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Oz: 2050 yilinda niifusun 9.2 milyara ulasacag: ve diinya genelinde esit ve
insani  temel ihtiyaglara olan taleplerin  karsilanmasi  gerektigi
ongorilmektedir. Gunimize kadar, tarimsal iiretimin arttirilmasina yonelik
¢esitli caligmalar gerceklestirilmistir. Bununla birlikte birim alandan daha
yiiksek verim alinmasini saglayan yeni teknoloji ve yontemlerin gelistirilip
bitki 1slah programlarina entegre edilmesi gerekmektedir. Bu entegrasyon
sayesinde hem siirdiiriilebilir tarim anlayisina uyumsuz asirt girdi ve
mekanizasyon kullanimi azaltilabilecek hem de bitki biyolojisi, evrimi,
genom yapisi anlagilarak tarimda verimlilik arttirilabilecektir. Ayrica genetik
cesitlilikten yararlanilmasi, model bitkilerden saglanan verilerin bitki 1slah
programlarina adapte edilmesi, yetim bitkilerin genetik kaynak potansiyelinin
kullanilmasima yonelik c¢aligmalar yeni genotiplerin eldesine katki
saglayacaktir. Bugiine kadar gen transformasyonu, DNA dizilemesi, genom
haritalamasi ve genom diizenleme gibi modern teknolojiler bitkilerde genom
yapisinin anlagilmasinda etkin rol oynamistir. FISH, GISH, telomer
araciligiyla kromozom kesimi, minikromozomlar, organizmalar arasi sintenik
kromozomal lokuslarinin saptanmasi, tekrarlayan DNA elementlerinin kesfi
ve yapisal CENH3 proteininin kullanimi gibi ¢ok sayida kromozom
miihendisligi yontemleri de tarimsal gelismede itici gli¢ olusturacaktir. Temel
bilimlerdeki ilerlemelerden faydalanan tarimsal arastirmalar uzun vadede
istenilen amaca wulagsmay1 destekleyecek ve gelecekte kromozom
miithendisligi yontemleri 06zelinde tarimsal {iretimin artirilmasina katki
saglayacaktir. Tiim bunlara ek olarak, bu derleme makalesinde bir araya
getirilen giincel ve hizli gelisen disiplinler arasi tematik calismalar ve ayni
zamanda tarim, 1slah ve genetik disiplinlerinden sentezlenen perspektiflerin,
bu alanlarda ¢alisan aragtirmacilara yonlendirici bir tartigma platformu
sunmasi hedeflenmistir.

Contribution of Genetic and Chromosome Engineering Studies from Past to
Present to Sustainable Agriculture and Plant Breeding
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Abstract: It is predicted that by 2050 the population will reach 9.2 billion
and the demands for equal and basic needs must be met worldwide. Until
today, various studies have been carried out to increase agricultural
production. However, new technologies and methods that ensure higher
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DOI: 10.29133/yyuthd. 787094  yields per unit area should be developed and integrated into plant breeding
programs. While contradictory practices to sustainable agriculture should still
Keywords be reduced, productivity in agriculture can be increased by understanding
plant biology, evolution, and genome structure. In addition, efficient use of
Chromosome engineering, genetic diversity, adaptgtion of knowledge from model plants_ to bree_ding
Genetic engineering, programs, and the genetic resource potential of orphan plants W|II_ contribute
Plant breeding to the development of new genotypes. So far, modern technologies such as
Sustainable agriculture gene transformation, DNA sequencing, genome mapping and genome editing
have played an active role in understanding the genome structure in plants.
Numerous chromosome engineering methods such as FISH, GISH,
chromosome truncation via telomeres, mini chromosomes, detection of
syntenic chromosomal loci between organisms, discovery of repetitive DNA
elements and the use of structural CENH3 protein will also be a driving force
in agricultural development. Agricultural research, benefiting from the
advances in basic sciences, will support achieving the desired goal in the long
term. Potentially, chromosome engineering methods contribute to the
increase of agricultural production in the future. In this review article, we aim
to create a discussion platform for researchers by providing unique
perspectives synthesized from agriculture, breeding and genetics and
bringing together the current and rapidly developing interdisciplinary
thematic studies.

Biotechnology,

1. Giris

Diinya niifusunun her gecen giin artig gdstermesi ile birlikte 2050 yilinda 9.2 milyara ulagacag:
ve meydana gelen bu artisa paralel olarak gida, yem ve lif gibi temel ihtiyaglara olan talebin neredeyse
iki katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Ronald, 2014). Tarimsal lretimle birlikte, gida, giyinme,
barinma, ilag ve yakit gibi temel yasam unsurlar1 dogrudan ve dolayl olarak saglanmaktadir. Ancak,
kentlesme, ¢ollesme, dogal dengenin bozulmasi ve ¢evresel stres etmenlerinin etkisiyle kullanilabilir
tarim arazileri azalmaktadir. Diinya genelinin, ekilebilir arazi, su kaynaklarindaki azalmalar, daha az
tanimsal retime egilim gibi cesitli ¢evresel ve sosyal zorluklarla kars1 karsiya kalacagi
ongorulmektedir (Varshney ve May, 2012). Gelisen teknoloji ve artan bilgi birikimiyle bitki
yapilariin anlasilmasi, verimli cesitlerin gelistirilmesi ve bitki genetik cesitliliginin muhafazasi
tarimsal tiretimde devamliligin saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Gross ve ark., 2014). Bu
durumda tarimsal itretimi arttirmak ancak birim alandan daha yiiksek verim saglayacak yeni
teknolojiler ile gergeklestirilebilir.

Tarimsal tiretimin devamlilig1 klasik 1slah yontemleri ile baglamis olup giiniimiizde ise modern
teknolojilerle devam etmektedir. Son yillarda kromozom ve genetik mihendisligi yontemleri
araciligryla gelistirilebilecek bitki 1slah programlarinin, hem siirdiiriilebilir tarimin devamliligin1 hem
de bitkilerin genom yapisinin daha iyi anlasilmasini saglayarak tarimsal iiretime katkida bulunmasi
hedeflenmektedir.

