik oligoniikleotitler,
(iii) 3 sarmal olusturabilen oligoniikleotitler ve iv)
RNA oligoniikleotitleridir. Tek sarmalli homolog DNA
oligoniikleotiti kullaniminda oligoniikleotit DNA ile
hedef DNA arasinda tek eslesmeyen baz (mismatch) yer
almaktadir. Boylelikle hedef DNA {izerinde arzu edilen tek
baz degistirilebilmektedir. Kimerik oligoniikleotitler tek
sarmalli DNA molekiilii ve RNA dizilerinden olusur. Uglii
sarmal olusturan oligoniikleotitlerin kullanimi ile hedef
DNA molekiilii arasinda 3 sarmalli yap1 olusturulmaktadir.
Baz eslesmesi Hoogsteen baz eslesme tipini kullanir.
RNA oligoniikleotitleri kullanilarak RNA-DNA onarim
mekanizmasindan yararlanilmaktadir [32,34-38].

ODM yontemi biitiin bitki tiirlerine uygulanabilme
potansiyeline sahip olup hedef genomda birden fazla
genin ifadesi degistirilebilmektedir. Bu yodntemle elde
edilen hat veya gesitler GDO olarak nitelendirilmez. Bu
durum bir taraftan hat veya cesit gelistirme maliyetinin
daha diisiik olmasint saglarken diger taraftan tiiketiciye
daha giivenli iiriin verebilme yoniinden de yontemi tercih
edilebilir kilmaktadir. Yontemle arzu edilen gen ifadesi
degistirilebilmekte, pozisyonel inaktivasyonu diisiik olmakta
ve genomda belirli bir DNA dizisi iizerinde var olabilecek
biitiin kombinasyonlar olusturulabilmektedir [32,36].

ODM yonteminin somatik mutasyon olusturabilmesi
en biiyiik dezavantajidir. Ancak geleneksel transgenez
yontemlerinden elde edilen mutasyon oranlart ile
karsilastirildiginda  etki diizeyi daha smirhdir.  Arzu
edilmeyen mutasyonlar1 tespit etmek ve uzaklagtirmak
icin yogun DNA analizlerine ihtiyag duyulabilmektedir
[13,32,36,39]. Buyontem herbisite dayaniklilik kazandirmak
amaciyla ¢eltik ve tiitiin bitkilerinde ALS geni, misirda
AHAS (asetohidroksiasit sentez), misir, muz, bugday,
Arabidopsis ve kanola bitkilerinde ise GFP geni tizerinde
uygulanabilmistir [32,34-38].

3. Cisgenez ve intragenez

Cisgenez ve intragenez geleneksel transgenez yontemine
alternatif olarak gelistirilen yontemlerdir. En basit tanimla
cisgenez bitkiye aktarilan transgenlerin bu bitki ile tozlanan
ve dollenebilen tiim bitkileri kapsar iken intragenezde
transgen ayni tiir ve tiir iginde tozlanabilen ve déllenebilen
bireylerden transgen alimini tanimlar. Cisgenez/intragenez
geleneksel transgenez yonteminden farkli olarak birbirleri
ile akraba olan, dogal olarak aralarinda tozlanabilme ve
dollenebilme yetenegine sahip organizmalar arasinda gen
transferinin  yapilabildigi yontemlerdir [40]. Cisgenez
yonteminde transfer edilen gen kendi intronu, promotorii
ve diger regiilator dizileri ile birlikte transfer edilmektedir.
Bu durum cisgenez ile elde edilen sonucun klasik islah
yontemleri ile de elde edilebildigini gosterir [2,13,41-43].
Ancak cisgenez yonteminde geleneksel 1slah yonteminden
daha kisa bir siireye ihtiyag duyulmaktadir.

Intragenez yonteminde transfer edilen gen veya genler
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hedef organizma ile tozlanabildigi diger bitkinin yeni
gen kombinasyonlarmi igerir. Bu yontemde ilgili genin
promotorii ve diger regiilator dizilerinin degistirilebilmesi
nedeni ile olusturulan g¢esitlilik ve yeni kombinasyon
bakimindan cisgenez yontemine gore daha fazla opsiyona
sahiptir. Bu yontemde P-DNA gen transferi, RNA
interferans (RNAi) teknolojisi ve diger yeni generasyon
islah yontemlerinden de yararlanilabilmektedir [44,45].
Cisgenez/intragenez yonteminin geleneksel transgenez
isleminden temel farki canli alemleri arasinda gen transferi
gerceklestirilmemekte bunun yerine birbirlerine yakin olan
tiirler arasinda degisimlere izin verilebilmektedir. Bu hali ile
geleneksel 1slah yontemlerinde elde edilen hat ve gesitlere
benzer hat ve cesitler elde edilmektedir [46].

Cisgenez ve intragenez teknolojisinde gen aktarim teknigi
olarak genellikle Agrobacterium yontemi kullanilmaktadir.
Ayrica biyolistik teknigi de uygulama alani bulmaktadir.
Yontemde Agrobacterium kullanildiginda Agrobacterium
T-DNA bolgesi hedef bolgeye entegrasyonda kullanilir.
Ayrica 6zel vektorler de gelistirilmistir. P-DNA yaklagimi
olarak bilinen yontemde geleneksel Agrobacterium T-DNA
sekans dizileri hedef organizmanin veya yakim tiirlerin
DNA dizilerini igermektedir. Gen kasetindeki P-DNA
hedef niikleusa transfer edilmektedir. P-DNA hedef
genomda spesifik olarak ¢ift sarmala yerlesir. Cisgenez
ve intragenez yaklasimlarla ORF (Open Reading Frame)
de gergeve kaymasi veya yeni gergevelerin eklenebilmesi
saglanmaktadir [42,44-46].

Cisgenez ve intragenez yoOntemlerinde birden fazla
gen hedef organizmaya transfer edilebilmektedir. Bu
durum aralarinda verimin de yer aldig1 ¢cok genle kontrol
edilen ozelliklerde kullanilabilecek yontemler oldugunu
gostermektedir. P-DNA kullanimu ile geleneksel T-DNA
kullaniminin dezavantajlart ortadan kaldirtilabilmektedir.
P-DNA kullaniminda bir kisim bakteri DNA’sinin genoma
entegrasyonu da engellenmistir [39,41,44].

Cisgenez ve intragenez ayni tiir igerisinde veya
birbirleri ile akraba tiirler arasinda etkilidir. Bu durum
bu yontemlerin uzak cins ve tiirler arasinda kullanimini
sinirlamaktadir. Bu ydntemlerde transformasyon frekansi
az da olsa T-DNA/P-DNA rastlantisal entegrasyonu ile
genlerin istemsiz susturulabilmesi séz konusudur. Doku
kiiltiirii teknikleri gerektirmesi nedeni ile somatik mutasyon
olusturabilme potansiyeline sahiptir. Ancak cisgenez
yontemi geleneksel bitki 1slahindaki islemlerin daha kisa bir
stirede tamamlanmasina izin verebilmektedir [45-47].

