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In order to increase access to nutritious foods around the world, innovative technologies need to be
developed and integrated into agricultural production systems. The new plant breeding techniques
developed offer many advantages for making modifications in the plant genome. CRSPR/Cas9, one
of the genome editing technologies, is an efficient system with high potential that allows the formation
of target-oriented mutations in many agricultural products and allows the mutation of new and desired
characters to be obtained through breeding programs without the use of foreign genetic elements. In
this review, we have summarize the discovery, evalution, functionality, genome editing studies of
plants and the strong potentials of CRSPR/Cas9 technology for plant breeding.
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Diinya genelinde besleyici gidalara erigimi arttirmak igin yenilik¢i teknolojilerin gelistirilmesine ve
tarimsal retim sistemlerine entegre edilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Gelistirilen bitki 1slahi
teknikleri, bitki genomunda modifikasyonlarin olusturulmasi i¢in birgok avantaj sunmaktadir. Genom
diizenleme teknolojilerinden CRSPR/Cas9, tarimsal iiriinlerde hedef odakli mutasyonlarin olusumuna
olanak taniyarak, islah programlari ile elde edilmek istenen arzu edilen yeni karakterlerin, yabanci
genetik element kullanilmadan mutasyonuna olanak taniyan biiyiik bir potansiyele sahip etkili bir
sistemdir. Bu derlemede CRSPR/Cas9 teknolojisinin kesfi ve evrimi, fonksiyonelligi, bitkilerde
yapilan genom diizenleme ¢aligmalar1 ve teknigin bitki 1slahi i¢in sahip oldugu gii¢lii potansiyelleri
ve genom diizenleme teknolojilerinin bitki 1slahina kazandiracagi avantajlar genel bir perspektifle
sunulmustur.
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Giris

DNA’nin kesfi ile genoma yapilan gizemli yolculuk
Yeni Nesil Dizileme Teknolojileriyle ¢ok farkli bir boyut
kazanmistir. Insan Genom Projesi bu gizemli yolculuga
biiyiik katkilar sunmus ve genom hakkinda devasa bilgiler
edinilmesine olanak tanimistir (Dénmez ve ark., 2015).
Elde edilen bilgiler hastalik nedeni olan genlerin tespitine,
mutasyona ugramis genlerin bilinmesine, transpozon
elementlerin fonksiyonlarinin anlagilmasina,
transkripsiyon  faktorlerinin  (TF) dahil  olduklar
mekanizmaya ait gen veya gen ailelerinin belirlenmesine
olanak tanimigtir (Yin ark., 2019). Sekans teknolojileri ile
elde edilen devasa bilgiler, genom diizenleme
teknolojilerinin hizla gelismesine katki sunmustur. Cinko
parmak proteinler (ZFNs; Zinc Finger Nuclease), TAL
effektor niikleaz (Tallens; TAL efector nuclease) ve
CRSPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) sistemleri genom
modifikasyonlarinda basarili bir sekilde kullanilmistir
(Hsu ve ark., 2014). ZFN ve TALLEN’ler, hedef
sekanslara 06zgii DNA baglanma bdlgelerine sahip
niikleazlardir. Bu proteinler hedef sekanslara baglanarak
DNA’da kiriklar olugturmaktadir Fakat ZNF ve TALLENS
sistemleri, hedef digi kesim yapabilmeleri ve hedefe
odaklanma frekanslarinin diisiik olmasi, sahip olduklar1
dezavantajlardan ~ bazilaridir  (Barrangou,  2013).
CRSPR/Cas9 sisteminin, hedef odakli olmasi, 6zgiin ve
spesifik mutasyonlara olanak tanimasi genom diizenleme
alanina etkin bir boyut kazandirmustir (Xing ve ark., 2014).
CRSPR/Cas9, genomda diizenli olarak degisen kisa
palindromik sekanlar1 (CRSPR) ve CRSPR-RNAs
(crRNAs) ile direk iliskili olan endoniikleaz aktiviteye
sahip Cas proteini kompleksinden olusmaktadir. (Xing ve
ark., 2014; Barrangou, 2013). CRSPR/Cas teknolojisi,
birgok organizmada kullanilmasi miimkiin olan ve Cas
proteini gen, trans-aktivator RNA (trans-activating crRNA,
tracrRNA) geni ve precirsor crRNA (pre-crRNA)
genlerini temel almaktadir (Belhaj ve ark., 2015)
Olusturulan bu  kombinasyonla DNA’da istenen
bolgelerde, tek veya cift zincir kiriklar1 olusturulmakta ve
hedeflenen mutasyonlar elde edilmektedir (Pauli ve ark.,
2016; Yin ve ark., 2019; Xing ve ark., 2014).