2. Siirdiiriilebilirlik Baglaminda Tarimsal Uretim

Tarimsal siirdiiriilebilirlik, gelecek nesillerin kendi ihtiyaclarini karsilama yeteneginden 6diin
vermeden giiniimiiziin ihtiyaglarin1 karsilamamiz gerektigi ilkesine dayanmaktadir (Brodt ve ark.,
2011). Tarim; gida, lif, ingsaat malzemeleri, biyokiitle ve enerji gibi hammaddeler sagladigi gibi, ¢cevre
dostu siirdiiriilebilir bir ekosistemin olusmasina da katkida bulunabilir (Paoletti ve ark., 2011).
Bununla birlikte, siirdiiriilebilir tarim ve gida icin etkili yontemlerin kullanilmasiyla; ekosistem
dengesinin saglanmasi, dogal kaynaklarmin korunmasi ve verimliliginin arttirilmasi, insanligin
gereksinim duydugu gegim kaynaklarinin iyilestirilmesi beklenmektedir (FAO, 2020).

Yeni teknolojiler, mekanizasyon, artan kimyasal kullanimi, uzmanlasma gibi gida ve lif
tretimini en ist diizeye c¢ikarmayir ve gida fiyatlarmi diisiirmeyi hedefleyen politikalarin tarim
iizerinde bir¢cok olumlu etkisi bulunmaktadir (Brodt ve ark., 2011). Buna ragmen, toprak erozyonu ve
degisen iklim kosullarinin etkileri ile meydana gelen organik madde kaybi, niifus artis1 ile dogru
orantili olarak tarim sistemi iizerindeki baski sonucu meydana gelen toprak verimliliginde azalma,
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tarimsal ekosistemin direncindeki bozulmalara neden olmakta ve bu durum tarimda siirdiiriilebilirligi
de tehdit etmektedir (Paoletti ve ark., 2011).

Tarmmsal siirdiiriilebilirlik, hem tiim modern biyoteknolojik yaklagimlar kullanilarak
genotiplerin iyilestirilmesine hem de ekolojik ve tarimsal yonetim, manipiilasyon ve yeniden
diizenlemelerin daha iyi anlagilmasina odaklanilmasimi onermektedir (Pretty, 2008). Bu nedenle her
organizmanin kendi dogasi geregi genetik agidan essiz oldugu diisiiniildiiginde yeni cesitlerin
eldesinde dogal genetik kaynaklardan yararlanilmasi gerektigi aciktir. Bu durum karsisinda; artan
diinya niifusu, ekilebilir alanlarin azalmasi ve kentlesme ile birlikte meydana gelen gida {iretim
sorunlarmi gidermek igin gelistirilen ¢aligmalarda bitki genetik ¢esitliligi énem kazanmaktadir
(Govindaraj ve ark., 2015).

3. Genetik Cesitlilik ve Tarimsal Uretimdeki Onemi

Genetik ¢esitlilik, bir tiiriin sahip oldugu degisken popiilasyonlar arasindaki genetik
varyasyonu ifade etmektedir (Ramanatha Rao ve Hodgkin, 2002). Genetik c¢esitlilik ve dagiliminin
tespiti ve bunlarin analizi, bitkilerdeki ¢esitli biyolojik olaylarin molekiiler temelinin anlasilmasina, bu
cesitliligin  korunmasina, ilgili bitki tiirlerinin taksonomisi, kokeni ve evrimi hakkindaki bilgi
birikiminin arttirtlmasina katki saglamaktadir (Agarwal ve ark., 2008).

Farkl1 bitki genotipleri 6nemli tarimsal karakterler bakimindan varyasyonlar gdstermektedir.
Bitkilerde genetik varyasyonun zenginligi, bitki 1slah ¢aligmalari ile yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde
ileri diizeyde secenekler sunmaktadir (Govindaraj ve ark., 2015). Temel biyoteknoloji ¢aligmalarindaki
ilerlemelerin en etkin 6zelliklerinden biri genom 6lgegindeki varyasyonun tiirler diizeyinde karakterize
edilmesidir (Cook ve Varshney, 2010). Ayrica, molekiiler teknikler araciliiyla gergeklestirilen
filogenetik ve evrimsel ¢alismalar, tiir i¢i ve tiirler arasindaki genetik varyasyonun dagilimi ve
kapsami hakkinda detayli bilgiler sunmaktadir (Mondini ve ark., 2009).

Gunlimiiz 1slah stratejileriyle kiltiir bitkileri ve yabani akrabalarindan karakterize edilen
genetik gesitlilik kullanilarak ileri donemlerdeki islah ¢alismalarina katki saglayacagi diisiiniilmektedir
(Fears, 2007). Bu baglamda ileri donemlerde yapilacak 1slah ¢alismalarinda genetik cesitlilikten daha
fazla faydalanilmasi, arzu edilen karaktere uygun ebeveyn segiminde genetik kaynaklar 6nem
gostermektedir.

Gegmisten giiniimiize farkli 1slah yontemlerin kullanilmasiyla istenilen karakterlere sahip bitki
cesitlerinin gelistirilerek tarimsal tiretimde verim artis1 saglanmistir. Tarimsal iiretimde meydana gelen
verim artis1 temelde sulama ve giibreleme gibi tarimsal uygulamalarin iyilestirilmesi ve bitki
cesitlerinin genetik potansiyellerinin arttirilmasi yoluyla gerceklestirilmektedir (Acquaah, 2012).
Gelecek yillarda artan niifusa bagli olarak sulama kaynaklari, yeni ortaya ¢ikan patojenler ve zararllar,
duragan verimlerden kaynakli sorunlarin ¢éztimiinde 6zellikle bitki genetigi ve genetik miihendisligi
gibi alanlarin 6ncii rol oynayacagi ileri siiriilmektedir (Cook ve Varshney, 2010). Sonug olarak artan
niifusun gida taleplerinin karsilanabilmesi, tarimsal {iriin verimliligi ve tarimsal siirdiiriilebilirligin
iyilestirilmesine katkida bulunmak i¢in genetik cesitlilikten yararlanilmasi ve yeni bitki 1slah
tekniklerinin gelistirilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir (Lusser ve ark., 2012). Bu ihtiyacin karsilanmasi
icin tarimsal iiretim yapisinin ve tiplerinin net bir sekilde ifade edilmesi gerekmektedir.