Cisgenez ve intragenez teknolojisinin bitki 1slahinda
kullanimu transgenik yaklasima benzemektedir. Elde edilen
degisimler ile biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanim,
kalite ve besin degerleri yoniinden artis saglanabilir. Klasik
1slah yontemlerinde elde edilen iyilestirmelere benzemekle
birlikte sonuca daha kisa bir siirede ulagilabilmektedir [41].
Klasik 1slah yontemlerinin sorunlarindan biri olan linkej
blogu (baglilik blogu) veya arzu edilmeyen diger genlerin
entegrasyonu genellikle bu yontemlerde olusmaz. Yontem
yakin tiir veya ¢esitlerden hastalik ve zararlilara dayaniklilik
genlerinin transferi ile gen pramitleme ¢aligmalarina
daha uygundur. Cisgenez ve intragenez teknolojileri
kullanilarak patateste diigikk diizeyde akrilamid seviyesine
ulagilabilmistir. Cisgenez yontemi ile elma, patates ve kavun
bitkilerinde mantar hastaligina dayaniklilik saglanabilmis,
intragenez yontemi ile de tiitlin bitkisinde restriksiyon
endoniikleaz tanima bdlgesi degistirilebilmistir [2,41,43,46].

4. RNA Bagimhi DNA Metilasyonu (RDM)

Bu yontemde bitki genomik DNA dizilerine homolog
olan ve RNA kodlayan genler bitki hiicrelerine transfer
edilir. Bu genler transkripsiyon islemine almdiginda cift
sarmalli RNA molekiillerine dontisiirler. Bu ¢ift sarmalli
RNA’lar homolog bolgelerinde bitkiye ait DNA dizilerini
metilasyona tabi tutarlar boylece onlarin transkripsiyonlari
engellenir. Yontem bitki DNA’s1 iizerinde mutasyon
olusturmaz. Ancak transfer edilmis genler spesifik bitki
genlerinin susturulmasina neden olur. Bu ydntemle elde
edilen hat veya cesitler yabanci gen (transgen) icermezler
ve dolayistyla GDO olarak nitelenmezler. Bu yontemle ayni
zamanda hedef organizmanin DNA dizisi degistirilmedigi
icin gen dizileri mutasyon ile de degistirilmez. Hedef
organizmanin gen ifadesi epigenetiksel olarak degistirilir ve
arzu edilen ozellikler kazandirilmig olur [47-50].

RDM ile hedef genin promotoriiniin ifadesi
degistirilebilmekte ve spesifik bir gen susturulabilmektedir
[48]. Yontemin calismast su sekilde gerceklesir; 1) ilk
olarak hedef genomik DNA bdlgesine, drnegin promotdr
bolgesine, homolog RNA dizisi transformasyon gen kasetine
eklenir, ii) transformasyon gen kaseti bitkiye uygun bir gen
transfer yontemi kullanilarak transfer edilir, iii) transgenik
bitkide transfer edilmis DNA transkripsiyonu ile ¢ift
sarmalli RNA molekiilii olusturulur ve iv) 6zel enzimler
yardimi ile transgen RNA hedef bolgedeki promotorii
metillestirerek genin ifadesini durdurur. Transgenik bitki
dollerinden transgen olmayanlar uygun molekiiler biyoloji
teknikleri kullanilarak segilir ve sonugta transgenik olmayan
dollerde gen ifadesi degistirilmis olur. Transgenik bitkiler
kendilenerek genetik a¢ilim saglanir ve entegre edilmis geni
tagimayan ancak metillesmis promotorleri veya hedef DNA
dizilerinde metillestirilmis dizileri tastyanlar alinir [S1-55].

RDM yontemi bir veya birkag RNA interferans (RNA1)
patikalarmi  kullanmaktadir. Bu ydntemde genellikle
21-24 nikleotit uzunlugunda kiicik RNA molekiilleri
(siRNA ve miRNA) kullanilmaktadir [53]. Bu kii¢iik RNA
molekiilleri hedef genomda spesifik DNA metilasyonu
yapmakta ve dolayisiyla arzu edilen genlerin ifadeleri
susturulabilmektedir. Bu teknolojide genomda cift sarmalli
RNA molekiilleri riboniikleazlar olarak gorev yapmaktadir.
Riboniikleazlar hedef genomun o6zellikle CG, CHG ve
CHH dizilerindeki (H; G disindaki 3 niikleotitten herhangi
birisi olmak iizere) sitozin iizerine metil (CH,) ekleyerek
bu dizilerin ifadeleri baskilanabilmekte ve dolayisiyla gen
anlatimi degistirilebilmektedir [52,53].

RDM yontemi kullanilarak elde edilmis hat veya cesitler
transgenik degildir. Diger bir tanimla GDO degildir. Bu
nedenle tiiketiciler tarafindan arzu edilmektedir. DNA
dizisinde degisiklik yapilmaksizin gen anlatimi kalitsal
olarak degistirildiginden epigenetiksel degisimler elde edilir.
Bu yontemle genomda spesifik bir gen veya bir grup genin
ifadesi susturulabilmektedir. Ancak metillestirilmis hedef
bolgedeki metilasyon ilerleyen generasyonlarda etkisini
kaybetmektedir. Hedef organizmada yapilan degisikligin
ka¢ generasyon ileriye tasinabilecegi tiir veya genotiplere
baghdir. Yapilan caligmalarda bu teknoloji ile susturulmus
genlerin F, kademesine kadar devam ettigi belirlenmistir.
Bu yontem musir bitkisinde erkek kisirlik, patates bitkisinde
nisasta sentaz geni, havuc bitkisinde embriyo spesifik
transkripsiyon faktorii geni ve petunyada renk olusumu
genleri iizerinde bagariyla uygulanabilmistir [50,55].
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5. Transgenik Anaglara Asillama

Asilama yontemi kalem olarak adlandirilan vejetatif
kismm kok sistemine sahip diger bir bitkiye eklenerek
kimerik bitki elde edilmesidir. Bu yontem ile GDO anaglara
GDO igermeyen fide asilamasi yapilabilmektedir. Bazi
durumlarda transgenik kalem transgenik olmayan anaca da
asilanabilmektedir. Transgenik anaglara agilama yontemiyle
hastaliklara dayaniklilik, kok gelisimi, besin maddesi ve
su tutumu gibi dzellikler saglanabilir. Basarili bir agilama
icin kokiin iletim demetleri ile sapin iletim demetlerinin
birlestirilmesi gerekmektedir. GDO anaglar yaygin olarak
geleneksel transgenez yontemleri olan Agrobacterium veya
biyolistik yontemleri kullanilarak elde edilebilmektedir.
Transgenik anaca arzu edilen kalem asilanabilmekte ve
boylelikle arzu edilen bitkisel iiretimin kalitesi ve miktari
artirilabilmektedir [1,56,57].

