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Oz

Tarim tirtinlerinde hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 bitki patojenleri diinya ¢capinda ekonomik olarak 6énemli kayiplara neden olmaktadir.
Genom diizenleme teknolojileri 6zellikle de CRISPR/cas sistemi, tarim iriinlerinde gerek kalite gerekse verimin iyilestirilmesi amaciyla
son zamanlarda farkli alanlarda kullanilmigtir. Bakteri, arkea, faj ve yabanci plazmitlere karsi savunma saglayan CRISPR/cas sistemi
tarimsal Ozelliklerin arastirilmasi ve diizenlenmesi i¢in essiz firsatlar sunan bir aragtir. Bu derlemede hastaliklara neden olan
fitopatojenlere karsi miicadelede CRSPR/cas sisteminin kullanim etkinligi irdelenmistir. Ayrica CRISPR/cas sistemi araciligiyla fungus,
bakteri ve viriislere kars1 konukgu bitkide dayaniklilik ve duyarlilikta rol oynayan genlerin modifikasyonlarinin mevcut durumu ortaya
konmustur. Caligsmalar, CRISPR/cas sisteminin bitkilerde fitopatojenlere kars1 dayaniklilik saglamada etkili oldugunu ortaya koymustur.
Genom diizenleme alanindaki ilerlemeler ve CRISPR/cas ile transgen icermeyen bitkilerin elde edilmesi gelecekte bitki patolojisinde
yeni hastalik yonetim ve miicadele stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayabilecektir. Ayrica gelecekte CRISPR/cas genom
diizenleme teknolojisi ile birden fazla patojene es zamanli olarak dayanikli bitkilerin gelistirilmesi de miimkiin olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR, Genom Diizenleme, Fitopatojenler, Bitki Islahi, Siirdiiriilebilir Tarim.

CRISPR/Cas Technology in Resistance to Phytopathogens

Abstract

The intracellular and extracellular plant pathogens cause economically significant loss to agricultural products worldwide. Genome
editing technologies, especially the CRISPR/cas system, have recently been used in different fields in order to improve both quality and
yield in agricultural products. The CRISPR/cas system which provides defense in microorganisms against bacteria, archaea, phage and
foreign plasmids is a tool that offers unique opportunities for research and regulation of agricultural properties. In this review, the
effectiveness of the CRSPR/cas system in the fight against phyto-pathogens causing diseases was discussed. In addition, the current
status of modifications through the CRISPR/cas system of genes that play a role in resistance and susceptibility to the host plant against
fungi, bacteria and viruses was revealed. The CRISPR/cas system has been shown to be effective in providing resistance to phyto-
pathogens that have destructive effects on plants. Advances in genome editing and the production of transgene-free plants with
CRISPR/Cas will enable the development of new disease management and control strategies in plant pathology. In the future, it will be
possible to develop resistant plants to more than one pathogen simultaneously with CRISPR/cas genome editing technology.
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1. Giris

Kiiresel popiilasyonun siirekli olarak artmasindan dolay1
giiniimiiz problemlerinden biri gelecek nesillerin ihtiya¢ duyacagi
besin kaynaklarinin yetersizligidir. Bu talebi kargilamak ig¢in
2005-2050 yillar1 arasinda besin iiretiminin %100 ile %110
arttirllmast gerekmektedir (Tilman ve ark.,, 2011). Bitkiler
yasamlar1 boyunca farkli abiyotik ve biyotik stres faktdrlerinden
etkilenmektedir (Zaidi ve ark., 2016). Bu stres faktorleri fiziksel,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde bitkileri etkileyerek
cogunlukla verim ve kalitede azalig, biiyiime ve gelismede
anormallikler, bitki fizyolojisinde bozulma gibi olumsuz etkilere
neden olmaktadirlar. Dolayisiyla bitkileri abiyotik ve biyotik stres
faktorlerinden korumak ya da onlari strese karsi dayanikli kilmak
stirdiiriilebilir tarim adina biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bitkilerin
hastaliklara kars1 dayanakliginin arttirilmas: siirekli olarak artan
insan niifusunun besin ihtiyacim1 karsilamak adina 6nem
tasimaktadir (FAO, 2017). Dayanikli ¢esitler kullanarak hastalig
kontrol etme yaklasimi genellikle tarimda kullanighh bir
yontemdir. Ancak ¢ogu bitki patojeninin yiiksek evrimsel
potansiyele sahip olmasindan dolay1 bitkilerde mevcut olan
dayanikliligin kirilmasi her zaman muhtemeldir. Rekombinasyon
ya da mutasyon gibi farkli mekanizmalar ile ortaya ¢ikan yeni
patojen 1rki, dayanikli bitkilerde hastalik dayanikliligini
kirdiginda, dogal seleksiyon aracilifiyla yeni genotipin
frekansinin artmast ve hizli bir sekilde diger lokasyonlara
yayilmasi nedeniyle mevcut hastalik yonetim stratejileri hizli bir
sekilde etkisiz hale gelebilmektedir (Borrelli ve ark., 2018).
Bitkilerde genetik varyasyon olusturmak, siirdiiriilebilir tarimin
ve hastalik yonetim stratejilerinin esaslarindan biridir (Griggs ve
ark., 2014). Geleneksel 1slah programi bitkilere dayaniklilik
saglayan dogal ya da uyarilmis allellerin belirlenmesi ve bu
allellerin farkli 1slah teknikleri ile Gistiin genotiplere aktarilmasina
dayalidir. Mutasyon 1slah1 ve geleneksel 1slah yontemleri
patojenlere karsi dayanakliligi arttirmak igin genis Olgiide
bitkilerde uygulanmistir. Mutasyon 1slahi ile olusturulan birgok
bitki, ¢esitli hastaliklara karsi dayaniklilik gostermistir (Miklis ve
ark., 2007; Christopoulou ve ark., 2015). Geleneksel 1slah
yaklagiminin etkinligi mevcut fonksiyonel ¢esitlilige baglidir. Bu
cesitlilik kiiltiire alma siiresince ortaya ¢ikan genetik darbogaz
nedeniyle sinirlt kalmaktdir (Shi ve ark., 2015). Dogal ya da
rastgele uyarilma sonucunda elde edilen ¢esitlilik, 1slah siirecinde
siirlayict faktorlerdendir ve bitki 1slahinda tahmin edilemeyen
sonuglara neden olmaktadir (Watson ve ark., 2018; Scheben ve
ark., 2018). Gelisen teknoloji ile birlikte birgok bitkinin genom ve
transkriptom sekanslarinin mevcut olmasi bitki 1slahinda yeni bir
donem baglatmistir (Borrelli ve ark., 2018). Biyoteknolojideki
hizli gelismeler bitki 1slahina farkli bir boyut kazandirmstir.
Genom diizenleme teknigi son zamanlarda bitki 1slahinda popiiler
olan biyoteknolojik yaklasimlardan biridir. Genom diizenleme,
dizi spesifik niikleazlarin kullanilarak herhangi bir organizmanin
genomunda istenilen DNA dizisinde ¢ikarma, ekleme ya da parca
degisimi seklinde degisimler meydana getirme olayidir (Dunn ve
Pinkert, 2014). Genom diizenleme, genomik lokusta tam, etkili ve
hedef modifikasyanlara imkan saglayan ileri molekiiler biyoloji
tekniklerini igeren bir uygulama alanidir (Gao ve ark., 2015).
Genom diizenleme teknolojisinin bitki 1slahinda kullanimi ile
caprazlama ve rekombinasyondan kaynaklanacak potansiyel
zararl allel olusumundan kaginilmakta ve dogrudan genotiplerin
iyilestirilmesi miimkiin olmaktadir (Zhang ve ark., 2014).