CRSPR/Cas9 Sisteminin Kokeni ve Evrimi

CRSPR ilk kez 1987 yilinda, E. coli K12 genomunda
Ve iap genine yakin intergenik bolgede kesfedilmis (Ishino
ve ark., 1987) ve farkli prokaryotik organizmalarda da bu
tekrar bolgelerinin bulundugu tespit edilmistir (Mojica ve
ark., 1995). Tespit edilen bu locusun, arke ve bakteri
genomuna entegre oldugu anlasilmistir. 2002 yilinda,
tekrar locuslarmimn CRSPR-associated (Cas) genleri ile
iligkili oldugu agiklanmistir (Jansen ve ark., 2002). Daha
sonra yapilan ¢alismalarda bakteri genomlarinin yaklasik
%50, arke genomlarinin ise yaklasik %87’sinin CRSPR
sekaslarindan olustugu anlagilmistir (Grissa ve ark., 2007;
Demirci ve ark., 2018). Ilerleyen yillarda yapilan
caligmalar, genomda tesadiifi olarak tekrarlayan
sekanslarin, oOzellikle viral veya ekzogen kaynakl
plasmidlerle homoloji gosterdikleri saptanmistir (Bolotin
ve ark, 2005) Yapilan g¢aligmalarla CRSPR/Cas
kompleksinin, immiin sisteme adapte oldugu, ekzogen

kaynakli genetik elemetlere karsi organizmay1 korudugu
kanitlanmis ve CRSPR/Cas sistemini olusturan mekanizma
aydmlatilmistir (Brouns ve ark., 2008; Marraffini ve
Sontheimer 2010; Barrangou, 2013).

CRSPR/Cas9 Sistemi, Mekanizmasi ve Fonksiyonlar:

CRSPR/Cas9 sistemi bakteri ve arkelerin adaptif
timmin sistemleri igin ¢ok dnemli fonksiyonlara sahiptir.
Sistem hedef DNA’da ¢ift zincir kiriklar1 olugturmak igin
Cas9 ve sgRNA ile homoloji saglayan kisa bir diziye aym
zamanda da bu dizinin 3’ ugunda bir PAM (protospacer
associated motif) bolgesine ihtiyac duymaktadir. Cas9
enzimi PAM motiflerini tiim genom boyunca 3° ucundan
5’ ucuna dogru taramakta ve gerekli sartlar saglandiginda
hedef diziyi yine 3° ucundan 5’ ucuna dogru keserek ¢ift
zincir DNA kiriklar1 olusturmaktadir (Deltcheva ve ark.,
2011). Olugturulan kiriklar, Homolog olmayan uglarin
baglanmas1 (NHEJ) veya Homolog rekombinasyon (HR)
sistemleri ile farkli bigimlerde tamir edilmektedir. DNA
tamir isleminden sonra yeni niikleik asitlerin eklemesi ya
da mevcut olanlarinin eksilmesi (insertions&deletions,
indel) miimkiin olmaktadir (Chen ve ark., 2019; Cong ve
ark., 2013). Olusan indel’ler, hedef genin mutasyonuna
dolayisi ile aktivasyonunu yitirmesine neden olmaktadir.
Sistem bu aktivasyonlar1 ii¢ safthada fonksiyonnel hale
getirmektedir. Bunlar adaptasyon, ekspresyon ve susturma
sathalaridir. Adaptasyon safhasi, CRSPR dizilerinin
olusmasi icin ekzojen genetik elementlerin taninmasi
asamasidir. Bu asama Onemlidir. Ciinkii bu asamada
CRSPR dizilerini olusturan spacer dizileri kronolojik
olarak olusturulmaktadir. Ekspresyon asamasi Cas geni ve
preciirsor olarak kullanilacak pre-CRSPR’larin (CRSPR-
RNA) eksprese edildigi asamadir. Bu asamada kullanilan
Cas geni, pre-ctRNA’dan, crRNA olgunlastirmasi
mekanizmasinda gorev almaktadir. Bu asama kritiktir,
¢iinkii her enfeksiyon sonucunda hedeflenen sekans
bolgesine uygun crRNA ve Cas protein kompleksleri bu
asamada sentezlenmekte, kompleks hedef sekansa spesifik
olusturulmaktadir (Bortesi ve Fischer 2015; Demirci ve
ark., 2018).