Bu yontemle elde edilmis bitkiler molekiiler biyoloji
caligmalarinda da etkin olarak kullanilabilmektedir.
Ozellikle protein ve RNA molekiillerinin kimerik bitki
dokularinda ifade diizeylerinin ortaya konulmasinda yaygin
olarak kullanilabilmektedir. Yakin akraba tiirlerde ve bazi
durumlarda aym1 familyada yer alan tiirler ana¢ olarak
kullanilabilmekte ve bdylece liretim maliyeti azalmaktadir.
Bu yontem anag bitkilerin toprak kokenli hastaliklara
dayanikliliginin yaninda topraktan su ve besin maddelerinin
daha etkin kullanimmi saglayabilmektedir. Yontem toprak
ustli kisimlarindan yararlanan bitkiler i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [58]. Ornegin patates, asma, karpuz,
fasulye ve hiyar bitkilerinde kok gelisimini arttirmada,
fungus ve bakteri hastaliklarima dayaniklilik kazandirma
calismalarinda kullanilmaktadir. Bazi tiirlerde anag bitkide
ifade edilen RNA molekiilleri kalem bitkide transit olarak
ifade edilebilmesi nedeniyle arzu edilmeyen durumlar
ortaya c¢ikmaktadir. Uygulanabilirligi ancak ana¢ olarak
kullanilacak bitkide transgenez ile olusturulan 6zelligin
bulunmasima baglidir. Yontemin diger bir dezavantaji ise
asilama c¢alismalarina ihtiyag duyulmasi nedeni ile ilave
zaman ve maliyet gerektirmesidir [57-59].

6. Ters Islah Yontemi

Bu yontemde geleneksel bitki 1slahi yontemlerinden
melezleme caligmalart ile yeni hat veya cesitlerin elde
edilmesi isleminin tersi gergeklestirilmektedir. Ters 1slah
yontemi kullanilarak homozigot ebeveyn hatlar heterozigot
hattan geriye melezleme calismalarma gerek duyulmadan
tekrar elde edilebilmektedir. Yontemde heterozigot hattan
homozigot hatlarin elde edilebilmesi nedeniyle geleneksel
islahin tersi gergeklestirilmektedir. Ters 1slah yonteminin
isleyisi kisaca su sekildedir. ilk islem iistin 6zelliklere
sahip heterozigot hattin segilmesidir. Ikinci islemde ise
secilen hattin mayoz bdlinme asamasinda mayozdaki
rekombinasyonunun gen susturma yontemi ile baskilanmast
ve bitkiden olgunlasmamis polenlerin (mikrospor) elde
edilmesidir. Yontemin ileri asamasi transgenik oOzellikte
olmayan haploit bitkilerin elde edilmesi ve sonugta haploit
bitkilerden genom katlayic1 ajanlar kullanilarak diploit
bitkilerin iiretilmesidir [60-61].

Homozigot ebeveyn hatlar heterozigot bitkilerden
mayoz bdlinmenin rekombinasyonu durdurularak elde
edilebilmektedir. ~ Mayozdaki  rekombinasyon = RNAi
(RNA interferaz) destekli gen diizenleme yontemi ile
saglanabilmektedir. Bu yontemle ¢ift haploit hatlar elde
edilebilmekte ve bu hatlarin melezlenmesi ile de heterozigot
hat tekrar elde edilebilmektedir. Mayozdaki rekombinasyon
aralarinda RNAi teknolojisinin de bulundugu farkli

yontemler kullamlarak onlenebilmektedir. Ornegin dmcl
ve spoll genleri mayoz boliinmenin rekombinasyon
islemlerinde gorev almaktadir. Bu genlerin RNAi teknolojisi
ile susturulmasiyla heterozigot bir hattan homozigot ebeveyn
hatlar1 elde edilmektedir [13,62].

Ters 1slah yontemi ile elde edilen hat veya gesitler
GDO degildir. Bu durum ters 1slah yontemi ile elde
edilen {iriinlerin tiiketici tarafindan arzu edilmesine
neden olmaktadir. Ters 1slah yontemi ile elit genotiplerin
korunmasi ve siirdiiriilmesi miimkiindiir. Eldeki herhangi
bir hibrit bitkinin genetik kombinasyonu bozulmadan tekrar
kendisi elde edilebilmektedir. Bu yontem F,’deki heterozisin
siirdiriilmesini sagladigi i¢in ileride daha fazla kullanim
alanina sahip olacakti. Ancak heterozisin apomiktik
ozellik ve vejetatif liretime alinmast ile de saglanilabilecegi
unutulmamalidir [62].

Bu yontemin ebeveyn ikame hatlar1 olusturulmasinda
ve degerlendirilmesinde etkin bir sekilde kullanimi
bulunmaktadir. Ancak bu yontem giinliimiiz teknolojisinde
haploit kromozom sayist 12 veya daha az olan tiirler i¢in
kullanim olanagma sahiptir. Kromozom sayist yiiksek olan
tirlerde uygulama zorlugu bulunmaktadir. Bu ydntemin
patent altinda bulunmast nedeni ile konuyla ilgili yayin
sayisi1 yetersizdir [62-64].

7. Agro-infiltrasyon Yéntemi

Yontemin kullandigr gen kaseti ve doku tipine gore 3
tipi bulunmaktadir [1]. Bunlar Agro-Infiltrasyon, Agro-
inokulasyon (Agro-Enfeksiyon) ve Floral Dip yontemleridir.
Bu yontemde genellikle bitki yapraklari uygun gen kaseti
iceren Agrobacterium sivi  siispansiyonu ile 1slatilir.
Kullanilan dokular genellikle vejetatif bitkilerin geng
yapraklaridir. Gen kasetinde yer alan genler ilk birkag giin
en yliksek diizeyde genoma entegre olmadan ifade edilir. Bu
yontemlerden sadece floral dip tipinde genoma entegrasyon
saglanmaktadir [39,50,65,66].