Geleneksel 1slahta genetik ¢esitlilik saglamak i¢in kullanilan
tekniklerden biri de gamma 1511 araciligryla DNA’da ¢ift iplik
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kiriginin (DNA double-strand break=DBS) olusturulmasidir. Bu
cift iplik kiriginin onarimi DNA hasar onarim mekanizmalari ile
gerceklestirilmektedir  (Puchta, 2005). Bu mekanizmanin
gerceklesmesi esnasinda delesyon ve insersiyon gibi mutasyonlar
1slah popiilasyonunda onceden var olmayan yeni allellerin
olusumuna neden olmaktadir. Bu yeni alleller bitkilerin
iyilestirilmesi igin bitki 1slahi ile iistiin genotiplere aktarilabilir
(Pacher ve Puchta, 2016). Transgenik yaklagimlar ile akraba
olmayan tiirlerden dahi arzu edilen 6zelliklerin iistiin genotiplere
aktarilmasi miimkiin olmustur. Ancak hem geleneksel mutasyon
1slah1 hem de transgenik yaklasimlar ¢cogunlukla rastgele DNA
dizisinde mutasyon ve gen insersiyonuna neden olmaktadir.
Ayrica bu teknikler ile arzu edilen bir modifikasyondan ¢ok daha
fazlas1 olusabilmektedir (Herrera-Estrella ve ark., 1983; Klein ve
ark., 1988). Dizi spesifik niikleazlarin yonlendirilmis mutasyonda
kullanilabileceginin kesfinden sonra arastirmacilar bu niikleazlar
ile genom diizenleme caligmalar1 {izerine odaklanmigtir (Puchta
ve ark., 1993; Salomon ve ark., 1998; Puchta ve ark., 1996). Dizi
spesifik niikleazlarin kullanimiyla genom diizenleme, prensip
olarak hedef DNA dizisinde ¢ift iplik kiriklar1 (double-stranded
breaks = DBSs) olusturmak ve hiicre tamir mekanizmalariyla bu
kiriklarin onarilmasi esasina dayanmaktadir. iki farkli DBS
onarim yolagi tanimlanmistir; homolog olmayan ug birlestirme
(Non-Homolog End Joining-NEHJ) ve yonlendirilmis homolog
rekombinasyon  (Homolog-Directed  Recombination-HDR).
NEHJ tamir mekanizmasi hataya meyilli onarim mekanizmasi
olup cift iplik kiriklar1 onarilirken DNA dizisinde delesyon ve
insersiyon meydana gelme olasilig1 yiiksektir. HDR ile DNA ¢ift
iplik onarim mekanizmas: dondr bir DNA pargasinin var olma
durumunda gergeklesmekte ve burada onarim sonrasinda parca
degisimi s6z konusudur (Puchta, 2005) (Sekil 1). Gelisen
teknoloji ile birlikte ortaya ¢ikan bir diger genome diizenleme
teknigi CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats: diizenli araliklar ile boliinmiis palindromik
tekrar kiimeleri) yontemidir. CRISPR teknigi kolay dizayn
edilebilir ve uygulanabilir olmasinin yaninda daha yiiksek basari
oranina sahip olmasi ve daha ucuz maliyet gereksiniminden
dolaytr diger genom diizenleme teknikliklerine oranla daha
popiiler bir tekniktir. Bu derlemede CRISPR genom diizenleme
teknolojisinin model ve Onemli tarim bitkilerinde 6zellikle
fungus, bakteri ve viriis gibi bitki patojenlerine kars1 dayaniklilik
saglamak amaciyla kullanimi irdelenmistir.

2. CRISPR/Cas

Prokaryotik genomda yaygin olarak bulunan CRISPR DNA
bolgesi; farkli cas proteinlerini  kodlayan cas genleri,
transkripsiyonun baglamasi i¢in gerekli olan oncii dizi (leading
sequence), tekrar dizileri ve tekrar dizilerinin arasinda yer alan
“spacer” adi verilen dizilerden olugmaktadir (Karimi ve ark.,
2018). CRISPR dizileri ilk kez Ishino ve ark. (1897) tarafindan,
E. coli’de egzotik tekrar dizileri olarak kesfedilmis ve o donemde
bu dizilerin ne ige yaradig1r merak konusu olmustur. Jansen ve ark.
(2002), bu dizileri diizenli araliklar ile boliinmiis palindromik
tekrar kiimeleri anlaminda CRISPR akronimi ile ifade etmislerdir.
Mojica ve ark. (2005) tarafindan tekrar dizileri arasinda yer alan
“spacer” ad1 verilen dizilerin, yabanci bir genomdan koken aldig:
ortaya c¢ikarilmistir. Barrangou ve ark. (2007), CRISPR/cas
sisteminin prokaryotlarda viriislere karst savunmada rol
oynadigin1 ve bu sistem sayesinde bakterinin, immiin sistemine
benzer bir tarzda bakteriyofaj gibi yabanci organizmanin genomik
saldirilarindan kendini korudugunu deneysel olarak kanitlamistir.
Bakterilerde CRISPR savunma sisteminin 3 ana agsamasi
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bulunmaktadir. Bunlar; adaptasyon, ekspresyon ve saldirganin
taninip yok edilmesi asamalarindan olusmaktadir. Adaptasyon,
bakteri hiicre igerisine giren viral niikleik asit dizisinin bakteri
genomunda yer alan CRISPR adi verilen DNA bdlgesine
yerlestirilmesi agamasidir. Ekspresyon asamasi, CRISPR
lokusunun transkripsiyonu sonucunda Onciil bir crRNA
olusturulmast ve bu crRNA’larin cas proteinleri aracilifiyla
igslenerek olgun bir crRNA molekiilii olugturulmasi siire¢lerini
kapsamaktadir. Savunmanin son asamasi saldirganin tanininip
yok edilmesi asamasidir. Bu asamada crRNA molekiilleri ve cas
proteinleri kullanilarak yabanci genomik dizinin kesilerek
pargalanmasi saglanir (Horvath ve Barrangou, 2010).