4. Tarimsal Uretimin Tipleri

Ilerleyen teknolojik gelismelerle birlikte artan bilgi birikiminin, tarimsal {iretimi gelistirmek
icin hangi safhalarda ve basamaklarda hedeflenebileceginin ayrintili irdelenmesi gereklidir. Bu amagla
bu derleme makalesine 6zgii olarak tarimsal iiretim tipleri, tarimda verimlilik ve siirdiiriilebilirlik
acisindan kullanilan teknolojik yontemler, hedef kitlesi ve amaclar1 dogrultusunda ii¢ genel tipe
ayrarak karsilastirmali olarak analiz edilecektir (Sekil 1).

Tip A olarak adlandirilan modern tarimda, yiiksek verimli ve kaliteli bitki ¢esitlerinin {iretimi
hedeflenmektedir. Bu Uretim tipinde, klasik 1slah ve genetik miihendisligi teknikleriyle gelistirilen
cesitler kullanilmaktadir. Geleneksel tarim olarak ifade edilen Tip B iiretim modelinde ise, modern
tarima gore daha kiiglik dlgekli aile isletmeleri gergeklestirilmektedir. Bu iiretim modelinde, tip A
iiretim modelinden farkli olarak sadece klasik 1slah yontemleri kullanilmaktadir. Tip B modeli ya da
geleneksel tarim doéneminde verim ve kaliteli iiriin artiginin en somut 6rnegi, yesil devrim olarak
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adlandirilan Norman Borlaug tarafindan yiiksek verimli bugday ve ¢eltik ¢esitlerinin gelistirilmesi
sonucunda goriilmistiir. Birim alanda daha yiiksek verime ulasilmasi hedeflenen bu donemde; tarimsal
iiretimde belirli bir artig saglanmis olmasina ragmen, sulamaya ve monokiiltiire dayali iiretim topraga
ve cevreye zarar Verebilecek tarimsal uygulama ve kimyasallarin kullanimi siirdiiriilebilir tarim
caligmalar1 kapsaminda negatif etkiler sunmaktadir (Aguilar-Rivera ve ark., 2019). Romantik tarim ise
teknolojinin yok denecek kadar az kullanildig1 daha ¢ok hobi amagh ferdi bazli tiretimin yapildig1 Tip
C modeli olarak adlandirilan diger bir {iretim tipidir.

Dogrudan veya dolayli amagclarla kullanilan bitkilerin genom o6zelliklerinin aydinlatilmasi
biyoteknoloji araglarina adapte edilebilirligi ve uygunlugu noktasinda farkliliklarinin tespit edilmesi
tarimsal tiretimi sinirlayan negatif etkilerin giderilmesinde 6nem tagimaktadir. Bu amag dogrultusunda
biyolojik bilgi saglama potansiyeli yiiksek model bitkiler, halihazirda kullamilan kiiltiir bitkileri ve
genetik kaynak potansiyeli olabilecek yetim bitkiler genom calismalarinda etkinligin arttirilabilmesi
icin dnemlidir.

4 Tip A N
Modern Tarim
1. Olgek: Biyik/Kurumsal

2. 1leri teknoloji
3. Ana hedef ekonomi

\iDuygusnl hislere ver yok /

[ Tarimsal iiretim tipleri ]

a Tip B T\ / a4 - N

Geleneksel Tarim

Romantik Tarim

1. Olgek : Orta/ Aile

. Olgek: Kiigiik/Kigi bazh
2. Orta ileri teknoloji ¢ S §

3. Bk i & i . Teknoloji yok/ Diisiik seviyede teknoloji
3. Ekonomi onemh = * »
3. Ekonomi amag degil

/ Kl)u_\'gusnl hislerle hareket edilir /

Sekil 1. Tarimsal iiretimin genel tipleri. Tip A {iretim modeli modern tarim, Tip B modeli geleneksel
tarim ve Tip C modeli ise romantik tarim hakkinda genel 6zellikleri bir ¢erceve halinde
sunmaktadir.

1
2
4. Biraz duygusal hisler bardinr ;

5. Model Bitkiler - Kultlr Bitkileri - Yetim Bitkiler

Diinya da model bitki olarak kabul edilen Arabidopsis, bitki gelisimi, fizyolojisi, hiicre
biyolojisi ve genetik alanlarindaki temel arastirmalarin uygulandigi bitki tiradir (Chang ve ark.,
2016). Yeni nesil DNA dizileme yontemlerinin 2000°li yillarda gelismesine paralel olarak nispeten
kiigiik genom biiyiikliigiine sahip Arabidopsis genomunun dizilenmesi lizerine diger model bitki
tirlerinde de calismalar gerceklestirilmeye baslamistir (Armstead ve ark., 2009). Model bitkiler
vasitasiyla saptanan veriler, karsilagtirmali genomik, sinteni, QTL haritalama gibi ydntemlerde
kullanilarak agronomik agidan degerli bitkilerin genom yapismnin aydmlatilmasinda 6n bilgiler
sunmaktadir.