Agro-infiltrasyon yontemi genellikle yaprak dokusu gibi
generatif olmayan dokularda kullanilir. Vejetatif dokular
ekspresyon vektorlerini tasiyan siispansiyon ile muamele
edilir. Bu yontem bitki pargasi (explant, in vitro) veya biitlin
bitkiye (in planta) bagl par¢aya uygulanabilmektedir.
Bitkiden alinan pargalar doku kiiltlirii  ortaminda
islemlere alinabildigi gibi bitkiler saksilarda da muamele
edilebilmektedir. Bu yontemle ornegin bir viral vektoriin
bitki dokularma olan etkileri kolaylikla saptanabilmektedir
[51].

Diger bir tip Agro-inokulasyon veya agro-enfeksiyon
yontemidir. Buradadavejetatifbitkidokularikullanilmaktadir.
Yabanci gen, bir gen kasetine eklenmekte ve bu gen kaseti
bir viriis vektori ile biitin bir bitkiye uygulanmaktadir.
Yontemde viral vektoriin kullanimi  durumunda agro-
enfeksiyon, viral vektdriiniin kullanilmamasi durumunda ise
Agro-inokulasyon adimi almaktadir [51,65].

Floral dip yonteminde vejetatif olmayan dokular
ornegin ¢igek kisimlart kullanilmaktadir. Transformasyonda
genellikle Agrobacterium T-DNA bolgesindeki gen kaseti
disi gametlere transfer edilir. Geametlerin eslesmesinin
(dollenmenin) ardindan tohum olusur. Bu yontem geleneksel
transgenez yontemine benzemektedir [66].

Bu yeni nesil yontemler 6zellikle bitki-patojen iliskilerini
ortaya koymada etkin bir yontemdir. Ozel bir gen kasetinin
ekspresyon seviyesi bu yontemle ortaya konabilmektedir.
Bu yontemle transit olarak bazi  biyomolekiiller
tiretilebilmektedir. Bitki 1slahinda kullanilacak ebeveyn
hatlarinin tarimsal 6zelliklerinin ortaya konulabilmesinde



44 M. Karacave A.G. Ince / TABAD, 11 (1): 39-49, 2018

etkin olarak kullanilabilmektedir. Bu yontem yeni generasyon
bitki 1slah yontemleri igerisinde en ekonomik yontemlerden
biridir. Ancak transit ekspresyon durumu nedeni ile yavru
dollere gen akist bulunmamaktadir. Bu nedenle sadece in
vitro seleksiyon 6n denemelerine uygundur [1,51,65]. Bu
yontemler tiitiin, patates, domates, fasulye ve diger birgok
bitkide uygulanmistir. Bu yontemler ayrica tibbi as1, antikor,
baz1 kan proteinleri ve diger tibb1 metabolitlerin aralarinda
tiitlin ve patatesin de yer aldig: bitki tilirlerinde tiretilmesine
yonelik ¢alismalarda kullanilmaktadir [13,65].

8. TALEN

Dogada ilk olarak Xanthomonas cinsine ait bakterilerde
gOriilmiistiir. Bakteriyel bir patojen olan Xanthomonas,
genellikle bitki hiicrelerine bakteriyel Tip III salgilama
sistemi ile salinan transkripsiyon aktivatér benzeri
etkileyiciler (TALE) olarak bilinen bir dizi salgilanmig
protein igerir. Calismalar, TALE’lerin spesifik konak bitki
DNA dizilerine baglanma 6zelligi sonucu bir patojenin
istilasin1 6nlemeye yardimer olabilecek konakgr bitkinin
spesifik gen ekspresyonunu tesvik etme yetenegine
sahip olduklarini gostermektedir. Bakteri tarafindan bitki
sitoplazmasina salinan bu proteinler DNA’ya baglanma
ozelligine sahip olup adeta transkripsiyon faktorleri (TF) gibi
davranarak hedef genlerin ekspresyonunu tetiklemektedir.
TALE proteinleri farkli domeinler (alanlar) icermektedir.
Bunlar merkezde bir DNA baglanma domeini, bir niiklear
lokalizasyon sinyal domeini ve hedef gen transkripsiyon
aktivasyon domeinidir [6,28].

Her TALE’in (i) tip III sekresyon sinyalini iceren N
terminal alani, (ii) niiklear lokalizasyonda ve transkripsiyonel
aktivasyonda rol oynayan C-terminal alani ve (iii) tanima
ve baglamadan sorumlu merkezi tekrar alani olmak iizere
ti¢ alan1 vardir. TALEN DNA tanima alani, merkezi
tekrarlardan olusan yiiksek oranda korunmus tekrarlanan
birimlerden olusan bir diziyi igerir. TALE proteinlerinin her
bir DNA baglanma domeini monomerlerden olusmakta ve
her bir monomer hedefte 6zel bir niikleotite baglanmaktadir.
Monomerler 34  aminoasitlik ardisik  tekrarlardan
olusmaktadir. Ardisik tekrarlardan ikisi 12 ve 13 numaral
aminoasitlerden olugmakta olup yiiksek diizeyde varyasyona
sahip olan degisken tekrarli ikili aminoasit dizisi anlamina
gelen RVD (repeat variable diresidue) dizileridir. RVD
dizileri hedef niikleotitleri tanima yetenegine sahip olmakla
birlikte tanima dejenerat 6zelliktedir. Diger bir ifadeyle farkl
baglanma etkinligi gostermektedir. Hedef DNA dizisinin
5’-terminal kisminda Timin niikleotidinin bulunmasi
baglanmanin spesifitesini artirmaktadir [6,29].

TALE proteinlerinin yapilari anlasildiktan sonra TALE
Niikleazlarin (transkripsiyon aktifleyici benzeri protein
destekli niikleaz, TALEN) olusturulma siireci baslatilmustir.
TALE enziminin DNA baglanma domeini ile Fokl
enziminin endoniikleaz domeininin plazmitte birlestirilmesi
ve ekspresyonu ile katalitik aktivitesi ve DNA baglanma
kismi olan niikleaz (TALEN) iiretilebilmistir. TALEN
endoniikleaz enzimi yapay DNA baglanma domeini, niiklear
lokalizasyon sinyal domeini, yarim-tekrar (20 amino asit),
N-terminal domeini ve Fokl katalitik domeinin eklenmesiyle
olusturulur. Farkli tiplerde yapay niikleazlar olusturmak
icin TALE endoniikleaz monomerlerinin DNA baglanma
domeinleri degistirilebilir. RVD dizilerindeki iki aminoasitin
genellikle Asn ve Ile (NI) Adenin, Asn ve Gly (NG) Timin,
iki Asn (NN) Guanin ve Adenin, His ve Asp (HD)’ nin ise
Sitozin bazini tanty1p baglandiklart goriilmistiir [6,28].