CRSPR/Cas sisteminde mevcut olan farkli tipler,
islevsel  fonksiyonlarin  ¢esitliligini  ve potansiyel
uygulamalardaki farkliliklari da barmdirmaktadir. Tlk
uygulamalar endiistriyel amagla kullanilan organizmalari
kapsamustir.  Ozellikle patojenik tiirler bu amagla
kullanilmistir.  CRSPR/Cas sisteminin transkripsiyonel
regulasyonu E. colli’de ayrintili bir sekilde ¢aligilmis ve
sistemin  ¢aligma  mekanizmasi  ayrintili  olarak
aydmlatilmistir (Deltcheva ve ark., 2011). Giiniimiizde
birgok alanda farkli organizmalar1 kapsayan CRSPR/Cas9
uygulamalar1 mevcuttur. CRSPR/Cas lokuslar1 yapisal
olarak transkribe edilebilen ve crRNA transkripsiyonu ile
sentezlenebilen bir sistem olmasi nedeni ile kullanimi1 giin
gectikge artmaktadir (Deltcheva ve ark., 2011).

Yeni Nesil Islah Teknolojileri

Bitki 1slahgilar1 her zaman biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine kars1 verim, kalite ve tolerans ile ilgili farkl
fenotipik  karakterler elde etmeyi arzulamiglardir.
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Yiizyillardir klasik 1slahta yeni karakterlerin elde edilmesi
icin melezleme ve mutasyon 1slah1 teknigi kullanilmistir.
Fakat son yillarda yasanan kiiresel 1sinma, diinya niifus
artis1 ve Ozellikle tarim arazilerinin azalmasi klasik 1slah
yontemlerini yetersiz kilmistir. Gida endiistrisinde {iretimi
olusturan girdilerin, tarimsal kaynaklt olmasi bu
kisitlamay1 arttiran itici faktorlerden olmustur (Chen ve
ark., 2019). Klasik 1slahta bir¢ok sinirlandirma mevcuttur.
Omegin heterozigotik durumlar, kendine uyusmazlhk ve
poliploidi klasik 1slah1 sinirlandiran ve 1slah siirecinin uzun
zaman almasmna neden olan faktorlerdir. Bir diger
sinirlandirma, niifus artisindan  dolayr azalan tarim
arazilerine karsimn klasik 1slahin genis arazilere ihtiyac
duymasidir. Emek yogun islemler is¢i maliyetlerini arttiran
unsurlart da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle yeni
nesil 1slah tekniklerinin kullanilmast  zorunlulugu
artmaktadir. Yeni nesil teknolojiler 6zellikle maliyetleri
azaltan, genis tarim arazilerine ihtiya¢ duymayan, zaman
kayb1 yasanmasina olanak tanimayan, kolay, hizli ve
stirdiirtilebilir tekniklerdir (Chen ve ark., 2019).