Jinek ve ark. (2012) tarafindan genom miihendisligi
aracilifiyla  olusturulan  Cas9’un  genom  diizenlemede
kullanilabileceginin kesfi ile birlikte 2013 yilinda CRISPR/cas
teknolojisi ile genom diizenleme g¢aligmalart hizli bir sekilde
artmaya baglamigti. Genom miihendisligi ile olusturulan bu
niikleazlar RNA-guided engineered nucleases (RGENSs) olarak
isimlendirilmektedir. RGEN’ler iki bilesenden olusan, tam bir

genetik modifikasyon saglayan sekans spesifik programlanabilir
niikleazlardir (Kim ve Kim, 2014). Cas9 niikleaz ve single guide
RNA (sgRNA) RGEN’lerin temel bilesenidir. sgRNA
tamamlayici hedef diziye, cas9 niikleazi yonlendiren 5’ ugta 20
niikleotite sahip bir RNA molekiiliidiir. gRNA’nin ilk 20
niikleotiti degistirilerek, herhangi bir N20-NGG seklindeki DNA
sekans1 genom diizenleme i¢in hedef olarak segilebilir ( Sander ve
Jaung, 2014). 2013’iin baslarinda insan genomunda genom
diizenleme amaciyla CRISPR/cas teknolojisi uygulanirken, 2013
ortalarinda CRISPR/cas teknigi tek bir adimda tek bir nesilde
birden fazla fare geninin diizenlenmesi amactyla kullanilmigtir
(Wang ve ark., 2013). Son zamanlarda bu teknoloji biyomedikal,
biyoteknoloji, kanser immunoterapi, as1 gelisimi, gen terapisi ve
biyo-yakit endiistrisi gibi bir¢cok alanda uygulanmistir (Dai ve
ark., 2016; Lau, 2018; Javed ve ark., 2018; Bayat ve ark., 2018).
Ayrica tarim alaninda kullanilan piring, sorgum, bugday, misir
gibi bircok bitkinin genomlart farkli amaglar dogrultusunda
CRISPR/cas teknolojisi ile diizenlenmistir (Jiang ve ark., 2013;
Wang ve ark., 2014; Svitashev ve ark., 2015; Osakabe ve ark.,
2016).
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Sekil 1. Dizi spesifik niikleazlar ile genom diizenleme; ¢ift iplik kiriklart NHEJ ya da HR araciligiyla onariliv. Onarim sonrasinda ilgili genin

inaktivasyonu, modifikasyonu ya da yeni bir genin insersiyonu gibi olaylar ger¢eklesebilmektedir (Bortesi ve Fischer, 2015)

Genom diizenleme teknolojilerinden biri olan CRISPR/cas
sistemi son zamanlarda bitkilerde cesitli patojenlerin neden
oldugu hastaliklara kargi dayaniklilik saglamak amaciyla
kullanilmis ve bagarili sonuglar elde edilmistir (Cizelge 1).

2.1. CRISPR/Cas Teknolojisinin Antifungal Aktivitesi

Fitopatojenik funguslar tarimin baslangicindan beri bitkileri
tehdit eden ajanlardan biri olmuslar ve bitkilerde kolonize
olabilmek i¢in cesitli stratejiler gelistirmislerdir. Bitki-fungus
interaksiyonu, faydali bir interaksiyondan konak¢i bitkinin
Oliimiine kadar degisebilen yelpazedeki kosullar1 kapsamaktadir.
Fungus infeksiyonlar bitkilerde solgunluk, ¢iiriikliik, nekroz, ur,
yapraklarda kloroz ve leke gibi farkli hastalik simptomlarina ek
olarak bitki Sliimiine kadar varan sonuglara neden olmaktadir.
Fungal patojenler, yiiksek genetik degisiklige sahiptir. Boylece
patojenin yeni konukgu bitkilere hizli bir sekilde yayilmasina,
fungisite kars1 dayaniklilik gelistirmesine ve bitki direng geni (R
geni) aracilifiyla saglanan dayanikliligin kirilmasina neden
olmaktadir (Doehlemann ve ark., 2017). Dolayisiyla fitopatojen
funguslar ile miicadelede yeni stratejilerin  gelistirilmesi
gerekliligi arastirmacilarin siirekli odak noktasi haline gelmistir.
Gilintimiizde CRISPR/cas genom diizenleme teknolojisi sayesinde
konukgu bitkide bulunan R ve duyarlilik genleri (S genleri) hedef
alimarak funguslara karst dayamiklilik igin yeni stratejiler
gelistirme cabalar1 popiiler hale gelmistir (Borrelli ve ark., 2018).
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Funguslar tarafindan ¢ogu bitkide goriilen kiilleme hastaligi,
yiiksek derecede ekonomik kayiba neden olan, 6zellikle bugday
basta olmak iizere bir¢ok tarla bitkisinde tahrip edici bir fungal
hastaliktir (Ates Sénmezoglu ve ark., 2019). Ornegin, Blumeria
graminis f. sp. tritici (Bgt) bugdayda kiillemeye neden olarak {iriin
ve verim kaybina sebep olmaktadir. Islah aracilifiyla dayanikli
bitkiler yetistirme, kiilleme ile miicadelede etkili, ekonomik ve
cevre dostu bir yaklasimdir. Dayaniklilik genleri {stiin
genotiplere melezleme yolu ile aktarilmaktadir. Ancak bitkide
dayaniklilik genlerinin ¢ogu, irka spesifik oldugundan dolay1 yeni
wklarin ortaya ¢ikmasi kiilleme ile miicadeleyi zorlastirmaktadir.
Bitkilerde bulunan MLO (Mildew Locus O) genleri kiillemeye
karst duyarlilik saglamakta ve bu genlerde fonksiyon kaybinin
olmast durumunda bitkiler genis spektrumda fungal patojenlere
dayanikli hale gelmektedir (Piffanelli ve ark., 2004; Consonni ve
ark., 2006). Arpa MLO mutantlarinin kesfedilmesi, kiillemeye
dayanikli bitkiler elde edilmesi i¢in bitki 1slahinda 6nemli
adimlardan biri olmustur (Lyngkjer ve ark., 2000). Wang ve ark.
(2014), allo-hekzaploid ekmeklik bugdayda TALEN ve CRISPR
teknolojilerini birlikte kullanarak kiillemeye neden olan Blumeria
graminis f. sp. tritici (Bgt)’ye kars1 dayaniklilik saglamigslardir.
TALEN ve CRISPR teknolojisi ile TaMLO geninin biitiin
kopyalar1 es zamanli mutasyona ugratildiginda kiillemeye karsi
dayanikli bugday bitkileri elde edilmistir. Bu sonu¢lar CRISPR
teknolojisinin, farkli ploidi gosteren bitkilerde dahi genom
diizenleme i¢in uygun bir ara¢ oldugunu gostermistir. Oidium
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neolycopersici domateste kiillemeye neden olan obligat biotrof
bir fungus tliriidiir ve domatesin yaprak yiizeyinde beyaz
lezyonlara neden olmaktadir. Fungusun siddetli enfeksiyonlarinda
yaprak klorozu, meyvede olgunlagsmadan dokiilme, meyve boyutu
ve kalitesinde azalma goriilmektedir. Domateste tanimlanan 16
Milo geni ve bu genler arasindan SIMlol geninin kiillemeye karst
duyarlilikta 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Zheng ve ark.,
2016). CRISPR/cas9 teknolojisi ile iki sgRNA kullanilarak
SIMlo1 geni lizerinde iki farkli nokta hedef segilerek 48 bp (baz
¢ifti)’lik bir delesyon olusturulmustur. Yeni varyeteler “Tomelo”
olarak adlandirilmis ve bu ¢esidin Oidium neolycopersici’ye karsi
dayanikli oldugu gosterilmistir (Nekrasov ve ark., 2017). Ayrica
CRISPR/cas teknolojisi Erysiphe necator (Malnoy ve ark., 2016),
Botrytis cinerea (Wang ve ark., 2018a), Blumeria graminis f. sp.
tritici (Bgt) (Zhang ve ark., 2017) ve Magnaporthe oryzae (Wang
ve ark., 2016) gibi patojen funguslara kars1 direncli bitkiler elde
edilmesi amaciyla kullanilmigtir. Son zamanlarda CRISPR
teknolojisinin biyolojik miicadelede kullanim potansiyeli olan
antagonist ya da non-viriilent irk olan funguslarin gelistirilmesine
de olanak sagladigi gosterilmistir (Vicente Muiloz ve ark., 2017,
Wang ve ark., 2018b; Vicente Muioz ve ark., 2019).