TALEN ¢iftler halinde calisir ve onlarin baglanma

dizileri arasinda araci diziler (spacer sequence, 12-25
bp) yer alir. Bu niikleazlar niikleusta oldugu zaman hedef
dizilerin varliginda bu dizilere baglanirlar. Kimerik proteinin
C terminalinde yer alan Fokl dimerleserek araci diziler
arasinda bir ¢ifte sarmal kesimi yapar. Teorik olarak TALEN
niikleazlarm DNA baglanma domeini tarafindan taninan
herhangi bir dizide ¢ift sarmalda kesim yapilabilir. TALEN
niikleazin hedef bolgesinin se¢iminde hedefin 5’-terminal
kisminda T bazinin bulunmasi zorunludur. DNA baglanma
domeinin N-terminal ucunun W232 dizisinin hedefin
5’-ucundaki Timin ile interaksiyonu sdz konusudur. Ancak
TALEN mutantlart segilerek T spesifikligi azaltilabilmekte
A, G ve C bazlarma da baglanabilmektedir [6].

TALEN yo6nteminin en belirgin dezavantaji hedef dis1
(off-target) mutasyonlarin ortaya ¢ikabilmesidir. Hedef dist
mutasyonlarin ana kaynaklarindan en 6nemlisi RVD dizile-
rinden kaynaklanmaktadir. Ornegin HD ve NN monomerleri
niikleotitlerle giiclii hidrojen baglari olustururken, NG ve NI
monomerleri niikleotitlerle zayif hidrojen baglari olusturur.
Bu durum DNA tanima domeinlerinin (alaninin) hedef dizi-
lerde birkag niikleotitlik bir sapma ile baglanmasina neden
olabilmektedir. RVD ve niikleotitler arasindaki tanimada
kodun dejenerasyonu farkli hedeflere baglanmaya neden
olabilmektedir, 6rnegin NG ve A arasindaki etkilesime yol
acabilir. ki niikleazin Fokl domeinlerinin aym1 DNA bag-
lanma domeinleri ile dimerlesmesi miimkiin olmaktadir. Bu
durumu ortadan kaldirmak amaciyla heterodimer olusturan
Fokl domeinlerini igeren TALEN’ler gelistirilmistir. Olas1
hedef disiligin (off-target) nedenlerinden birisi de niikleaz
tanima sitelerindeki (nuclease recognition sites) aralayict
DNA (spacer DNA) boyutunun farkli tiirlerde sabit olma-
masidir. Bu durum Fokl domeinlerinin dimerizasyonu igin
yeterli bir mesafede bulunan hedef disi dizilere niikleazlarin
baglanmas: sirasinda gift iplikte kopmalarin olmasina neden
olmaktadir. DNA-baglama alani (domeini) hemen hemen
ayni tekrarlardan olusur [6].

TALEN’leri ifade eden genetik yapilarin diizenlenme-
sinde baz1 teknik zorluklar bulunmaktadir. Bu nedenle 20-30
veya daha fazla monomerden olusan TALE DNA-baglama
alanlarinin olusturulmasini saglayan bir dizi yontem One-
rilmistir. Stratejilerden biri, tip II DNA restriksiyon endo-
niikleazlar ve ligasyon ile hidroliz kullanilan standart DNA
klonlama g¢alismalarina dayanir ve REAL (Regrasyon ve
Ligasyon) olarak adlandirilir. REAL’de ilk asamada, 5°- ve
3’- uglarda endoniikleaz aktiviteleri ile kesilen siteleriyle
tanitilan bir monomer kiitliphanesi iiretilir. DNA hidrolizin-
den sonra, daha sonra tetramerler ve benzerleri i¢inde bir-
lestirilen dimerlerin (N1N2, N3N4, N2k-1N2k) olusumuyla
sonuglanan ciftler halinde ligasyonu gergeklestirilir. Bu du-
rumda, gesitli restriksiyon endoniikleazlarin kullanilmastyla
dogru dizi elde edilir [6,28].

ZFN’den daha iyi bir genom diizenleme yontemi olan
TALEN ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. TALEN’in
hedef dizilere yonlendirilmesinde daha az smirlayict
faktore bagli olup hedef dizinin sadece ilk bazinin T olmasi
yeterlidir. TALEN’in hedefe baglanmasinda hedef alanin
sol ve sag dizileri TALEN’in etkinligini azaltmaz. TALE
domeinleri ve bazlar arasindaki birebir eslesme nedeniyle,
TALEN enzimlerinin miihendisligi ve dizayn1 Zn-parmak
niikleazlardan daha agik ve kolaydir. TALEN’lerin montajt
kolay olup kiitiiphane taramaya gerek olmadigi igin
zamandan tasarruf saglanir. Son olarak, TALEN’lerin yapim
maliyetinin ZFN’lerden daha diisiik olmasi ¢ogu laboratuvar
icin kullanim avantaji saglar. Ancak, TALEN sistemi de
miitkemmel degildir. CRISPR/Cas sistemi ile karsilagtirildigi



M. Karacave A.G. Ince / TABAD, 11 (1): 39-49, 2018 45

zaman TALE proteininin ¢ok biiyiikk olmasi nedeniyle
immiinogenisite sorununun ortaya ¢ikabildigi bilinmektedir.
Ayrica sol TALEN ve sag TALEN’i tek bir vektore entegre
etmek zor oldugundan TALEN kurulumu nispeten daha zor
ve uzun zaman almaktadir. TALEN>in tek nokta mutasyon
verimliligi yiiksek olmasina ragmen, ayni anda iki veya daha
fazla hedefin diizenlemesinde teknik zorluklar mevcuttur.
ZFNbler ve TALEN>ler DNA>y1 protein ve DNA etkilesimi
ile baglarken CRISPR/Cas, RNA ve DNA etkilesimi
araciligiyla hedef bolgeyi tanimlar [6,28,64].

9. CRISPR/Cas

Diizenli aralikli  kiimelenmis kisa palindromik
tekrarlar/CRISPR ile birlesmis proteinler/Cas9 [clustered
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/
Cas9 associated, CRISPR/Cas9] sistemi, yaygin olarak
kullanilan Fokl tabanli ZFN ve TALEN yontemlerine bir
alternatiftir. CRISPR-Cas9, bakterileri ve arkealar1 viriis
veya plazmit istilalarindan koruyan, RNA aracili bir adaptif
bagisiklik sistemidir [6,7,67,68]. Ozellikle son yillarda
CRISPR-Cas9’un sistemi genis bir organizma ve hiicre tipi
yelpazesinde hedefleme ve genom diizenleme igin anahtar bir
teknolojiye aktarilmaktadir. CRISPR lokusu, Cas9 proteinini
kodlayan bir operon ve tekrarlanan diziler dizisinden olusur.
Tekrarlayict aralayicilar, eksojen DNA’ya tamamlayict
olan olgun crRNA’lar iiretmek iizere transkripsiyona alinir
ve islenir, daha sonra crRNA ve tracrRNA molekiilleri
birleserek hibrit crRNA-tracrRNA olustuktan sonra DNA’y1
parcalamak i¢in Cas9 niikleaza yol gosterir. Sistem, hedef
bolgeye Ozel olarak tasarlanmig tek sarmalli-rehper RNA
(sgRNA, single-guide RNA), bir Cas9 endoniikleaz ve
proto-aracit motif (Protospacer Adjacent Motif, PAM) dizileri
gerektirir. sgRNA-Cas9 kompleksi, hedefine baglanir ve
homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (Nonhomolog End
Join, NHEJ) veya homoloji destekli onarim (Homology
Directed Repear, HDR) yolu ile tamir edilebilen, genomik
olarak modifiye veya kalici olarak degistirilebilen bir ¢ift-
sarmal kirilmasi (Double Strand Break, DSB) olusturur
[6,67].