Kdiltiir bitkileri tizerinde insanlik tarihi boyunca seleksiyon ve farkli melezleme tekniklerinden
baglayarak ¢ok sayida 1slah yontemleri uygulanmistir. Bu sayede arzu edilen 6zellikler bakimindan
cesit gelistirilerek tarimsal tiretimde verim, kalite artis1 ve adaptasyon kabiliyeti ylksek trin eldesi
saglanabilmistir. Ancak belli basl tiirlere egilim, yillar i¢erisinde mevcut genetik kaynaklarda azalma
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ve bircok tiiriin ihmal edilmesi sonucunu dogurmustur. Bununla birlikte diinyanin temel gida talebini
karsilamak icin tarimsal agidan 6nemli 6zelliklerin altinda yatan genlerin kesfedilmesi gerekmektedir.
Kiiltiir bitki tilirlerinin bitki 1slah yontemleri vasitasiyla gelistirilmesinde gerekli genetik kaynaklara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yetim bitkiler ise, yerel dizeyde bilylk 6nem tasimasina ragmen, biiyiik fon kuruluslari
tarafindan yatirnm almayan, kiiresel dl¢ekte sinirli pazara sahip, genetik ve biyoinformatik ¢alismalarin
az oldugu ihmal edilmis bitkiler olarak tanimlanmaktadir. (Naylor ve ark., 2006; Armstead ve ark.,
2009; Ribaut ve Ragot, 2019). Yetim bitkiler, kiiresel gida ve beslenme giivenliginde 6nemli bir rol
oynamaktadir. iklim degisikligi altinda siirdiiriilebilir gida sistemlerine katkida bulunma potansiyeli
mevcuttur (Mabhaudhi ve ark., 2019). Yetim bitki tiirleri diisiik verimliliklerine ragmen, yiiksek
adaptasyona sahiptir. Buna karsilik genetik, tarimsal ve ekonomik &zellikleri bakimindan gesitlilik
gostermektedir (Naylor ve ark., 2006). Yetim bitkilerin genetik yapisi hakkinda arastirmalar yetersiz
oldugu i¢in bu bitkiler hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Yetim bitkiler {izerinde arastirmalar arttik¢a
bu bitkilerden elde edilen veriler, iyi karakterize edilmis bir model bitki tiiriiyle karsilasgtirmali
genomik ve biyoinformatik gibi yontemler araciligiyla iliskilendirilebilir ve daha hizli, etkin ¢esit
gelistirme ¢abalarina katkida bulunabilir (Armstead ve ark., 2009; Ribaut ve Ragot, 2019).

6. Modern Bitki Islahina Gecis ve Genetik Miihendisligi

Bitki 1slahu, iireticilerin ve tiiketicilerin ihtiyaglarina gore bitki cesitlerin gelistirilmesi, {istiin
genotipe sahip bitkilerin olusturulmasi ve secilmesi i¢in gerekli yontemleri sunmaktadir (Moose ve
Mumm, 2008). Gegmisten giliniimiize bilim ve teknolojinin ilerlemesine paralel olarak ¢ok sayida islah
yontemi kullanilmaktadir ve bilgi birikimi arttikca halen yeni yontemler gelistirilmektedir (Sekil 2).
Bunlar igerisinde en temel klasik bitki 1slah yontemleri seleksiyon ve melezlemedir. Ancak klasik bitki
1islah ¢alismalarinda kullanilan yontemlerde bilinen bazi sinirlamalar mevcuttur. Siiregelen zaman
boyunca mevcut smirlamalarin ortadan kaldirilmasi igin bitki 1slahgilart yeni yontem arayislarina
girmistir ve bitki genetik miithendisliginin sagladig1 yeni yontemlere olan ihtiya¢ artmistir.

Bitki genetik miihendisligi ¢alismalari Mendel tarafindan gergeklestirilen arastirmalarla
baglamis olup giiniimiizde halen daha yeni teknolojilerle gelisimini siirdiirmektedir. Gelisen teknoloji
ile birlikte saglanan bilgiler tarimsal {iretimde istenilen karakterler bakimindan gerekli bitki 1slah
caligmalarinin ilerlemesini saglamistir. Genetik teknolojilerinin hizli gelisimi ve benimsenmesi,
aragtirmacilarin genom biyolojisi, heterozis ve karmasik agronomik o6zelliklerin kalitim derecesi ile
ilgili temel sorular1 ele almalarini saglamaktadir (Varshney ve May, 2012). Ayrica tim genom
dizilemesi genomu olusturan elementler agisindan ayrintili bir resim sunmaktadir (Saraswathy ve
Ramalingam, 2011).

Bitkilerde ilk olarak Sanger dizileme yontemi ile 2000 yilinda A. thaliana’nin tim genom
dizilemesinin yapilmasinin ardindan tiim genom shotgun (Whole Genome Shotgun) dizilemesi
kullanilarak 2005 yilinda c¢eltik genom dizilemesi tamamlanmistir. Dizileme bu birinci nesil
tekniklerle kalmayip, ¢ok sayida yeni ikinci nesil dizileme teknikleri (lllumina, Roche, SOLID vb.)
gelistirilmistir. Dizileme tekniklerinin ilerlemesine bagli olarak dizileme maliyetinin azalmasi ile
birlikte yiiksek ¢oziiniirliiklii daha uzun dizi okuma uzunluklar1 sayesinde model ve kiiltiir bitkilerine
ek olarak yetim bitkilerinin de dizilenmesi saglanmistir (Fleury ve ark., 2012). Bdylece yetim
bitkilerin genom dinamikleri hakkinda daha detayl bilgiler kazanilmistir. Daha yakin donemlerde ise
tek molekill DNA kullanimina dayali Gigiincii nesil dizileme teknikleri olan, Helicos Biosciences
(Harris ve ark., 2008), Pacific Bioscience (Eid ve ark., 2009) ve Oxford Nanopore yontemleri
kullamlmaya baslanmistir. Ugiincii nesil dizileme teknolojilerinin diger yeni nesil dizileme
teknolojilerine gore en biiyiik avantaji uzun DNA molekdillerinin dizilenebilme potansiyelini
saglayarak genom iizerindeki bosluklarin tamamlanmasini saglamasidir (Fleury ve ark., 2012). Daha
uzun okumalar ile tekrar dizilerinin etkisinden dolayr meydana gelen kromozom pargaciklarini
birlestirme zorluklar: atlatilabilecektir. Tek molekiil dizileme ve fiziksel haritalama teknolojilerindeki
bu son gelismeler, bitki tirlerinin kromozom 0&lgeginde yiiksek ¢oziiniirliikkte birlestirilmesine Oncii
olmustur (Michael ve Vanburen, 2020).
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Melezleme