Klasik 1slahta melezleme ve mutasyon islahi ile elde
edilen genotiplerde istenmeyen karakterlerin elimine
edilmesi ¢cok uzun yillar almaktadir. Fakat yeni nesil 1slah
teknikleri amaca yonelik kolay ve etkili teknikler
sunmaktadir (Demirci ve ark., 2018; Shukla ve ark., 2009;
Yin ve ark., 2019). Genom diizenleme tenikleri, 1slah
stireci ile elde edilmek istenen yeni fenotiplerin veya
istenmeyen karakterlerin mutasyonla fonksiyonsuz hale
getirilmesi i¢in kolay, etkin ve 0&zgiin teknikler
sunmaktadir. Ozellikle son yillarda popiilaritesi artan
CRSPR/Cas9 teknigi, hedef odakli modifikasyonlarin
basari ile olusturulmasinda kullanilan gii¢lii bir sistemdir
(Chen ve ark., 2019). Hedef DNA’ya komplementer bir
RNA molekiilii ve RNA molekiilii ile kompleks bir sekilde
calisan niikleaz aktivitesine sahip bir enzim, sitemin hizlt
ve etkili caligmasina olanak tanimakta ayni zamanda
sistemi arzu edilebilir kilmaktadir (Chen ve ark., 2019). Bu
nedenle son yillarda bitki 1slahinda yogun olarak
kullanilmakta ve uzun yillar kullanilmaya devam edilecegi
tahmin edilmektedir. Yapilan literatiir taramalarinda her
gecen glin CRSPR/Cas9 temelli ¢aligmalarin hizla arttigt
gozlenmigtir (Fan ve ark., 2015; Ma ve ark., 2015; Nomura
ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2016).

Bitkilerde CRISPR/Cas9 Uygulamalari

CRSPR/Cas9 sistemi kesfedilmesinden bu yana bir¢ok
alanda farkli amaglar i¢in kulanilmistir. Son yillarda
sistem, bitkilerde de basarili bir sekilde kullanilmis ve ¢ok
farkli monokotil ve dikotil bitki tiirlerinde yapilan
CRSPR/Cas9 ¢aligmalar1 bildirilmistir (Ma ve ark., 2015).
Giliniimiize kadar bitkilerde yiiriitilen CRISPR/Cas9
caligmalarinin biiyiik bir kismi sistemin, secilen bitki
genomunun diizenlenmesinde fonksiyonelliginin
arastirilmasina,  sistemin  ¢aligma  mekanizmasinin
anlagilmasina veya sistemin optimizasyonuna yonelik
olmustur. Fakat son yillarda farkli bitki tiirlerinde spesifik
ozellikleri  manipiile  etmek  amaciyla, genom
modifikasyonlarini igeren 6zgiin uygulamalar yapilmistir.
Sistem simdiye kadar Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana, Oryza sativa, Triticum aestivum, Sorghum
bicolor, Zea mays, Marchantia  polymorpha,
Citrus sinensis, Solanum lycopersicum, Brassica oleracea,

Cucumis sativus, Glycine max, Gossypium hirsutum,
Hordeum vulgare, Lactuca sativa, Lotus japonicus ve
Papaver somniferum dahil birgok bitki tiiriinde basaril1 bir
sekilde uygulanmistir (Cai ve ark., 2015; Chandrasekaran
ve ark., 2016; Fan ve ark., 2015; Jia ve Wang 2014b;
Lawrenson ve ark., 2015; J.-F. Li ve ark., 2013; Shorinola
ve ark., 2019; Shukla ve ark., 2009; Wang ve ark., 2017
Wang ve ark., 2014; Xu ve ark., 2015; Zhang ve ark.,

2017).
Bitkilerde CRSPR/Cas9 teknolojisi  kullanilarak
yapilan ilk c¢alismalarda model organizma olmasi

nedeniyle Arabidopsis thaliana ve Nicotiana benthamiana
kullanilmustir. Bu bitkilerde yapilan ¢aligmalar, sistemin
fonksiyonerliginin ~ anlagilmast  ve  mekanizmanin
aydinlatilmasina yonelik olmustur. Yapilan caligmalarda
genellikle PDS (Phytoene desaturase sentase) geninin
mutasyonu hedeflenmigtir. PDS geni, karotenoid
biyosentez yolaginda gorev alan ve bircok biyosentez
yolagiyla iligkili olan 6nemli bir gendir (Wang ve ark.,
2009). Ogzellikle klorofilin yapisinda bulunan fitol
halkasinin ~ ve  plastokinon  olusumunun anahtar
genlerindendir. Bu nedenle CRSPR/Cas9 temelli genom
diizenleme c¢aligsmalarinda sistemin isglerliginin test
edilmesi ve mekanizmanin aydinlatilmas: amaciyla yaygin
olarak kullamilmustir (Fan ve ark., 2015; Kaur ve ark.,
2018; Nishitami ve ark., 2016)Bitkilerde CRSPR/Cas9
teknolojisi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda %89 oraninda
Arabidopsis thaliana kullanilmistir (Belhaj ve ark., 2013;
Li ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2014).