CRISPR/Cas sisteminin Cas niikleaz komponenti ve
birbirinden ayri iki RNA komponenti bulunmaktadir. Bu
RNA komponentinden biri degistirilebilir crRNA digeri
ise sabit tracrRNA komponentidir [67]. Bakteriye alinmis
istilac1 faj DNA molekiilii Cas niikleaz tarafindan kiigiik
kisimlara boliiniir ve konakta bulunan CRISPR lokusuna
araci olarak entegre edilir. CRISPR kasetinin transkripsiyonu
sonucu crRNA ve buna tamamlayici diziye sahip tracrRNA
sentezlenir ve olgunlastirilir. Bu iki RNA komponentinin
eslesmesi Cas proteinlerinin kesme kabiliyeti kazanmasina
neden olur. Istilact DNA’nn iizerinde crRNA hedef dizisinin
bitisiginde bulunan proto-aract motif (PAM) CRISPR/Cas
sisteminin hedefe baglanmasinda 6nemli bir isleve sahiptir
[67].

Biyoinformatik caligmalar CRISPR/Cas sistemlerini ii¢
ana tipe (Tip I-11I) ve en az 10 alt tipe ayirmaktadir. Bunlar
arasinda S. pyogenes patojeninden izole edilen Tip II-A
CRISPR/Cas sistemi su anda genomik miihendisliginde
en yaygin kullanilan CRISPR/Cas sistemidir. Bu bakteride
minimum sayida dizi gen bulunmaktadir. Bu sistemde g¢ok
islevli bir Cas9 proteini, hem 6n crRNA’nin islenmesini
hem de yabanct DNA’ya miidahaleyi (interference)
gergeklestirmektedir. Tip II sisteminde tek bir Cas proteini
(Cas9) kullanilir. Cas9 sisteminde RNA rehberli DNA
tanima, crRNA ve tracrRNA birlesimi ile olusan tek rehber
RNA (sgRNA) tarafindan gergeklestirilir. CRISPR/Cas9

proteini bir tanima lobu (REC) ve bir niikleaz (NUC) lobu
icerir. REC lobunda birer adet uzun alfa heliks, REC1 ve
REC2 domeinleri bulunur. NUC lobunda RuvC, HNH ve
PAM-interaksiyon (PI) domeinleri bulunur. PI domein Cas9
proteininin PAM dizisini tanimasinda dnemlidir. crRNA ve
tractRNA birlesmesi ile olusturulan sgRNA ¢ift sarmalli
hedef DNA'nin Cas9 tarafindan kesilmesini miimkiin
kilar. Cas9-sgRNA kompleksi sgRNA dizilerine homolog
olan hedefi tanir ve PI PAM dizilerini tanir, proteinde
ticiincli boyut kompleks olusur, tamamlayict dizi HNH ve
tamamlayict olmayan dizi RuvC domeinlerince kesilir.
HNH T4 endoniikleaza benzer DNA’ya baglanma ve kesme
islemini yaparken RuvC Holliday kavsagini agarak kesim
yapar [7,67,68].

Glinimiizde sgRNA, PAM ve Cas9 degistirilmesi ile is-
tenilen hedef DNA dizilerine ekleme, ¢ikarma ve degisim
yapilabildigi gibi yeni gen transferi de gergeklestirilmekte-
dir. CRISPR/Cas9 sistemi ile genom diizenlenmesinde niik-
leazlar tarafindan kesilen hedef lokuslarda rekombinasyon
veya mutasyonlarda iki ana mekanizma kullanilir. Bu meka-
nizmalar homolog olan (HR) ve homolog olmayan (NHR)
rekombinasyonlardir. Homolog olmayan uglarin birlestiril-
mesi veya eklenmesi hedef lokus ile kalip arasindaki farkli-
liklar ekleme ve ¢ikarma mutasyonlarina neden olmaktadir.
Homolog rekombinasyonlarda kalip olarak hedef dizilere
homolog bir dizi kullanilir. Ornegin homoloji destekli ona-
rim (HDR) temelli yaklasimda ikili vektor sistemi kullani-
labilmektedir. ilk vektor iizerinde donér DNA ve homolog
dizileri, ikinci vektor tizerine ise Cas9 ve rehber RNA dizile-
ri yerlestirilir. Donér vektdrde bulunan homolog dizilerden
dolayt ilgili hedef bolgeler arasinda DNA dizisi aligverisi
hedeflenir. Bu amagla ikili vektorler Agrobacterium tume-
faciens susuna 1s1 soku (heat shock) yontemi ile aktarilir.
Hedef bitkilere 4. tumefaciens araciligtyla transformasyon
gerceklestirilmektedir [7,68].

Kesme bolgesindeki DNA dizilerine homolog olan ya-
pay bir DNA molekiilii CRISPR/Cas9 bilesenleri ile birlikte
eklendiginde HDR mekanizmasiyla hedef lokusta mutas-
yonlar olusturulur. HDR mekanizmas: igin iki farkli yapi
kullanilabilmektedir. Bunlar tek sarmalli oligoniikleotitler
ve plazmit vektdrlerdir. Oligoniikleotitler dizi olarak hedef
molekiilden biraz farklidir ve genellikle 90 bp uzunlugunda
yapilardir. Igerik olarak ise ¢ift-sarmalin kesildigi dizilere
homolog olarak tasarlanirlar. Rekombinasyon igin plazmit
vektorler donér molekiiller olarak kullanildiginda 500 veya
birkag bin bazlik niikleik diziler kullanilabilmektedir. Bu
dizilerde yeterli uzunlukta homolog diziler bulunabilir, bu
homolog kollara raportdr genler, markir genler veya diger
regiilator diziler eklenebilir[7,67,68].