Poliploidi

Mutasyon

Bivoteknolojik Yontemler
Molekiiler Markérler
DNA Dizileme

) Karyotip Analizi
]' [ Genetik Haritalama - Kromozom Bantlama
In situ Hibridizasyon

Telomer Kesimi
Gen Transferi | ]- ‘ Transformasyon - Minikromozomlar
B Kromozomlar1

Doku Kiiltiirii

Genom Diizenleme

— ZFN Haploid Bitki -[ |Gcn0m Eleminasyonu

— TILLING CENH3 '—‘

— CRISPR Cas9

Sekil 2. Bitki 1slah yontemlerinin genel akisi. Molekiiler markorler, DNA dizileme ydntemleri,
kromozom karyotip analizi, kromozom bantlama ve in situ hibridizasyon teknikleri genetik
haritalamada kullanilan araglardir. Biyoteknolojik yontemlerde yer alan gen transferi
amaciyla kullanmilan vektorlere ek olarak, telomer kesimi, minikromozomlar ve B
kromozomlar1 da gen transferi (transformasyon) amaciyla vektdr olarak kullanilabilecek
potansiyel araglardir. ZFN, TILLING, CRISPR/Cas9 ve CENH3 katkili genom eliminasyonu
ve doku kiiltiirii galigmalari haploid bitki {iretiminde kullanilabilen yeni teknolojik araglardir.

7. Kromozom Calismalarinin Tarimsal Uretime Katkilari

Bitki 1slah ¢alismalari, klasik yontemlerle baslamis olup modern biyoteknolojik tekniklerle
daha da ileri seviyeye taginmigtir. Ancak bu ¢aligmalarin kendi igerisinde bir takim zorluklari ve
riskleri mevcuttur. Gelistirilebilecek yeni teknikler ile bu sorunlarin istesinden gelinmesi
hedeflenmektedir. Ornegin  Okaryotik bir genomda tekrarlayan DNA dizileri genomun
yaklagik %90’lik bir kismini meydana getirmektedir (Charlesworth ve ark., 1994; Heslop-Harrison ve
Schmidt, 2012; Hidalgo ve ark., 2017; Mehrotra ve Goyal, 2014). Tekrar elementlerinin genom
igerisinde yogunluk ve dagilimi dizileme isleminden sonra genomun yeniden yapilandiriimasinda
(genome assembly) zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle genetik haritalamadan ziyade
kromozomlar {izerinde tekrarlayan DNA elementlerinin yerlerinin tespitini kolaylastiran fiziksel
haritalama yontemlerine ihtiya¢g duyulmaktadir.

Fiziksel haritalama olusturabilmek i¢in Southern hibridizasyonu, PCR, Restriksiyon enzimleri
ile kesim, Floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve Genomik in situ hibridizasyon (GISH) gibi
molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler ile kromozom 6l¢eginde yiiksek ¢OzUnUrlUKIi
genom ayristirmast ve kromozom karyotip haritasi miimkiindiir (Saraswathy ve Ramalingam, 2011).
Kromozomlarin boyutlarina ve sentromer bolgelerine gore diizenlenmesine karyotipleme adi
verilmektedir. Brassicaceae tiirlerinin karyotip evriminin anlagilmasinda ve kromozom temelli
filogenetik haritasinin  olusturulmasinda, Triticum aestivum turinin standart karyotipinin
olusturulmasi gibi ¢ok sayida ¢aligmada kullanilan C-, Q-, NOR-, G- bantlama ve FISH, GISH gibi
teknikler entegre edilerek yiiksek ¢oziiniirliiklii fiziksel haritalar olusturulabilmektedir (Gill ve ark.,
1991; Mandakova ve Lysak, 2008).
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Ozellikle FISH teknigi, tekrarlayan DNA elementlerinin kromozomlar (izerinde yerlerinin
tespitinde yol gosterici olmakta ve bir takim kolaylik saglamaktadir. Ayrica, bu teknik sayesinde
genom dizilemesi sirasinda tekrar dizilerinin yarattig1 zorlugun iistesinden de gelinebilmektedir (Kato
ve ark., 2005; Tek, 2013). Tekrarlayan DNA elementlerinin tespiti bitki genomunun anlasilmasinda,
fenotipik analizlerde, gen transferinde kullamlabilir (Biscotti ve ark., 2015; Heslop-Harrison ve
Schmidt, 2012; Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998). Ornegin iPBS-Retrotranspozon markor sistemi
kullanilarak Fritillaria imperialis L. (Terslale) genotiplerinde genetik varyasyon tespit edilmis olup bu
veriler gelecekte yapilacak 1slah ¢aligmalarinda uygun ebeveyn secimi ic¢in 6n bilgi olusturabilecektir
(Kogak ve ark., 2020). Ayrica, Fabaceae familyasinda Tyl/copia elementleri (Galasso ve ark., 1997),
Musa acumirata (Muz) telomerik tekrar elementleri (Hribova ve ark., 2010), Solanum bulbocastanum
(patates) sentromerik ve perisentromerik tekrarlari (Tek ve ark., 2005; Tek ve Jiang 2004), Glycine
max (soya) satellit ve retrotranspozonlari (Tek ve ark., 2010) gibi ¢ok sayida 6karyotik genomda tekrar
elementlerinin kromozomal lokalizasyonlar1 farkli tekniklerle saptanmaistir.