2.2. CRISPR/Cas Teknolojisinin Antibakteriyel Kullanim
Alanlart

Bitki patojeni bakterilerin gogunlugu ¢ubuk seklinde olmakla
birlikte Streptomyces genusuna ait olanlar ipliksi formdadir. Bitki
patojeni bakteriler parazit gibi konukgu bitki iizerinde gelisebilen
heterotropik organizmalardir. Bu bakteriler bitki dokusundan
dogrudan giris yapamazlar ve infeksiyon stoma, hidatod gibi
dogal acikliklar veya yaralar araciligiyla meydana gelmektedir.
1nfeksiy0n sonrasi bitkide nekroz, yanik, kanser, solgunluk, timor
gibi temel simptomlar gelismektedir (Sobiczewski, 2008). Bakteri
hastaliklarina karg1 miicadelede bazi antibakteriyel bilesiklerin ve
antimikrobiyal peptidlerin kullaniminin yani sira biyolojik
miicadele, kiiltiirel onlemler gibi yontemler uygulanmaktadir.
Ayrica belirli kimyasallar ile bitkilerde sistemik kazanilmis
dayaniklilik (SAR) sisteminin uyarimi bakteriyel kanser hastaligi,
bakteriyel solgunluk ve ates yanikligi gibi patho-sistemlerde
hastaligin 6nlenmesinde biiyiik basar1 saglamistir (Maxson-Stein
ve ark., 2002; Pradhanang ve ark., 2005; Sen ve ark., 2015). SAR
sisteminden bagka, bitkide bulunan diger bir uyarilmis
dayaniklilik sistemi olan ISR’nin uyarilmasiyla da P. syringae,
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, R. solanacearum gibi farkli
bakteriyel patojenlere karsi dayaniklilik saglanmistir (Kloepper
ve ark., 2004).

Son yillarda bitki ve patojenik bakteri arasindaki
interaksiyonda rol oynayan bir¢ok bilesik ortaya konmustur. Bitki
ve patojen bakterilerden elde edilen genomik ve transkriptomik
veriler ile birlikte yeni nesil sekanslama teknolojisinin gelismesi,
bitkiler tarafindan harekete gecirilen savunma sistemi ve
bakteriyel patojenlerin infeksiyon i¢in bitkinin immiin sistemini
nasil bertaraf ettigi ile ilgili bilgilerimiz her gecen giin artmaktadir
(Jones ve Dangl, 2006). Onemli tarim bitkilerinde R genlerinin
tanimlanmas1 ve TUstiin genotiplere bu genlerin aktarilmasi
fitobakterilerin genis bir grubunda hastalik yonetim stratejilerine
pozitif bir ivme kazandirmistir. Ancak bakteriler tarafindan
olusturulan effektdrlerdeki mutasyonel modifikasyonlar sonucu
yeni patojen irklarinin olugmasi dayanakliligin kirilmasina neden
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oldugundan, R genleri ile saglanan dayaniklilik sabit
kalmamaktadir. Bakterilere karsi bitkilerde direng saglamak
amaciyla yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda yeni ¢esitlere ve {istiin
genotiplere R gen gruplarinin aktarilmasi bitki 1slahinda yaygin
bir strateji haline gelmistir (Leach ve ark., 2001). Son zamanlarda
CRISPR/cas gibi gelisen genom diizenleme teknolojileri bakteri
hastaliklarina karsi miicadelede yeni bir ¢igir agnmis ve bu
teknolojinin bitkilerde bakterilere karsi dayaniklilik saglamak
amacityla uygulandigr  farkli  g¢aligmalar  yiiriitiilmustiir.
OsSWEET13 geni bitki patojen interaksiyonunda yer alan sukroz
tastyict proteini kodlayan bir duyarhilik genidir. Xanthomonas
oryzae pv. oryzae konukgu bitkide OsSWEET 13 geninin ifadesini
uyaran PthXo2 ad1 verilen effektdr bir protein iiretir ve bu protein
ile OsSWEET13 geninin ifadesi sonucu konuk¢uda duyarlilik
gelismektedir (Li ve ark., 2012). OsSWEET13 geni bakimindan
CRISPR/cas9 ile elde edilen null mutantlarin bakteriyel yanikliga
karst dayanikli oldugu ve PthXo2’nin hastaliga duyarlilikta
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (Zhou ve ark., 2015). Erwinia
amylovora, Rosaceae familyasi igerisindeki konukgu tiirleri
etkileyen tahrip edici bitki hastaliklarindan olan ates yanikligina
neden olan bir bakteridir. Ayrica Erwinia amylovora elma, armut
ve ayva bitkilerinin yan1 sira hem ticari hem de siis bitkisi olan
bitkileri de kiiresel olarak tehdit etmektedir (Piqué ve ark., 2015).
Genetik miihendisligi aracilifiyla ates yanikligina dayaniklilig
arttiran bircok aday gen belirlenmis olmasina ragmen, genetigi
degistirilmis organizmalar ile ilgili sosyal ve diizenleyici
engellerden dolay1 Erwinia amylovora 'ya dayanikli bir ¢esit ticari
olarak mevcut degildir (Singh ve ark., 2006). Ates yanikligina
karst dayamiklilik saglamak amaciyla CRISPR sistemi
kullanilarak ticari bir elma c¢esidi olan Golden delicious’un
protoplastina cas9 ve farkli sgRNA’lar PEG araciligiyla
aktarilarak DIPM-1, DIPM-2, ve DIPM-4 genlerinde mutasyon
olusturulmustur. Boylece transgen igermeyen mutant bitkiler elde