Model organizmalar ile yapilan basarili ¢alismalar
sonrasinda sistem, diinya genelinde insan beslenmesinde
temel besin kaynagi olan ve ekonomik degeri yiiksek piring
(Oriza sativa) ve ekmeklik bugdayda (Triticum aestivum
L.) denenmistir. Piringte  gergeklestirilen genom
diizenleme calismalarinin, %92’sini CRSPR/Cas9 temelli
calismalar olugturmaktadir (Belhaj ve ark., 2013). Yapilan
galismalarin bir kismi, ALS (acetolactata synthase, OsALS),
BElla (branching enzyme Ilb), MAP2 (mitogen-activated
protein kinase) ve EPSPs genlerinin mutasyonuna yonelik
caligmalardir (Belhaj ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2014).
Bugdayda PDS, MLO ve NAC2 gibi bazi genlerde
mutasyonlarin  olusturulmas: hedeflenmistir. Bugdayda
CRSPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak MLO geninde
olusturulan mutasyon sonucu sari1 pas hastaligina dayanikli
bitkiler elde edildigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2014;
Wang ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2016).

Spesifik karakterlerin mutasyonuna yonelik ¢aligmalar
olduk¢a farklillk  gostermektedir. Bitki 1slahinda
CRSPR/Cas9 teknolojisiile hedeflenen yeni karakterlerin
olusturulmasi, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi
dayanikli  bitkilerin  elde edilmesi, istenmeyen
fonksiyonlara sahip karakterlerin inaktivasyonu ve
ozellikle fonksiyonu bilinmeyen genlerin fonksiyonlarinin
aydmlatilmasina  yonelik ¢ok basarili  caligmalar
bildirilmistir. Solanum tuberusum’da patojen atagina karsi
dayanikliligin gelistirilmesi amaciyla yapilan c¢aligmada,
ALS (Acetolactate Synthasel) geninde mutasyon
olusturulmas1 hedeflenmistir. CRSPR/Cas9 teknolojisi
kullanilarak ALS geninde mutasyon olusturulmus ve
bitkinin ~ Geminiviriis  ataklarma karst dayaniklilik
kazandig1 bildirilmigtir (Pan ve ark., 2016). Cucumis
sativus L.’de yapilan ¢aligmada resesif elF4E (eukaryotic
translation initiation factor4E) geninde mutasyon
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hedeflenmistir. ~ CRSPR/Cas9  sistemi  kullanilarak
elF4E’nin N' ve C' terminallerinde nokta mutasyonlar
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP) olusturulmus ve
mutasyon goriilen gene sahip bitkiler selekte edilerek
gelistirilmistir. Gelistirilen bitkilerde Kabak Sar1 Mozaik
Viriis (Zucchini yellow mosaic viriis, ZYMV) ve Papaya
Halkalileke Viriisti (Papaya ring spot viriis, PRSV-W)
enfeksiyonlarina karst dayamiklilik gorildiigi rapor
edilmigtir ~ (Chandrasekaran ve ark., 2016). Hastalik
direncinin gelistirilmesine yonelik yapilan bir diger
calisma, limon, portakal ve altintopta yapilmistir.
Xanthomonas citri subspecies citri (Xcc) enfeksiyonu
turunggillerde 6nemli hasarlara neden olmaktadir. Hastalik
etkenine karst dayanikliligin gelistirilmesi amaci ile
Duncan altintop ¢esidinde, PthA4 (PthA4 effector binding
elements, EBEphas-CSLOBP )‘te promotor bdlgesinde
mutasyon hedeflenmistir. Aragtirma sonucunda promotor
bolgelerinde mutasyon goriilen bitkilerde hastalik etkenine
karst1 dayamiklilk goriildiigi ve bitkilerde olusan
dayanikliligin  temelinin mutasyon kaynakli oldugu
bildirilmistir (Jia ve ark., 2016). Valencia portakal
¢esidinde CRSPR/Cas9 temelli arastirmada, PDS1 geninin
mutasyonu hedeflenmis ve c¢aligma sonucunda PDS1
geninde mutasyonlarin olustugu ve sistemin etkinligi teyit
edilmistir (Jia ve ark., 2016).