Kromozom analizlerinin bir diger katkist ise iki ayr tiiriin birbirlerine olan yakinlik ve
uzakliklarinin ve poliploidi durumlarinda atasal kromozomlarin tespiti agisindan énemlidir. Bu durum
poliploid tiirlerin bitki 1slah ¢aligmalarinda ilerlemeler saglayabilmektedir. Poliploid tiirlerde genlerin
nasil evrimlestigini anlamak icin genomlarin kokeni, tarihi ve arastirilan gen ailesinin yapist
bilinmelidir (Faris ve ark., 2001). Bitki genomlari, degisken sayida ploidi igerir ve heterozigotluk
seviyelerinde farklilik gosterir (Michael ve Vanburen, 2020). Bitki tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu
poliploid yapiya sahip oldugundan, genom organizasyonunun ayrintilarinin kesfinde ve genomlar arasi
benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde GISH tekniginden yararlanilmaktadir (Shamim ve
Armstrong, 2019). Giincel literatiir incelendiginde; allopoliploid Brassica juncea (Shamim ve
Armstrong, 2019), Medicago sativa (Falistocco, 2020) gibi ¢ok sayida bitki tiirinde GISH teknigi
kullanilarak genom yapilarinin aydinlatilmasi ve karyotiplerinin olugturulmasi saglanmastir.

Genom dizileme teknolojileri gelistik¢e, yukarida ifade edilen sitogenetik araglar genom
fonksiyonunun arastirilmasinda ve kromozom organizasyonlarinin tespitinde biiyiik roller
iistleneceklerdir (Kato ve ark., 2005). Dizileme teknolojileri araciligiyla genom dizilemesinden elde
edilen c¢iktilar, temel bilimlerde bilgi birikimini artirarak, bitki genomunun o6zelliklerini ayrintili
aciklamay1 miimkiin kilmaktadir (Fears, 2007; Varshney ve May, 2012). Bu sayede bitki 1slah1 igin
genetik kaynak potansiyeli olan bitki turlerinin ileri diizey genom bilgisi elde edilecektir. Ayrica
yapilan analizlerin sonuglari, genom yapisi ve dinamiklerinin hakkinda 6énemli bilgiler saglayabilir ve
tiirler arasindaki filogenetik iligkileri anlamamiza katkida bulunabilir (Faris ve ark., 2001).

Modern biyoteknolojik tekniklerin sagladigi tiim bu avantajlarin yan sira; ilerlemelere bagh
olarak bazi risklerde mevcuttur. Ornegin transformasyon sonrasi bitkilerin seleksiyonu igin segilebilir
markor genlerinin kullanilmasi ¢evresel kaygi ve insan sagligi bakimindan risk olusturmasidir. Ayrica
gen transferi yontemlerinin ¢oklu genlerin transferindeki sorunlari ve gen susturmast gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Dhar ve ark., 2011). Bu nedenle bilim adamlar1 yeni arayis icgine
girmistir. Temel kromozom ¢alismalarindan elde edilen bilgiler, minikromozomlar veya bitki yapay
kromozomlar1 bu arayigin ¢ozlim alternatifi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda, secici markor
genleri olmadan transformasyon calismalar1 i¢in bitki yapay kromozom teknolojisi bir firsat
sunmaktadir (Barampuram ve Zhang, 2011). Minikromozomlar, 6karyotik kromozomlarin islevsel
yapilarin1 ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan araglardir (Murata, 2014). Yapay kromozomlar
(minikromozomlar) birka¢ gen kiimesinin tek bir bagimsiz kromozomda birlestirmesini saglayarak
kararl1 ve kalitsal bir platform saglayabilir (Cody ve ark., 2015). Bitki yapay kromozom teknolojisinin
en somut ornegi kromozom temelli vektor insasinda kendini gostermektedir. Minikromozomlarin
vektor olarak kullanilmasinin saglayacagi bazi avantajlar asagida ifade edilmistir (Dhar ve ark., 2011;
Yu ve ark., 2016). Bu avantajlar: 1) Minikromozomlarin kii¢iik olmasi, 2) arzu edilen genlerin tek bir
kromozomda birlestirilmesi, 3) melezleme (crossing) ile transferinin kolay olmasi, 4) mayoz ve mitoz
bolinme sirasinda sabit olmasi ve nesilden nesile aktarilabilmesi, 5) genom dizileme yontemleri
sayesinde minikromozomlar Gzerindeki genlerin silinmesi, eklenmesi ve dizenlenmesidir. Kromozom
temelli vektor olarak gen transferinde kullanilan kromozomlarin telomer araciligiyla kesilmesi sonucu
olusturulan minikromozomlar, Arabidopsis ve misirda B kromozomlarmin kesfi yeni ¢esit
gelisgtirilmesinde potansiyel gostermektedir (Yu ve ark., 2007; Birchler ve ark., 2008; Houben ve ark.,
2011; Murata, 2014). B kromozomlari bazi bitki tiirlerinde dogal olarak bulunabildigi gibi kromozom
miithendisligi teknikleri ile sonradan genoma dahil edilebilir. Bu tip kromozomlarin temel genlerden
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yoksun olmalari, telomer araciligiyla B kromozomlarmmin kesilmesiyle meydana getirilen
minikromozomlarin olusturulmasi i¢in bir avantaj sunmaktadir (Dhar ve ark., 2011; Cody ve ark.,
2015). Kromozom miihendisligi yontemlerinde ilerlemeler ve genom diizenleme yontemlerinin
minikromozomlarin olusturulmasinda katkilarina bagli olarak yeni cesitlerin gelistirilmesinde
kullanilmasi beklenmektedir (Murata, 2014; Cody ve ark., 2015). Bu sayede genetik miihendisliginin
yukarida ifade edilen sinirlamalarini ¢éziimlemek icin gelistirilen kromozom miihendisligi yontemleri
genetik cesitlilik saglayarak siirdiiriilebilir tarim ic¢in gerekli kaynaklar1 olusturabilir. Bdylece artan
niifusa kars1 gida giivenliginin teminati saglanabilir.