edilebilme potansiyeli, CRISPR/cas sistemi ile genomu
diizenlenen bitkilerin  genetigi degistirilmis organizmalar
(GDO)’in  diizenlemelerinden  gegebilecegini  gostermistir

(Malnoy ve ark., 2016). Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto)
domates benek hastaligina neden olan bir bakteri tiirtidiir.
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto) coronatine (COR) ad1
verilen bir bilesik iireterek stomal agikliga olanak saglayarak
bakterilerin yaprakta kolonizasyonuna imkan saglamaktadir.
Coronatine biyoaktif jasmonik asiti (JA) taklit eden bir bilesiktir
(Fonseca ve ark., 2009). COR JA yolagini tesvik ederek salisilik
asit (SA) bagimli savunma sistemini baskilamaktadir (Zheng ve
ark., 2012). Patojen Pto DC3000’in neden oldugu bakteriyel
benek hastaligina kars1 dayanikliligi arttirmak adina SIJAZ2Ajas
geninde delesyon olusturmak i¢in domates bitkisinde
CRISPR/cas9 genom diizenleme teknolojisi kullanilmigtir.
CRISPR/cas9 ile olusturulan SIJAZ2Ajas geni bakimindan
mutant domateslerin yabani tipler ile karsilastirildiginda domates
benek hastaligina karst dayanikli oldugu tespit edilmistir. Ayrica
bu mutant domateslerin Botrytis cinerea’ya karst da dayanikli
oldugu rapor edilmistir (Ortigosa ve ark., 2019). Xanthomonas
citri subsp. citri (Xcc) (Jia ve ark., 2016), P. syringae, X. gardneri,
X. perforans (de Toledo Thomazella ve ark., 2016) gibi patojen
bakterilere karsi turunggil ve domateste dayaniklik saglamada
CRISPR/cas genom diizenleme tekniginin basarili oldugu
gosterilmistir.
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Tablo 1. CRISPR/Cas Sisteminin Bitki Patojenlerine Dayaniklilik Saglamada Kullanimi

Bitki tiirii Patojen Gen editor/ niikleaz Hedef gen Litratiir
Bugday Blumeria graminis f. sp. tritici TALEN ve TaMLO-Al, TaMLO- Wang ve ark., 2014
CRISPR/cas9 B1 ve TaMLO-DI
Domates Oidium neolycopersici CRISPR/cas9 SiMlol Nekrasov ve ark., 2017
Asma Erysiphe necator CRISPR/cas9 VwMLO7 Malnoy ve ark., 2016
Bugday Erysiphe cichoracearum CRISPR/cas9 TaEDRI Zhang ve ark., 2017
Asma Botrytis cinerea CRISPR/cas9 VvWRKYS52 Wang ve ark.,2018b
Piring Xanthomonas oryzae pv. oryzae CRISPR/cas9 OsSWEETI13 Zhou ve ark., 2015
Elma Erwinia amylovora CRISPR/cas9 DIPM-1, DIPM-2 ve DIPM-  Malnoy ve ark., 2016
4
Domates Pseudomonas syringae pv. tomato CRISPR/cas9 SIJAZ245as Ortigosa ve ark., 2019
Turunggil Xanthomonas citri subsp. citri CRISPR/cas9 CsLOBI Jia ve ark., 2016
Turuncgil Xanthomonas citri subsp. citri CRISPR/cas9 EBEpi4 Peng ve ark., 2017
Domates Pseudomonas syringae pv. tomato, CRISPR/cas9 SIDMR6-1 de Toledo Thomazella,
Phytophthora capsici, ve ark., 2016
Xanthomonas spp.
N. benthamiana Beet severe curly top virus CRISPR/cas9 IR, CP, Rep Ji ve ark., 2015
A. thaliana
N. benthamiana Bean yellow dwarf virus CRISPR/cas9 LIR, Rep Baltes ve ark., 2015
N. benthamiana Tomato yellow leaf curl virus, CRISPR/cas9 CP, Rep ve IR Ali ve ark., 2015
Beet curly top virus,
Merremia mosaic virus
Domates Pseudomonas syringae pv. tomato CRISPR/cas9 SLJAZ24jas Ortigosa ve ark., 2019
N. benthamiana Cotton Leaf Curl Kokhran Virus, Merremia mosaic ~ CRISPR/cas9 CP, Rep, ve IR Ali ve ark., 2016
virus,
Tomato yellow leaf curl virus
Arpa Whaet dwarf virus CRISPR/cas9 CP/MP, LIR, Rep Kis ve ark., 2019
Domates Tomato yellow leaf curl virus CRISPR/cas9 Rep, CP Tashkandi ve ark., 2018
A. thaliana, Cucumber moasic virus, Tabacco mosaic virus CRISPR/FnCas9 ORF'la, ORFCP ve 3’-UTR Zhang ve ark., 2018
N. benthamiana
N. benthamiana Turnip mosaic virus CRISPR/casl3a GFP-1, GFP-2, HC-Pro, CP. Aman ve ark., 2018
Patates Potato virus Y CRISPR/cas13a P3, CI, NIb ve CP Zhan ve ark., 2019
Hiyar Cucumber vein yellowing virus, Zucchini yellow  CRISPR/cas9 elF4E Chandrasekaran ve ark.,
mosaic virus, Papaya ring spot mosaic virus-W 2016
A. thaliana Turnip mosaic virus CRISPR/cas9 elF4E Pyott et al., 2016
Piring Rice tungro spherical virus CRISPR/cas9 elF4G Macovei ve ark., 2018