HDR transgenezin yani sira genomdaki lokusu degistir-
mede, hedefe restriksiyon enzim dizileri eklemede, hastalik-
larin diizeltilmesinde kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
Ancak HDR etkin olarak boliinen hiicrelerde hiicre tipine,
gelisme donemine, genom ve lokusa bagli olarak degisebil-
mektedir. Donér plazmitin olmadigt durumlarda homolog
olmayan uglarin eklenmesi ile bir ka¢ niikleotit uzunlukta
insersiyon veya delesyonlarla birlikte hedef bdlgelerde sus-
turma, cerceve kaymasi mutasyonlar1 gerceklesebilmekte-
dir. Cift sarmall1 oligoniikleotitlerin veya dondr plazmitlerin
varliginda 14 kilo bazdan daha biiyiik DNA fragmanlar1 ho-
molog olmayan uglarin birlestirilmesiyle eklenebilmektedir
[7,67,68].

ZFN ve TALEN teknolojilerine kiyasla, CRISPR/Cas
teknolojisi daha basit bir yaprya, daha diisiik maliyete ve
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daha yiiksek diizenleme verimliligine sahip olup birden ¢ok
sitenin diizenlenmesi igin kullanimi da kolaydir. CRISPR/
Cas sistemi, genom diizenleme teknolojisinin ¢alisma
prosediirlerini biiyiik Ol¢lide basitlestirmis ve bitkilerde
kullanimini daha kolay hale getirmistir. Ancak PAM dizileri
icermesi gereken hedef alan ana siirlamalaridan biri olup
NGG dizisi ¢esitli biyolojik genomlarda yaygin olmasina
ragmen, bazi genler hala PAM igermez, bu yiizden CRISPR/
Cas sistemi bu genleri diizenleyemez [7,67,68].

Hizli ve etkili olarak mutasyonlar olusturulmasi ve gen
aktivitelerinin ¢alisilmasina olanak sunan CRISPR/Cas9
teknolojisi hiicre duvarina sahip olan bitkilerde protoplast
transformasyonu veya Agrobacterium tumefaciens aracili
transformasyon yontemi (agro-infiltrasyon) kullanilarak ger-
ceklestirilmektedir. CRISP/Cas9 ve TALEN hedef bolgele-
rinin tespiti igin biyoinformatiksel yontemler gelistirilmistir.
Bu yontemler kullanilarak hedef digi mutasyonlar azaltila-
bilmektedir. Ancak hedef bolgelerin se¢imi igin hedef ge-
nom dizilerinin bilinmesi gerekmektedir [7,67,68].

CRISPR/Cas9 sisteminin temel dezavantajlarindan biri
de hedef dis1 mutasyon olusturma olasiliginin yiiksek olma-
sidir. Degisik organizmalarda yapilan in vitro galismalarda
tek sarmalli-rehber RNA’nin (sgRNA) 20 niikleotitlik aract
bolgesinin 3’-terminal kisminin sondan 2-10°nuncu dizisin-
de yapilan niikleotit degisimlerinin (substitutions) CRISPR/
Cas9 aktivitesinde 6nemli diizeyde azalmalara neden oldugu
goriilmiistiir. Tim bunlar sistemin bazi kusurlar oldugunu
ortaya koymaktadir. Ancak Cas9’da ortologlarin kullanimi-
na dayanan ve daha karmasik bir konsensus dizisine sahip
bir PAM’a ihtiya¢ duyan yontemlerin arastirilmasi ve gelis-
tirilmesi bu dezavantajlarin {istesinden gelecektir. Ornegin
N. meningitides’in Tip II CRISPR/Cas sisteminde 5’-NNN-
NGATT-3’ dizili PAM kullanimi hedef-dis1 mutasyon orani-
n1 azaltmaktadir [26].

Hem TALEN-aracili hem de CRISPR/Cas9-aracili
genomik modifikasyonlarda NHEJ yoluyla genomda
hedeflenen bir lokusta indel olusturulabilir veya HDR
yoluyla bir homolog donér DNA dizisi genoma eklenebilir.
Bu HDR-bazli gen yer degistirmesi, TALEN-bazli analiz
ile en azindan model organizmalarin bazilarinda iyi bir
sekilde kurulabilmis iken heniiz Cas9 aracili miihendislik
uygulamalart deney agamasindadir. TALEN-aracili genom
diizenlemesi, genomda spesifik DNA tanima igin etki
alanlarini kodlayan bir cift biiyiik tekrarli sekans gerektirir.
CRISPR/Cas9-aracili genom diizenlemesinde ise bolgeye
O6zgii DNA tanima ve kesim i¢in TALE tekrarlarm
birlestirmekten ¢ok daha kolay manipiile edilen kisa bir
RNA molekiiliine ihtiyag vardir. TALEN lerin tanima siteleri
hemen hemen her zaman T ile baslarken, CRISPR/Cas9
sistemi genellikle NGG’nin di-guanin sitelerini tanimaktadir
[7,26,67,68].

YENIiNESILISLAHYONTEMLERI
iLE ELDE EDILEN BIiTKIiLERIN
TANISI

Genomik yontemler “genomiks” olarak da adlandirilan
yontemleri kapsamaktadir. Genomik yontemler DNA
dizisindeki farkliligi ortaya koymada kullanilan biitiin
yontemleri ve yaklagimlart kapsamaktadir. Ornek olarak 1)
agaroz, poliakrilamid ve kapilar elektroforez yontemleri,
ii) blotlama/hibritleme ve interaksiyon yontemleri, iii)
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve gercek zamanli
PZR teknikleri, iv) mikrodizin yontemleri, v) DNA dizi
yontemleri ve gelecek nesil DNA dizileme tekniklerinden

olusmaktadir [9,63]. Genomik yontemler ODM, RDM, ters-
slah ve cisgenez ile gelistirilmis cesitleri geleneksel 1slah
yontemi ile gelistirilenlerden ayirt edememektedir.

Transkriptomik  yontemler transkriptomiks olarak
da bilinmektedir. Transkriptomikste herhangi bir hiicre,
doku, organ veya organizmada belirli bir zaman ve
gelisme doneminde ifade edilen genlerin durumlari ifade
diizeyleri tespit edilmektedir. Genomiks’de kullanilan ve
yukarida adlart verilen c¢ogu ydntem transkriptomikste
de kullanilmaktadir. Transkriptomik ydntemler ters islah,
agro-infiltrasyon, agro-inokulasyon, floral dip, TALEN ve
CRISPR/Cas yontemleri ile gelistirilen gesitlerin tanisinda
genomik yontemlere gore daha avantajlidir [9,68].