CRSPR/Cas9 ile bitkilerde, sekonder metabolit
biyosentez yolagi ile iligkili genlerde mutasyon
hedeflenebilmektedir. Kardonnay {iziim ¢esidinde Tartarik
asit biyosentez diizeyinin degisimine yonelik mutasyon
hedeflenmistir. Calismada, ¢eside ait hiicre ve bitkiler
kullanilmis ve CRSPR/Cas9 sistemi ile Tartarik asit
biyosentez yolaginda regiilatif fonksiyona sahip ldnDH (L-
idonate dehydrogenase gene, 1dnDH) geninde mutasyon
olugturulmugtur. 1dnDH  geninde mutasyon goriilen
bitkilerde Tartarik asit birikimi tespit edilmistir (Ren ve
ark.,, 2016). Bir diger calisma mor havucta (Daucus
carota subsp. carota L) yapilmistir. Calismada MYB
transkripsiyon faktorii ailesine ait MYB-13 geninde
mutasyon hedeflenmistir. MYB-13 geni antosiyanin
biyosentez yolagi ile iligkili onemli bir gendir ve
antosiyanin  birikimini regilile etmektedir. Calisma
sonucunda MYB-13 geninde mutasyon goriilen mor havug
bitkisinde antosiyanin birikiminin arttig1 ve bunun sonucu
olarak havu¢ kdoklerinin renginin koyu mor renk aldigi
bildirilmistir (Xu ve Xiong 2019).

Bitkilerin biyotik ve abiyotik stres kosullarindan hasar
almadan veya minimum hasarla fizyolojik ve metabolik
faaliyetlerini siirdiirmesi igin transkripsiyon faktorii (TF)
genler regiilasyon gorevi yapmaktadirlar. CRSPR/Cas9
teknolojisi kullanilarak hedeflenen genlerin pozitif veya
negatif yonde regiilasyonunu amaglayan c¢aligmalar
yapilmistir. Domates (Lycopersicum esculentum L.)’te
CRSPR/Cas9 teknolojisi kullamilarak PIF4 (phytochrome
interacting  factor, SIPIF4) geninde  mutasyon
hedeflenmistir. PIF  geni, fitokrom biyosentezinin
regiilasyonundan sorumlu bHLH (basic helix-loop-helix)
transkripsiyon faktorii ailesine ait bir gendir. Yapilan
¢aligma sonucunda PIF geninde mutasyon
olusturulmustur. Mutasyon goriilen bitkilerde kimeralar
gozlenmistir (Pan ve ark., 2016). Yapilan bir diger
caligmada, domateste =~ NPR1  (Nonexpressor  of
pathogenesis-related genel, NPR1) geninin mutasyonuna
yoneliktir. NPR geni, bitkilerde 6zellikle abiyotik strese