2.3. Prokaryotik Immiin sistemi CRISPR/Cas Ile Viriislere
Dayanikl Bitki Olusturma

Biyotik stresler arasinda 6nemli bir yeri olan fitopatojenik
virtisler her y1l diinya ¢apinda tarim {iriinlerinin veriminde %10-
15 oraninda bir azalisa sebep olmaktadir (Mahy ve van
Regenmortel, 2009). Bitki viriislerine karsi konukgu bitki
dayaniklilig1 arttirilarak bu kaybin bir kismi 6nlenebilmektedir.
Bitki viriislerinin kontrolii genellikle viriisii tasiyan vektorlere
kars1 pestisit kullanimina baghdir, ancak bdylesi bir yaklasim
gevre lizerinde bircok olumsuz etkiye sahiptir (Bragard ve ark.,
2013). Viriis hastaliklar1 ile miicadelede bitkilerde bulunan viral
dayaniklilik faktorleri kullanilmaktadir ve bu yontem ile bir¢cok
virlis infeksiyonuna karsi dayaniklilik saglanmistir (Ziebell,
2016). Bitkilerde bulunan viriis dayaniklilik genleri kiiltiire alinan
bir¢ok Kkiiltiir bitkisinin virlise karsi dayanikli kilinmasi adina
kullanilmistir  (Gémez ve ark., 2009). Ancak dayaniklilik
genlerinin kullanilarak viriislere karsi dayaniklilik saglama
caligmalarinin temel dezavantaji viriise karsi stabil dayanikli bir
bitki gelistirmenin uzun zaman ve yiiksek maliyet gerektirmesidir
(Kang ve ark., 2005a). Son 30 yilda viriis proteinlerinin ya da
genomlarmin transgenik olarak bitkide ifadesi (ekspresyon)
yaklagimi virlislere dayaniklilik saglamak adina genis oOlgiide
uygulanmigtir (Ding ve Voinnet, 2007). Her ne kadar viriislere
kars1 dayanikli bitkilerin kullanimryla bitki viriisleri ile miicadele
edilse de viriislerin ¢esitliligi, hizli evrimi ve gogunlukla bdcek
vektorler ile bitkilere taginmalari, bitki viriis hastaliklarini kontrol
etme yaklasimlarini etkisiz hale getirmektedir (Hanley-Bowdoin
ve ark., 2013). Dolayistyla bitki viriisleri ile miicadelede yeni
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stratejilerin  gelistirilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir. Genom
diizenleme alanindaki ilerlemeler tarim tiriinlerinde dayanikliligin
arttirilmasi konusunda da yeni imkanlar sunmaktadir. Son yillarda
popiiler olan CRISPR/cas sistemi bitkilerde hem biyotik hem de
abiyotik  strese karst dayamiklilik saglamak amaciyla
uygulanmistir (Arora ve Narula, 2017). Farkli CRISPR/cas
stratejileri 6karyotik DNA ya da RNA virlis genomlarinin etkili
bir sekilde interferansi adina kullanilmistir (Price ve ark., 2015;
Price ve ark., 2016). CRISPR/cas sistemi iki farkli yaklagim ile
bitkilerde viriislere karsi dayamikliik  saglamak igin
kullanilmaktadir. Tk yaklasimda episomal ya da bitki genomuna
entegre olmus viral genom hedef alinarak viriis replikasyonu
engellenirken, ikinci yaklagimda ise virlis enfeksiyonu ve
¢ogalmasi i¢in 6nemli olan konukgu bitki faktérleri CRISPR/cas
sistemi ile etkisiz hale getirilerek viriislere karst bitkide
dayaniklilik saglanmaktadir (Mahas ve Mahfouz, 2018).

Geminivirisler, 360’dan fazla tiir iceren DNA viriisleridirler
(Zerbini ve ark., 2017). Sirkiiler ve tek iplikli DNA genomuna
sahip olan geminiviriisler, konukgu bitkinin hiicre ¢ekirdeginde
ara form olan ¢ift iplikli DNA (double-stranded DNA; dsDNA)
araciligiyla replike olurlar (Hanley-Bowdoin ve ark., 2013). Bu
ara form genom diizenleme teknolojisinde kullanilan sekans
spesifik niikleazlar i¢in uygun bir hedeftir (Yin ve Qui, 2019).
CRISPR genom diizenleme teknigi ile seker pancar1 tepe
kivircikligr hastaliginin etmeni olan Beet severe curly top virus
(BSCTV)’line karst Nicotiana benthamiana ve Arabidopsis
model bitkilerinde dayamiklilik saglanmistir (Ji ve ark., 2015).
Fasulye sar1 ciicelik hastalig1 etmeni olan Bean yellow dwarfvirus
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(BeYDV)’iine kars1 dayanikli bitkiler elde etmede CRISPR/cas9
genom diizenleme tekniginin oldukca basarili oldugu rapor
edilmistir (Baltes ve ark., 2015). Ali ve ark. (2015),
Begomoviriis’lere dayaniklilik saglamak icin konukgu hiicre
icerisinde ifade olan ve replikasyon siiresince viriis genomunun
parcalanmasini saglayan CRISPR/cas9 sistemini kullanmislardir.
Calismada cas9 endoniikleazini stabil olarak ifade eden M.
benthamiana bitkilerine Tobacco rattle virus (TRV) vektorii
araciligiyla aktarilan farkli bolgeleri hedef alan sgRNA
molekiilleri (capsid protein (CP), Rep protein RCRII motif ve
intergenic region (IR)) dizayn edilmistir. Biitiin sgRNA’larin
viriis replikasyonunu ve birikimini engelledigi ancak IR bdlgesine
dizayn edilen sgRNA’larin daha etkili oldugu gosterilmistir. Ayni
CRISPR/cas9 ve sgRNA sisteminde es zamanli olarak
monopartite Beet curly top virus (BCTV) ve bipartite Merremia
mosaic virus (MeMV)’line karsi tiitiin bitkisinin dayanikli olup
olmadig1 da test edilmistir. Hem IR hem de CP bdlgesine dizayn
edilen sgRNA’larin ¢oklu viriis enfeksiyonlarina Kkarst
dayaniklilik sagladigi rapor edilmistir (Ali ve ark., 2015).
CRISPR/cas genom diizenleme aract Wheat dwarf virus (WDV),
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), Cotton leaf curl kokhran
virus (CLCuKoV), Merremia mosaic virus (MeMV) gibi farkli
viriislere karst bitkide dayaniklilik olusturmak amaciyla
aragtirmacilar tarafindan kullanilmig ve basarili sonuglar elde
edildigi rapor edilmistir (Ali ve ark., 2016; Tashkandi ve ark.,
2018; Kis ve ark., 2019). Caligmalar CRISPR/cas9 sistemi ile
viriis interferansinin birden fazla nesilde kalitildigini ve boylece
CRISPR/cas9 sisteminin virlise karst kalict  dayaniklilik
gelistirmede kullanilabilecegini gostermistir (Tashkandi ve ark.,
2018).