Proteomik  yontemler  proteomiks olarak da
bilinmektedir. Proteomikste herhangi bir hiicre, doku,
organ veya organizmada belirli bir zaman ve gelisme
doneminde sentezlenen proteinlerin durumlart ve miktarlari
tespit edilmektedir. Bu yontem etkili kullanildigi durumda
transgenik anaglara agilama, ters islah, agro-infiltrasyon,
agro-inokulasyon, floral dip, TALEN ve CRISPR/Cas
yontemleri ile gelistirilen ¢esitlerin tanisinda kullanim
olanagina sahiptir [68,69].

Metabolomik yontemler metabolomiks olarak da
bilinmektedir. Metabolomiksteherhangibirhiicre,doku, organ
veya organizmada belirli bir zaman ve gelisme déneminde
iiretilen tiim metabolitlerin durumlar1 ve miktarlar: tespit
edilmektedir. Metabolomikste kromotografik yontemler
(6rnegin kiitle kromatografisi, gaz ve likit kromatografisi)
kullanilabilmektedir. ~ Gelistirilmis  ¢esidin  metabolik
farkliligt bu yontemle belirlenebilmektedir. Ancak dogal
siirecte var olan metabolik farkliliklarla yeni nesil ¢esitteki
farkliliktan ayirt edilebilme kriterinin belirlenmis olmasi
gerekmektedir [63].

In  silico yontemler genomiks, transkriptomiks,
proteomiks ve metabolomiks yontemleri ile elde edilen
bilgilerin birlikte kullanildig1 yontemlerdir. En basit
tanimlama ile genomik, proteomik, transkriptomik ve
metabolomik yontemlerle elde edilen yogun ve ¢ok hacimli
verilerin veri tabanlarinda depolanmasi, siniflandirilmast,
yeni yontemler kullanarak veya gelistirilerek analiz
edilmesi, in vitro galigma sonuglarinin teyit edilmesi ve yeni
molekiillerin dizayn edilmesi ¢aligmalarini kapsamaktadir.
[63,69]

Yeni nesil 1slah yontemleri ile gelistirilmis olan hat
veya ¢esitlerin tanisinda DNA, protein ve metabolit tabanli
yontemlerden bazilar1 kullanilabilmektedir. DNA tabanli
yontemlerle ZFN III, cisgenez, intragenez ve floral dip
yontemleri ile elde edilen hat veya cesitlerin tespitini
gerceklestirilebilmektedir. Protein ve metabolit analizleri
ile ZFN 1, ZFN 1I, oligoniikleotit destekli mutagenez,
RNA bagimli DNA metilasyon, TALEN ve CRISPR/
Cas yontemleri ile gelistirilmis hat veya gesitlerin tanisi
yapilabilmektedir [69].

CRISPR/Cas9 sistemine olusturucu-araci (protospacer)
bolgesi dizisinde, TALEN sisteminde araci (spacer) dizisinde
cift-sarmalda kesim yapilir. Homolog dondr dizilerinin
bulunmamast durumunda gift-sarmaldaki kesim homolog
olmayan uglarin birlestirilmesi mekanizmasi ile onarilir. Bu
islem sirasinda ¢ift sarmalli kesim kirikligi tamirinde hatalar
olusur ve ozellikle birlestirilen ug¢ bolgelerinde bu hatalar
kiigiik ekleme veya ¢ikarmalar olarak goriliir. Olusan
mutasyonun tespiti igin farkli metotlar gelistirilmistir.
TOPO klonlama mekanizmasi tabanli yontemle homolog
olmayan rekombinasyon ile olugmus mutasyonlar tespit
edilebilmektedir. Niikleazin tanima bdlgesini igeren hedef
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DNA PZR yontemi ile ¢ogaltilir, klonlanir ve dizilenerek
DNA dizi degisimleri belirlenir. Endoniikleaz analizleri,
heterodupleks ve yiiksek ¢oziiniirlikkle erime analizleri (high
resolution melting analysis (HRMA)) ile de mutasyonlar
belirlenebilmektedir [63].

Yeni nesil 1slah yontemlerinde elde edilen hat veya
gesitlerin  tanisinda, transformasyonun teyidinde ve
somaklonal mutasyonlarin tespitinde yaygin olarak
karyotipleme, kromozom saymimi ve akis sitometresi,
densitometre, Southern (DNA), Northern (RNA), Western
(protein) hibridizasyon ydntemleri, PZR, gergek zamanl
PZR, mikroarray, ELISA, in silico analizler, afiniti
kromatografisi, kiitle spektrofotometre, RNAI teknikleri ve
cesitle NGS yontemleri kullanilmaktadir [1,60-63,69].

Yeni nesil yontemlerle gelistirilen ¢esitlerin bir kisminin
dogal yollarla olusan veya gelistirilen g¢esitlerden ayirt
edilmesi zordur. Sonraki nesil DNA dizileme yontemlerinin
daha da geliserek maliyetlerinin diismesi ile birgok kiiltiir
bitkisinin genom dizisinin ortaya konmasi ve genom
diizenlenmesi ile olusturulan ¢esitlerin tanis1 daha da kolay
olabilecektir [63,69].

SONUC

Sonug olarak yeni nesil 1slah yontemleri klasik 1slah
yontemlerinin ¢6zemedigi birgok sorunu ortadan kaldirma
potansiyeline sahiptir. Ancak mevcut teknolojilerin bazi
dezavantajlart bulunmakta olup bunlarmn biiyiik bir kismint
ilerleyen yillarda ortadan kaldirabilecek nitelikte etkin
bilimsel g¢alismalar yapilmaktadir. Yeni nesil bitki islah
yontemleri organizmanin genom yapisini disaridan gen
transferi ile degistirilmesinin disinda var olan genomik
bilginin arzu edilen ifadelerinin elde tutulmast ve
ifadelerinin artirilmasina yonelik yontemlerdir. Yeni nesil
1slah yontemleri ile elde edilen hat veya cesitlerin biiyiik
bir kismi1 dogal olarak var olabilecek genetik cesitliligi
gostermesi nedeni ile gliniimiizde kullanilan ¢ogu DNA
tabanli tan1 yontemleri ile belirlenememektedir. Yeni nesil
islah yontemleri ile klasik 1slah yontemlerinin birlikte
kullanilmasi ile tarimsal iiretimde verim ve verimi etkileyen
Ozelliklerin iyilestirilmesi miimkiindiir. Yeni nesil islah
yontemlerinin hemen hemen hepsinin gelismis iilkelerin
6zel veya kamu kuruluglar tarafindan patent altina alinmig
olmast nedeni ile kullanim maliyetleri fazladir. Bu nedenle
iilkemizin kamu ve 6zel sektoriinde galisan arastirmaci ve
bilim insanlarinin biran 6nce bu konulara agirlik vermesi
onemlilik gostermektedir.
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