8. Genom DUzenlemenin Kromozom Miihendisligi Perspektifinde Katkilar:

Temel bilimler alaninda yeni bir teknolojik gelisme olan genom diizenleme yodntemleri,
biyolojik arastirmalara katki saglamaktadir (Vats ve ark., 2019). Bu yontemlerin, birden ¢ok hedefi
ayni anda diizenleme potansiyeli bulunmaktadir (Vats ve ark.,, 2019). ZFN, TILLING ve
CRISPR/Cas9 genom diizenleme yontemlerinin kullanimi tarmmsal {iretimin gelisiminde yeni bir
doneme gecilmesini saglamistir. CRISPR/Cas9 teknolojisi yiiksek etkinlik gostermesi ve diger
diizenleme yontemlerine gore basit olmasi nedeniyle bitki genom diizenleme yontemleri igerisinde en
gegerli yaklagimdir ve bitki 1slahinin gelistirilmesinde yeni olanaklar sunmaktadir (Stajic¢ ve ark.,
2019).

Double (katlanmig) haploid yaklagimlara dayanan 1slah ¢aligmalarinda %100 homozigot saf
hatlarin elde edilmesi bitki 1slah programlarinin hizlandirilmasini ve giivenli sonuglar alimmasini
saglamasindan dolay1 son zamanlarda yeni bir arag konumuna ulasmistir (Tek ve ark., 2015; Cerit ve
ark., 2016). Haploid bitki tlrlerinin eldesinde in vitro ve in vivo olmak iizere ¢ok sayida yontem
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin kullaniminin genotipe bagli olmasi, haploid iiretim igin
gerekli olan indiizer (inducer) hatlarin tiire 6zgii olmasi, doku kiiltiirii ¢alismalarinda tiire spesifik
ortamlarin olusturulmasi gibi sinirlamalar mevcuttur. Bu nedenle genom eliminasyonunun sentromer
vasitasiyla kazandirildigr haploid iiretim model {imitvar bir yaklasim olarak kullanilan yeni bir
yontemdir (Tek ve ark., 2015). Kromozomlarin temel yapisal parcasi olan sentromer, hiicre boliinmesi
sirasinda kromozomlarin dogru ve eksiksiz dagilimi ve yavru hiicrelere aktarimi igin gereklidir.
Sentromer bolgesi sentromere 6zgii DNA tekrar dizilerinden ve aktif sentromerlerin temel bileseni
olan sentromere 6zgii histon H3 (CENH3) proteininden olusmaktadir (Houben ve Schubert, 2003;
Wang ve ark.,, 2009; Lermontova ve Schubert 2013). Aktif sentromer bdolgesinde yer alan
niikleozomlar, standart histon H3 proteinin bir varyanti olan CENH3 proteininin standart histon H3 ile
yer degistirmesiyle tanimlanir (Houben ve Schubert, 2003). CENH3 homologlari, insan (Palmer ve
ark., 1991), maya (Stoler ve ark.,1995), Drosophila (Henikoff ve ark., 2000), Arabidopsis (Talbert ve
ark., 2002), celtik (Nagaki ve ark., 2004), misir (Zhong ve ark., 2002), soya (Tek ve ark., 2010), arpa
(Sanei ve ark., 2011), muz (Muiruri ve ark., 2017) gibi ¢ok sayida farkl: tiirde karakterize edilmistir.

[lk olarak Ravi ve Chan, (2010) Arabidopsis thaliana model tiirinde CENH3 proteini tizerinde
modifikasyonlar yaparak genom eliminasyonunu saglamiglardir. CRISPR/Cas9 sistemi ve CenH3
geninin bir arada kullanimiyla Brassica oleracea tirinde CENH3 haploid indiizer hatlar
Agrobacterium ve protoplast transformasyon sistemleri araciligiyla aktarilmistir (Staji¢ ve ark., 2019).
Benzer sekilde sorgum bitkisinde CenH3 geninde CRISPR/Cas9 araciligiyla genom diizenlenmesi
Agrobacterium araciligiyla transformasyon sisteminde uygulanmak iizere gelistirilmistir (Che ve ark.,
2018). CRISPR/Cas9 araciligryla CenH3 geninde delesyon sonucu yaratilan mutasyon ile A. thaliana
tiirinde haploid indiikleyici hatlar elde edilmistir (Kuppu ve ark., 2020). Ozetle homozigot saf hatlarin
elde edilmesi igin gereken zaman, yiiksek is giicl ve maliyet haploid bitki iiretimini sinirlamaktadir
(Kurtar ve ark., 2020). Bununla birlikte; CENH3 evrimsel olarak korundugu icin boylesi bir kromatin
bileseni iizerinde yapilan modifikasyonlardan elde edilen ¢iktilar, diger haploid iiretim yontemlerine
gore evrensel sonuglar olusturabilecektir ve haploid iiretiminde tiire 6zgli sinirlamalar1 ortadan
kaldirabilecek potansiyeli sunacaktir.

9. Sinteni: Genlerin Kromozom Boyunca Benzer Siralanisi

Sinteni terimi genetikte ayni1 kromozomda iki veya daha fazla lokus varligini belirtmek igin
kullanilmaktadir (McCouch, 2001). Sinteni vasitasiyla elde edilen genetik bilgiler hastaliklara
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dayaniklilik, biyotik ve abiyotik strese tolerans gibi 6nemli 6zellikleri saglayan genlerin ortologlarini
ya da homologlarmin saptanmasinda kullanilmaktadir. Ornegin Solanaceae familyas1 igerisinde yer
alan patates ve domates bitkilerinin temel kromozom sayilar1 12°dir (n=12). Yapilan karsilastirmali
haritalama caligmas1 sirasinda her iki tiiriin 9 kromozomunun lokus sirasinin birbiriyle ayni oldugu
ancak geri kalan 3 kromozom iizerinde perisentromerik bdlgede inversiyonlar oldugu agiga
¢ikarilmistir (Bonierbale ve ark., 1988). Benzer sekilde Poaceae familyasi igerisinde yer alan geltik,
cin dar1, misir, sorgum ve Triticeae tiirlerinin sinteni haritas1 ¢ikarilmistir (Bennetzen ve Chen, 2008).
Bu ¢alismaya gore, gen siralamasi ve telomer bolgesinin biiyiik 6l¢iide korundugu, kromozom
sayismin ise tiirler arasinda degiskenlik gdsterdigi saptanmistir. Ayrica sinteni haritalamasi ile 6nemli
ozellikleri kodlayan genlerin ortologlarinin yerleri de gosterilmistir. Tespit edilen bu bilgiler 1s181nda
biiylik genoma sahip kiiltiir bitkilerinin harita tabanli klonlanmasini kolaylastirmak i¢in nispeten daha
kiigiik genoma sahip model bitkiler kullanilmaktadir (Bennetzen ve Chen, 2008). Brassica oleracea ve
Arabidopsis karsilastirmali haritalama g¢aligmalari sonucunda sinteni bolgeleri tespit edilmis ve
Brassica oleracea mevcut genlerinin ortologlarinin Arabidopsis iizerinde olduk¢a korunmus oldugu
bildirilmistir (O'Neill ve Bancroft, 2000). Ek olarak, Arabidopsis ve domates karsilastirmali dizileme
calismasi ile meyve seklini kontrol eden geninin tespiti yapilmistir (Ku ve ark., 2000).