CRISPR/cas9 sistemi ¢ift iplikli DNA’y1 hedef aldigindan
dolayr RNA viriislerine karsi CRISPR sistemi ile dayaniklilik
olusturmak genellikle daha zordur. Francisella novicida’dan
FnCas9, Leptotrichia shahii’den LshCasl3a, Leptotrichia
wadei’den LwaCasl3a gibi RNA’y1 hedef alabilen ve kesen

niikleazlarin  arastirllmast  ve  karakterizasyonu = CRISPR
sisteminin viral RNA interferansinda etkin bir gsekilde
kullanilabilecegini gostermistir (Sampson ve ark.,, 2013;

Abudayyeh ve ark., 2016; Abudayyeh ve ark., 2017). Bir¢ok bitki
tirtinii enfekte eden pozitif sense RNA viriislerinden olan
Cucumber moasic virus ve Tabacco mosaic viriis’ine Kkarsi
Arabidopsis ve N. benthamiana bitkilerinde direng saglamak igin
CRISPR/FnCas9 sisteminin etkinligi arastirilmistir. F. novicida
CRISPR/cas9 sistemin hem gegici olarak hem de stabil olarak
ifade edildigi bitkiler CMV ve TMYV ile inokiile edildikten sonra,
FnCas9’un RNA viriislerine karsi interferans etkinligi
degerlendirilmistir.  Transgenik bitkiler kontrol bitkilerle
karsilastirildiginda, transgenik bitkilerde viriisiin ¢ogalmasininin
%40-80 oraninda engellendigi, hastalik semptomunun azaldig1 ve
FnCas9-sgRNA ile saglanan viriis direncinin bitkilere kalitsal
olarak aktarildig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2018).

CRISPR/cas13a bir RNA dizisi tarafindan yonlendirilen son
zamanlarda karakterize edilmis yeni bir genom diizenleme
aracidir (Abudayyeh ve ark.,, 2016; Liu ve ark., 2017).
Potyviriisler tarim bakimindan énemli olan bir¢ok bitki tiiriinde
ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olmaktadirlar (Gibss ve
Ohshima, 2010). Turnip mosaic virus (TuMV), Potyvirus cinsine
ait bir virlis tiri olup, oOzellikle Brassicae familyasindaki
bitkilerde ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Genis konak
araligina sahip olmasi ve en az yaklasik 90 farkli afid tiirii ile non-
persistent olarak tasmmasi TuMV’nin kontroliinii kisitlayan
onemli faktorlerdendir (Walsh ve Jenner, 2002). Aman ve ark.
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(2018), TuMV’ine ait RNA genomunun, RNA-guided
riboniikleaz Casl3a ile manipiile edilebildigini gostermistir.
TuMV-GPF genomunu ifade eden transgenik tiitiin bitkileri
olusturulmus ve RNA interferansi icin TuMV genomunda 4 farkli
bolge (GFP-1, GFP-2, HC-Pro ve CP) sgRNA’y1 dizayn etmek
icin hedef olarak secilmistir. Hc-Pro ve GFP2 bélgelerini hedef
alan CRISPR/cas13a RNA diizenleme sisteminin diger iki bolge
ile karsilastirildiginda viriis interferansinda daha etkili oldugu
gosterilmistir. CRISPR/cas13a RNA diizenleme sistemi Potyvirus
iyesi olan Potato virus Y’ye kars1 patateste dayaniklilik
olusturmak i¢in uygulanmistir (Zhan ve ark., 2019). 3 farkli PVY
wkinm (PVY?, PVYN ve recombinant PVYN©) korunmus
kodlayan bolgelerine dizayn edilen sgRNA’lar ile olusturulan
CRISPR/cas13a sisteminin etkinligi patates bitkisinde viral direng
olusturmak i¢in arastirilmigtir. sgRNA’lar PVY genomuna ait P3,
CI, NIb ve CP kodlayan gen bolgelerinin korunmus kisimlarma
gore dizayn edilmistir. CRISPR/cas13a sistemini yliksek seviyede
ifade eden transgenik patates bitkileri trangenik olmayan kontrol
bitkiler ile karsilastirildiginda PVY hastalik semptomu
gostermemistir. ELISA ve qRT-PCR transgenik bitkilerde PVY ile
inokiile edildikten 20 ve 25 giin sonra PVY’nin birikiminin
azaldigin1 ortaya koymustur. Sonuclar CRISPR/cas13a sisteminin
PVY’nin farkli wrklarinda es zamanli olarak patates bitkisinde
diren¢ saglamada etkili oldugunu ve bu sistemin PVY ’nin
kontroliinde kullanilabilecegini gdstermistir (Zhan ve ark., 2019).

Virlisler  kendi  virionlarinda  ribozomdan  yoksun
olduklarindan dolay1 viral protein sentezi konak bitkinin
translasyon sistemine bagli olarak gerceklesmektedir. Bitkilerde
elF4E ve onun izoformlart multi-komponent translasyon
kompleksinde yer alan translasyon baglama faktorleridir.
Dolayisiyla translasyon baslama faktorleri viral proteinlerin
translayonu i¢in de gereklidir (Sanfagon, 2015). Chandrasekaran
ve ark. (2016), CRISPR/cas9 ile konak¢i duyarlilik geni
elF4E’nin bagimsiz olarak iki farkli bolgesinde mutasyon
olusturarak ¢oklu Potyviriise karst direngli transgenik olmayan
hiyar bitkisi gelistirmiglerdir. Non-transgenik Cucumis eif4e
mutant bitkiler 3 nesil geriye melezleme ile CRISPR/cas9’un
segregasyonundan faydalanilarak olusturulmustur. Mutasyon
bakimindan homozigot alleleri tagityan T3 bitkilerinin heterezigot
ve mutant olmayanlar ile karsilastirildiginda Cucumber vein
yellowing virus, Zucchini yellow mosaic virus ve Papaya ring
spot mosaic virus-W’e karsi dayanikli oldugu ortaya konmustur.