kars1 regiilasyondan sorumlu bir transkripsiyon faktoriidiir.
Bu gen patojen kaynakli ataklarda savunma
mekanizmasinda regiilatif rol oynayan énemli bir gendir.
Ayni zamanda salisilik asit reseptoriidiir. Arastirmada
mutasyon sonucu inaktif hale gelen NPR1 geninin,
kuraklik stresine karsi bitkiye hassasiyet kazandirdigi ve
negatif ekspresyon diizeyini uyararak stomatal aktiviteyi
azalttig1 bildirilmistir (Li ve ark., 2019). Elmada yapilan
bir aragtirmada, Erwinia amylovora bakterisinin neden
oldugu Ates yamkligi hastaligima kars1 bitkiye
dayanikliligin - kazandirilmasidir. Bu amagla, bitkide
hastaliga duyarlilik olugturan MdDIPM4 protein geninde
mutasyon olusturulmustur. Mutasyon sonucu elde edilen
bitkilerde %50-%80 oraninda hastaliga hassasiyetin
azaldig1 bildirilmistir (Pompili ve ark., 2019). Elma ve
armutta yapilan bir diger c¢aligma ise bitkilerde
ciceklenmeyi baskilayict1  fonksiyona sahip TFL-1
(Terminale Flower-1) geninde mutasyon olusturulmasidir.
Bu c¢alismada TFL geninde olusturulan mutasyon
sonucunda bitkilerde, erken ¢igeklenmenin gorildigii
tespit edilmistir (Charrier ve ark., 2019). Uziimde (Vitis
vinifera) yapilan ¢aligmalarda PDS ve WRKY52
transkripsiyon faktorli geni mutasyonu amaglanmigtir.
Yapilan c¢aligmalarla PDS ve WRKY52 geninde
mutasyonlar  olusturulmus, olusturulan mutasyonlar
fenotipte gozlenmistir. Aragtirma sonrasinda WRKY52
geninde biallelik mutasyonlar olusmus ve WRKY52
geninde mutasyon goriilen bitkilerin kursuni kiif (Botrytis
cinerea.) hastaligina karsi dayaniklilik kazandigi tespit
edilmistir (Osakabe ve ark., 2018; Ren ve ark., 2016).
CRSPR/Cas9, islevi bilinmeyen genlerin
fonksiyonlarinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarda da
basarili  bir sekilde kullanilmistir. Cilekte yapilan
calismada TM6 MADS-BOX geninin fonksiyonun
anlasilmasi igin CRSPR/Cas9 sistemi kullanilmigtir. TM6
ve AP3 (APETALA3) genleri, MAD-BOX transkripsiyon
faktorii gen ailesine ait iiyelerdir. Ozellikle stamen ve pistil
gelisiminde Onemli fonksiyonlara sahip olan genlerde
mutasyonlar olusturulmustur. Mutasyon goriilen genlere
sahip Dbitkilerde anter gelisiminin zayifladigi, polen
sayisinda azalmalarin oldugu belirtilmistir (Martin-Pizarro

ve ark.,, 2019). Yapilan c¢alismalarla, CRSPR/Cas9
teknolojisinin ¢ok farkli ama¢ ve hedefler igin
kullanilabilecek  giiglii ~ bir  potansiyel  sundugu
goriilmektedir.

Sonuc¢

CRSPR/Cas9 teknolojisi, hedef odakli, arzu edilen gen
veya DNA lokuslarinda in vivo olarak yiiksek dogrulukla
kiriklar olusturabilen, oOkaryotik hiicrelerde uygulama
kolaylig1 saglayan potansiyeli yiiksek bir tekniktir.
Teknigin onemli 6zelliklerinden birisi de bir¢ok hiicre
tipine adapte olabilen bir fonksiyona sahip olmasidir. Bu
da ozellikle bitki 1slahina ¢ok biiyiik katkilar sunmakta,
bitki 1slaht ve 1slah programlarina degerli ¢aligmalar
kazandirmaktadir. CRSPR/Cas9 teknolojisi 6zellikle bitki
1slahinda kullanilacak etkili ve spesifik mutasyonlarin
olusturulmasina olanak tanimaktadir. Islah programlarinin
uzun zaman almasi, klasik 1slah ile istenilen karakterlerin
elde edilmesinin zor ve maliyetli olmast CRSPR/Cas
teknolojisini cazip kilmaktadir. Kisaca, bitki genom
diizenleme ¢aligmalar1 igin CRISPR/Cas9 sistemi, hizl,
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giivenilir, ucuz ve istenen dizilere uygun sgRNA dizaynina
olanak tanimast nedeniyle de esnek bir platform
saglamaktadir.
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