10. Sonug

Bilimsel ¢aligmalarda siirekliligin saglanmasi i¢in temel ve uygulamali arastirmalarin bir arada
yiriitiilmesi  gerekmektedir (Clark, 2007). Uygulamali ve temel bilimler arasinda ugurumun
olmadiginin anlasilmasi ve koordineli olarak birbirine bagli oldugunun benimsenmesine ihtiyag vardir.
Hazirlanan 1slah programlari temel bilimsel bilgilerden yararlanilarak tasarlandiginda elde edilen
sonuclar uzun vadede daha yiiksek basarilar saglayabilecektir. Ayrica tarimsal {irlinlere olan talep bu
ylizyilin ilk yarisina kadar ikiye katlanacaktir (Varshney ve May, 2012). Artan niifusunun aksine tarim
alanlarmin daha fazla genisletilemeyecek durumda olmasi iretim alanlarinin genisletilmesini
sinirladigindan, birim alanda tarimsal {irlinlerin miktar ve kalitesinin artmasina yonelik ¢aligmalarla
taleplerin desteklenmesi ve yenilikgi yollar bulunmasi gerekmektedir (Cody ve ark., 2015). Ornegin,
Arabidopsis gibi model tiirlerden saglanan bilgiler ve deneysel yaklasimlar kullanilarak daha az
karakterize edilmis yetim bitki tiirlerinde ¢alismalar miimkiin kilinabilir ve ilerleyen teknolojilerle
birlikte aday genler yoniinden bitki 1slahinda katkida bulunabilir (Cook ve Varshney, 2010). Tarimin
ihtiya¢c duydugu teknoloji degisiminin kaynagi temel bilimlerden gelmektedir. Temel bilimlerden
saptanan veriler kullanilarak uygulamali tarim bilimleri desteklenmeli ve bitki 1slah calismalar1 daha
etkin hale getirilmelidir. Boylece tarimsal iiretimde verimin arttirilmasi saglanmalidir.

Artan gida ihtiyag¢ talebinin karsilanmasi i¢in yeni teknolojilerle birlikte tarimin daima bir
arada ilerlemesi gerekmektedir. Tarimda verimliligi arttirip, yliksek kalitede tirtin eldesi saglanirken,
ayni zamanda c¢evre ve insan saghigini gozetecek sekilde yapilan caligmalar, klasik bitki 1slah
yontemleri  yam1  sira, genetik ve kromozom mihendisligi yontemleri araciligiyla
gergeklestirilebilmektedir. Bugiine kadar yapilan klasik islah c¢alismalari ve tarimsal uygulamalar
(glibreleme vs.) yoluyla iirlinlerde verim ve kaliteyi arttirmak amaciyla kullanilan iki stratejidir. Ancak
genetik ve kromozom miihendisligi, kiiresel gida giivenligini saglamak igin bagka stratejiler
sunmaktadir (Cody ve ark., 2015). Ornegin Sanger, Illumina, Oxford Nanopore dizileme yontemleri,
doku kiiltliri, tek gen aktarimini saglayan transformasyon teknikleri, QTL, baglant1 haritalamasi,
molekiiler markor teknikleri, CRISPR/Cas9 gibi genom diizenleme ve kromozom miihendisligi
kapsaminda yer alan yontemlerin kullanimi bitki 1slah ¢alismalarinda c¢esit gelistirilmesi ig¢in 6n
bilgiler sunmustur ve sunmaya devam etmektedir. Genetik ve kromozom bilimi uygulamali tarim
bilimlerinin ilerlemesi i¢in dnemlidir. Genom haritalama ¢alismalar1 kullanilan yontemlere ek olarak,
satellit tekrarlar, transpozon elementleri ve 5S, 45S gibi ribozomal DNA dizilerinin kromozomlar
tizerinde lokalizasyonlar1 FISH ve C-bantlama gibi bantlama teknikleri ile gosterilmistir. Ayrica,
poliploid tiirlerde GISH metodu ile kromozom karyotip analizi saglanarak farkli bir bakis agisi
sunulmustur. Gelecekte, tiim genom dizilemeleri i¢in hélen biiyiik zorluk getiren tekrar dizilerinin
sitogenetik yontemler ve biyoinformatik calismalar ile anlasilmasi, minikromozomlar veya B
kromozomlarinin gen transferinde bir vektor olarak kullanilabilmesi, CENH3 f{izerinde yaratilan
mutasyon haploid {iiretiminde gelismeler tarimsal ftretimde ¢esit gelistirilmesinde ve genetik
cesitliligin saglanmasinda ciddi bir potansiyel olusturacaktir.
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Tesekkiir

ALT, SDKO, BSY ve HY TUBITAK (1180670; 118Z589), COST CA16212 - Impact of
Nuclear Domains On Gene Expression and Plant Traits projeleri tarafindan desteklenmektedir. SDKO,
BSY ve HY YOK 100/2000 programi tarafindan desteklenmektedir. Bitki Kromozom
Laboratuvarindaki ¢aligmalarimiz Ayhan Sahenk Vakfi tarafindan desteklenmektedir.
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