Benzer bir yaklagim cassava (manyok) bitkisinde de
uygulanmistir. Cassava kahverengi ¢izgi hastaligi, cassava
bitkisinde verimi etkileyen dnemli bir hastalik olup, hastaliga iki
farkli pozitif sense RNA virlisii Cassava brown streak virus
(CBSV) ve Ugandan cassava brown streak virus (UCBSV) neden
olmaktadir (Revers ve Garcia, 2015). Viral VPg proteini ve konak
Okaryotik translasyon baslama faktor 4E izoformlari arasindaki
interaksiyon hastalik olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Kang
ve ark., 2005b; Yeam ve ark., 2007). Gomez ve ark. (2019),
CRISPR/cas9 araciligiyla novel cap-binding protein-1 (nCBP-1)
ve nCBP-2 proteini bakimindan mutant cassava 60444 ¢esidi
gelistirmislerdir. Mutant bitkilerin Cassava kahverengi ¢izgi
hastaligina kars1 dayanikli oldugu ve viriis titresinin yabani tip-
kontrol bitkiler ile karsilastirildiginda olduk¢a az oldugu ortaya
konmustur. Arabidopsis thaliana genomunda yer alan translasyon
baslama faktériinde CRISPR/cas9 sistemi ile olusturulan dizi
yonlendirilmis mutasyonlarin TuMV’ye kars1 direngte etkinligi
arastirillmistir. Cas9 ve sgRNA ile olusturulan transgenik mutant
bitkiler kendine tozlanarak T2 bitkileri elde edilmistir. Homozigot
mutant bitkiler kendilenerek transgen igermeyen elF4E geni
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bakimindan mutant T3 bitkileri elde edilmistir. Elde edilen non-
transgenik Arabidopsis Dbitkilerinin TuMV’e kars1 direng
gosterdigi ortaya konulmustur (Pyott ve ark., 2016). Macovei ve
ark. (2018), CRISPR/cas9 teknolojisini kullanarak eIF4G
allellerinin mutagenezi ile Rice tungro spherical virus
(RTSV)’line karst geltik bitkisinde direng olusturmuslardir. Elde
edilen T2 bitkilerinden bazilarinin Cas9’u igermedigi ve RTSV’ye
kars1 direngli oldugu gosterilmistir.

3. Sonug

Yiz yillardir insan-oglu spontan mutasyonlart ve
rekombinasyon yoluyla olusan genetik ¢esitlilikten faydalanarak
farkli amaglar dogrultusunda bitkilerde seleksiyon yapmuslardir.
Geleneksel 1slah yaklagimi bugiin kullanmakta oldugumuz bitki
cesitlerini ortaya koymustur. Her ne kadar molekiiler
yaklagimlarin kullanilmasiyla geleneksel 1slah yonteminde 1slah
stiresi kisalsa da, 1slah siirecinin hala uzun siire gerektirmesi,
bazen istenilmeyen sonuglarin ortaya ¢ikmasi, yogun is giicii
gerektirmesi ve transgenik {riinlere tiiketicinin yaklagimi gibi
sorunlar patojenlere kars1 dayanikli bitki gelistirmede birer
handikap olarak kalmaktadir. Son zamanlarda ortaya ¢ikan genom
diizenleme teknolojilerinden ozellikle CRISPR/cas sistemi bu
handikaplar1 ortadan kaldirmasiyla bitkilerin iyilestirilmesi
amactyla bitki 1slahinda kullanilan etkili ve spesifik bir
yontemlerdendir. Ayrica genomda birden fazla genin es zamanl
olarak hedef alinmasi, istenilen bdolgede delesyon ya da
insersiyona olanak saglamasi, ilk nesilde sonraki nesillere
aktarilabilen heterozigot ya da homozigot mutasyonlar
olusturmas1 ve metabolik yolaklarin manipiile edilmesine olanak
saglamas1 gibi avantajlar CRISPR sistemini diger genom
diizenleme tekniklerine kiyasla daha fazla uygulama alanina sahip
kilmaktadir (Akbudak ve Kontbay, 2017). CRISPR/cas sisteminin
hastaliga neden olan patojenlere karsi bitkileri dayanikli/toleransli
kilmada ve patojenler ile miicadelede etkili bir ara¢ oldugu bircok
yayinda ele alinmistir. Genom diizenleme hem molekiiler bitki-
patojen interaksiyonlart hakkinda bilgimizin artmas: hem de
hastaliklara kars1 dayanikli bitki 1slaht bakimindan essiz firsatlar
sunan bir yaklasimdir. Dolayisiyla bu teknolojinin gelecekte bitki
islah siiresini hizlandirmasi ve siirdiiriilebilir bir tarima katki
saglamas1 amaciyla farkli patojenlere karsi dayanikli bitki elde
edilerek yaygin olarak kullanilacagi ongoriilmektedir. Ancak
genom diizenleme yoluyla arzu edilen o6zellik bakimindan
genomu diizenlenmis bitkilerin halk sagligi ve genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO) agisindan yasalar1 belirleyen
kurumlar tarafindan kabul goriip gormeyecegi ile ilgili tartismalar
dogmaktadir. Bu tartigmanin iki tarafi vardir. Bir grup
CRISPR/cas sistemi gibi yeni bitki 1slah teknolojilerinin,
geleneksel 1slah ile iiretilen bitkilerle bu teknolojiler ile iiretilen
bitkilerin benzer oldugu iddiasiyla GDO diizenlemelerinin
haricinde tutulmasi gerektigini 6ne siirmektedirler. Karsit grup ise
bu teknolojiler ile {iretilen bitkilerin GDO diizenlemeleri
kapsaminda olmasi gerektigini savunmaktadir. Gelecekte kiiresel
iklim degisikliginin boyutu dikkate alindiginda daha esnek
diizenlemelerin sdz konusu olabilecegi ve CRISPR/ cas sistemi
ile bitki 1slah1 gibi daha yenilik¢i besin iiretim tekniklerinin
kullaminin yaygin hale gelecegide kaginilmaz goriilmektedir.
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